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RESUME 
 

Dans le champ des méthodologies dédiées à la caractérisation des microorganismes, les 

méthodes spectroscopiques comme la spectroscopie de fluorescence apparaissent des outils 

particulièrement sensibles. Leur puissance est renforcée par l’utilisation d’outils 

chimiométriques qui autorisent le traitement de l’ensemble des informations spectrales. Ce 

mémoire présente les étapes de mise au point de la méthode pour la caractérisation des 

Pseudomonads qui constituent une des flores les plus adaptatives et présentant la plus grande 

diversité phénotypique et génotypique décrite à ce jour. 

Par l’utilisation de fluorophores intrinsèques (NADH, Acides aminés aromatiques + 

acides nucléiques ou tryptophane) l’analyse de suspensions bactériennes préparées 

directement à partir de colonies permet d’obtenir plus de 90 % de bonne classification pour 

des souches de référence même réparties en taxons proches. Cette méthode a permis, 

également, une identification aisée d’isolats et les résultats obtenus sont apparus cohérents 

avec ceux issus de PCR tout en apportant des informations complémentaires à ceux obtenus 

par identification sur galerie API 20 NE. 

La méthode a été développée pour une lecture directe des colonies sur un milieu gélosé. 

Après différentes étapes de cadrage, la meilleure pertinence a été obtenue pour une lecture des 

colonies en fluorescence synchrone avec un décalage constant de 30 nm. L’analyse de la 

variance a montré une excellente répétabilité des résultats mais aussi des effets « position de 

la fibre optique vis à vis de la colonie » et durée d’incubation avant lecture (entre 48 et 72 

heures) négligeables. 

Utilisée à des fins taxonomiques, la méthode s’est révélée très cohérente et 

complémentaire des méthodes relevant de la génomique. Elle permet d’analyser extrêmement 

rapidement et sans ajout de réactifs les proximités ou distances entre souches et de décrire les 

zones spectrales les plus identitaires. 

Enfin nous avons également montré les potentialités de la spectroscopie de fluorescence 

pour la mise en place d’un outil de « traçabilité bactérienne » susceptible de répondre aux 

besoins des producteurs agroalimentaires dans leur démarche d’analyse des risques. 

Mots clés : Spectroscopie de fluorescence, synchrone, Pseudomonas, fibre optique, 

chimiométrie, traçabilité microbienne. 



 

 

ABSTRACT 
 

In the methodological field relating to microorganisms characterization, spectroscopic 

methods such as the fluorescence spectroscopy appear to be particularly appreciable tools. 

Their power is strengthened by the use of chemometrics which permit to treat all the spectral 

information. This work presents the elaboration stages of the method for Pseudomonads 

characterization, which form one of the most adaptative flora and present the biggest 

phenotypic and genotypic diversity so far depicted. Through the use of intrinsic fluorophores 

(NADH, aromatic amino acids + nucleic acids and tryptophan), the analysis of bacterial 

suspensions directly prepared from colonies permits to obtain more than 90% of good 

classification for reference strains even when divided in very related taxa. Synchronous 

fluorescence spectroscopy was successfully developed coupled with acquisition of spectra 

directly from colonies on agar plates using an optic fiber. The variance analysis has shown an 

excellent repeatability of the results, but also no significant effects of “the optical fibre 

position in the colony” nor of the incubation time before reading (between 48 and 72 hours). 

Sensitivity and selectivity reached 100% for bacterial discrimination at the genus, species or 

subspecies level. 

In these conditions, the method appears as a very reliable tool for a taxonomic purpose 

since our results are in agreement with the generally admitted rRNA and DNA bacterial 

homology grouping but they also bring out additional information about strain relatedness. In 

the case of environmental isolates, the method allows good discrimination, even for strains for 

which ambiguity still remained after PCR and API 20 NE identification. It can also be a 

powerfull tool to study bacterial traceability. 

 

Keywords: Fluorescence spectroscopy, synchronous, Pseudomonades, Optical fibre, 

chemometrics, bacterial traceability. 
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QUELQUES ÉLÉMENTS DE TERMINOLOGIE 

La taxonomie est une science qui a pour objet la classification des êtres vivants en 

groupes de similitude ou taxons. Aujourd’hui, la taxonomie recouvre les approches de 

classification (positionner un isolat au sein d’un groupe taxonomique sur la base de 

similitudes), d’identification (déterminer si un isolat appartient à une unité taxonomique et lui 

attribuer un nom) mais également de phylogénie (analyser les relations évolutives entre 

souches ou isolats). On distingue généralement : 

• La taxonomie phénotypique qui résulte de l’analyse d’un faible nombre de 

caractères considérés comme importants tels que la morphologie, la présence d'une spore, la 

mise en évidence d'un caractère biochimique jugé essentiel...  

• La chimiotaxonomie qui résulte de l'étude de constituants cellulaires 

généralement spécifiques du taxon étudié. 

• La taxonomie moléculaire qui résulte de l’étude de molécules complexes le 

plus souvent assimilées aux matériels génétiques. 

• La taxonomie polyphasique ou consensuelle proposée il y a un 30aine 

d’années pour désigner une approche intégrant plusieurs types d’informations recueillies par 

différentes méthodes (phénotypique, génotypique et/ou moléculaire). 

 Un taxon (ou unité taxonomique ou groupe taxonomique) est un groupe d'organismes 

apparentés appartenant à un même rang hiérarchique. 

L'espèce constitue l'unité de base de la classification bactérienne. La définition classique 

d'une espèce biologique (communauté d'êtres vivants reconnaissables par leurs caractères et 

capables de se reproduire sexuellement entre eux en donnant naissance à une progéniture 

fertile) n'est pas applicable aux procaryotes. En bactériologie, il n’existe pas de concept 

précis : une espèce est constituée par sa souche type et par l'ensemble des souches 

considérées comme suffisamment proches de la souche type pour être incluses au sein de 

la même espèce. Evidemment, dernière cette « définition » floue apparaît la notion de 

méthode d’analyse des proximités entre souches. La définition généralement admise est la 

suivante : une espèce procaryote est une catégorie qui rassemble des individus 

(isolats/souches) génotypiquement cohérents et qui présentent un haut degré de similitudes 

pour différents caractères comparés sous conditions standardisées. 



 

 

Ensuite, Les règles de priorité sont les mêmes que pour les autres disciplines : lorsque 

deux espèces bactériennes sont regroupées dans un même genre, ou deux genres dans une 

même famille, selon de nouveaux critères, la règle d’antériorité de publication des noms de 

taxons prévaut pour désigner ce genre ou cette famille. Le regroupement de plusieurs genres 

au sein d'une sous-tribu, d'une tribu, d'une sous-famille, d'une famille, d'un sous-ordre, d'un 

ordre, d'une sous-classe ou d'une classe repose sur des arguments encore moins solides que 

ceux qui président au rassemblement des espèces dans un genre. De ce fait, certains 

taxonomistes sont très réticents au placement des genres dans un de ces rangs hiérarchiques ; 

le terme de cluster est alors utilisé. 

La nomenclature des taxons d'un rang hiérarchique inférieur à la sous-espèce n'est pas 

couverte par les règles du Code de Nomenclature. En pratique, ces taxons peuvent donc être 

désignés de manières différentes selon les auteurs. Les principaux termes utilisés sont les 

suivants : 

Biovar (ou biotype) : taxon d'un rang hiérarchique inférieur à la sous-espèce et caractérisé 

par ses propriétés biochimiques ou physiologiques.  

Chimiovar  : taxon d'un rang hiérarchique inférieur à la sous-espèce et caractérisé par la 

production d'un composé chimique. 

Cultivar  : taxon d'un rang hiérarchique inférieur à la sous-espèce et caractérisé par ses 

caractères culturaux. 

Morphovar  : taxon d'un rang hiérarchique inférieur à la sous-espèce et caractérisé par sa 

morphologie.  

Pathovar : taxon d'un rang hiérarchique inférieur à la sous-espèce et caractérisé par son 

pouvoir pathogène. 

Phagovar (ou phagotype ou lysotype) : taxon d'un rang hiérarchique inférieur à la sous-

espèce et caractérisé par sa sensibilité à différents bactériophages.  

Sérovar (ou sérotype) : taxon d'un rang hiérarchique inférieur à la sous-espèce et 

caractérisé par ses propriétés antigéniques.  



 

 

Genomovar taxon résulte d’une ségrégation de biovars en différents taxons par transfert 

horizontal de gènes.  

Une nomenspecies est un taxon défini dans un but pratique (médical, industriel, etc.) par 

quelques caractères intéressants que doivent posséder tous les individus admis dans ce taxon. 

Le rang de sous-espèce est admis et noté subsp. (subspecies) suivi du nom latin en 

italiques (ou souligné).  

L’appartenance d’une souche isolée à un genre, sans précision de l’espèce, est notée du 

nom du genre suivi de sp. (species) tant que l'isolat n’est pas identifié à une espèce. Pour 

désigner toutes les espèces d’un genre, on fait suivre le nom du genre de spp.  

Une souche type est l'élément auquel le nom d'une espèce est attaché d'une manière 

permanente. La souche type est d'une importance considérable pour la systématique 

puisqu'une espèce ou une sous-espèce est en fait constituée par la souche type et par 

l'ensemble des souches qui sont considérées comme suffisamment proches de la souche type 

pour être incluses au sein du même taxon. 

Une souche de référence n'est pas une souche type. Il s'agit d'une souche utilisée par 

différentes équipes lors d'études comparatives. Une souche peut constituer une souche de 

référence en raison de ses caractères antigéniques ou de ses caractères biochimiques ou de son 

pouvoir pathogène. Bien sûr, il peut arriver qu'une souche type soit également prise comme 

souche de référence dans une étude comparative. 
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INTRODUCTION 

Depuis l’ère pasteurienne et la définition des principes d’identification bactérienne, les 

objectifs et méthodes taxonomiques ont considérablement évolué. En effet, ces méthodes qui 

ont été très longtemps phénotypiques (critères morphologiques, structuraux ou fonctionnels) 

sont désormais supplantées par les méthodes dites moléculaires basées principalement sur 

l’analyse du génome. Les possibilités analytiques offertes par les techniques relevant sur 

séquençage notamment, ont permis d’explorer la diversité génotypique au sein des espèces 

ouvrant la réflexion autour de la notion même d’espèce, de biotype ou de population clonale. 

La précision apportée par ces nouvelles méthodes a élargi les fonctions dévolues aux sciences 

relevant de la systématique ou taxonomie bactérienne. Aujourd’hui, la taxonomie recouvre les 

approches de classification (positionner un isolat au sein d’un groupe taxonomique sur la base 

de similitudes), d’identification (déterminer si un isolat appartient à une unité taxonomique et 

lui attribuer un nom) mais également de phylogénie (analyser les relations évolutives entre 

isolats). Pourtant, au-delà des apports fondamentaux apportés par ces méthodes pour la 

connaissance des micro-organismes, leur seule utilisation apparaît actuellement restrictive, et 

de nombreux microbiologistes suggèrent désormais une approche polyphasique de la 

caractérisation des micro-organismes ; à savoir, la prise en compte aussi précisément et aussi 

largement que possible des informations phénotypiques et génotypiques. 

Par ailleurs, d’un point de vue pratique, dans les secteurs de la bactériologie médicale, 

environnementale ou agroalimentaire, l’analyse microbiologique vise la détection, le 

dénombrement, l’identification et la traçabilité de micro-organismes pathogènes, d’altération 

ou d’intérêt. Les qualités attendues des méthodes mises en place dépendent des objectifs de 

l’analyse, mais au-delà des attentes implicites des opérateurs (fiabilité, justesse..) la rapidité et 

le coût modéré sont les critères les plus importants. Malgré le développement de méthodes 

rapides telles que le DEFT (Direct Epifluorescent Filter Technique), la cytométrie en flux, 

l'ATP-métrie ou l'impédance-métrie), le dénombrement sur milieux gélosés reste l’outil 

principal utilisé par les petites et moyennes entreprises et les laboratoires de contrôle pour le 

dénombrement de flores microbiennes selon les méthodes normalisées. Ce type de 

dénombrement repose sur l’utilisation de milieux de culture riches ou sélectifs selon les flores 

recherchées. Ce type d’approche qui est long et fastidieux reste très imparfait notamment pour 

les flores Pseudomonads, puisqu’il ne permet de dénombrer que les microorganismes 

cultivables et par ailleurs souffre de nombreux biais comme le manque de sélectivité des 
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milieux ou au contraire, une pression de sélection trop importante pour permettre le 

recouvrement de toutes les flores recherchées. Il présente néanmoins l’avantage de permettre 

une première caractérisation des flores présentes par simple observation macroscopique des 

caractères de croissance. Pour améliorer la fiabilité du dénombrement, l’identification des 

micro-organismes dénombrés est préconisé (généralement 5 colonies isolées par boite de Petri 

utilisée pour le dénombrement). 

La rapidité d’identification des micro-organismes développés sur milieux gélosés 

constitue donc un enjeu majeur pour nombre de laboratoires.  

Les travaux présentés ici ont visé à la mise au point d’une méthode spectroscopique, la 

spectroscopie de fluorescence, apte à répondre à ces attentes. Nos objectifs ont donc été de 

définir les meilleures conditions de préparation des échantillons, d’enregistrement et de 

traitement des données mais également d’évaluer la pertinence de la spectroscopie de 

fluorescence dans une optique taxonomique. Le modèle d’étude choisi a été celui des 

Pseudomonads qui constituent une des principales flores d’altération des produits alimentaires 

mais aussi un des groupes bactériens présentant une des plus grandes diversités phénotypiques 

et génotypiques décrites à ce jour. 

La partie bibliographique  de ce mémoire s’articule autour de 2 parties : dans un premier 

temps seront présentées les méthodes spectroscopiques et leur utilisation à des fins 

d’identification bactérienne avec un focus particulier sur les principes de la spectroscopie de 

fluorescence, puis les Pseudomonads seront décrits notamment au regard des méthodes mises 

en place au fil du temps pour la précision de leur taxonomie. 

La partie qui concerne la présentation des travaux réalisés et des résultats obtenus 

s’attachera à décrire les différentes étapes qui ont conduit à finaliser les conditions 

expérimentales optimales pour l’utilisation de cette méthode à des fins de caractérisation 

microbienne. 

Dans un premier temps, nous nous sommes appuyés sur un article présentant les 

potentialités de la spectroscopie de fluorescence pour une approche polyphasique de la 

taxonomie des Pseudomonads. 
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Dans un second temps, en nous appuyant sur un second article (soumis) nous présenterons 

les étapes de mise au point de la méthode pour une analyse directe des colonies de 

Pseudomonads par l’utilisation d’une fibre optique reliée au spectroscope de fluorescence. 

Enfin, nous reprendrons différents éléments des résultats obtenus pour décrire les 

utilisations possibles de cette méthodologie pour: 

• Apporter des éléments d’analyse pour la taxonomie des Pseudomonads 

(travaux sur souches de référence) 

• Permettre le positionnement taxonomique d’isolats (ici isolés d’abattoirs de 

viande) 

• Permettre la traçabilité des contaminations dans les ateliers agroalimentaires 

(ici abattoirs de viande). 

 

La conclusion reprendra les principaux résultats obtenus et présentera les développements 

et applications futures envisageables pour cette méthode. 
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 SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 

I. Méthodes spectroscopiques pour l’analyse biologique 

I.1. La spectroscopie principes généraux 

La spectroscopie est le champ d'étude qui consiste à observer, mesurer et interpréter les 

spectres électromagnétiques produits par une substance qui émet ou absorbe une énergie 

rayonnante, autrement dit, l’étude de l’interaction d’une onde électromagnétique avec le 

nuage électronique des liaisons chimiques de la matière.  

Le photon est la particule élémentaire du rayonnement électromagnétique. L’énergie E (en 

joule) d’un photon est associée à sa fréquence ν (en hertz) selon la relation : 

E = hν,  

où h est la constante de Planck. 

La relation classique entre vitesse, temps et longueur d’onde permet de lier la fréquence 

du photon à sa longueur d’onde λ (en centimètres) : 

ν = c/λ,  

 

Figure 1 : Le rayonnement électromagnétique 
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où c est la vitesse de la lumière dans le milieu considéré (très souvent, on utilise plutôt le 

nombre d’onde ν (en cm−1) qui correspond à l’inverse de la longueur d’onde. 

Traditionnellement, le rayonnement électromagnétique qui a donc comme vecteur le 

photon, est décrit sous la forme d’une onde électromagnétique correspondant à la propagation 

d’un champ magnétique H et d’un champ électrique E, perpendiculaires entre eux, figure 1. 

La spectroscopie repose sur le principe suivant : lorsqu'un rayonnement électromagnétique 

rencontre une molécule ou un ensemble de molécules, il peut être dispersé (sa direction de 

propagation est modifiée), ou absorbé (son énergie est transférée à une molécule). Si la 

radiation électromagnétique est absorbée, la molécule est dite excitée.  

La lumière diffusée due aux vibrations des molécules est appelée diffusion Raman (elle 

est typiquement décalée jusqu’à 4000 cm –1 par rapport à la lumière incidente). 

La lumière absorbée induit un état d’excitation caractérisé par un niveau d’énergie qui 

résulte en fait de plusieurs types d’énergies : 

• l’énergie de translation, qui est l’énergie fournie ou nécessaire à la molécule 

pour se mouvoir selon les trois dimensions ; 

• l’énergie de rotation (rayonnement micro-ondes) qui permet à la molécule de 

tourner autour de son centre de gravité ; 

• l’énergie vibrationnelle (rayonnement infrarouge) qui est l’énergie résultante 

des vibrations des liaisons entre atomes ; 

• l’énergie électronique (rayonnement visible ou ultraviolet) qui correspond à 

l’énergie des électrons dans les orbitales moléculaires. 

La spectroscopie optique repose sur la séparation de la lumière en longueurs d'ondes 

individuelles au moyen d'un dispositif tel qu'un prisme ou un réseau de diffraction.  

On distingue différentes spectroscopies selon les phénomènes étudiés. Ainsi, l’analyse des 

énergies ou spectres vibrationnels sont celles utilisées dans les domaines infra rouge ou 

raman. Les spectres associés à une variation des nombres quantiques de rotation d'une 

molécule sont habituellement observés dans le domaine micro-ondes et les régions adjacentes 

du spectre électromagnétique. Ceux qui sont associés à une variation des nombres quantiques 
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de vibration surviennent dans le domaine infrarouge. Les spectres électroniques sont 

généralement étudiés dans les domaines visible et ultraviolet. 

La figure ci-après (figure 2) présente les transitions provoquées par les différentes grandes 

catégories d'ondes électromagnétiques et les méthodes spectroscopiques associées. 

 

Figure 2: Ondes électromagnétiques et methods spectroscopiques associées (d’après D. 

A. Skoog, et al. , 1992)  

En spectroscopie on peut distinguer 2 types de spectres : 

• Le spectre d’émission qui est constitué par la superposition des ondes 

électromagnétiques émises après excitation de la matière à une longueur d’onde donnée. 

• Le spectre d’absorption qui est exactement complémentaire du spectre 

d’émission puisqu’il résulte de l’excitation de la matière avec de la lumière blanche (soit 

toutes les longueurs d’ondes) et superposition des longueurs d’onde absorbées. 

Dans les paragraphes suivants seront décrites les deux principales méthodes 

spectroscopiques développées pour l’analyse des phénomènes biologiques, l’accent étant 

porté sur le domaine de la microbiologie. 
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I.2. La spectroscopie Infra-Rouge à Transformée de Fourier (IRTF)  

Dans le cas de la spectroscopie d’absorption IR, le rayonnement émis par la source 

polychromatique n’est généralement pas assez énergétique pour provoquer des transitions 

électroniques, mais il induit des transitions entre les niveaux d’énergie vibrationnelle. En 

spectroscopie Infrarouge, c’est donc l’énergie associée à la vibration des liaisons chimiques 

qui est étudiée généralement par balayage de fréquences comprises entre 4000 cm-1 et 625 cm-

1 . La spectroscopie par absorption infrarouge (IR) consiste à mesurer la longueur d'onde et 

l'intensité d'absorption du rayonnement infrarouge moyen par un échantillon, la longueur 

d'onde des bandes d'absorption IR étant caractéristique de types spécifiques de liaisons 

chimiques. 

Très largement utilisée dans de nombreux secteurs d’activité, la spectroscopie infrarouge 

(IR) avait été décrite comme moyen de différenciation et d’identification des bactéries dès les 

années 1950 grâce aux travaux de Stevenson et Bolduan (1952) (Stevenson et Bolduan, 1952) 

et ceux de Goulden et Sharpe  (Goulden et Sharpe, 1958, Norris, 1959), mais la faible 

résolution des appareils à filtres et l'absence de traitement mathématique avaient alors conduit 

à délaisser cette méthodologie pourtant prometteuse (Norris, 1959). 

Il a fallu attendre l'avènement de la spectroscopie à transformée de Fourier (IRTF) et le 

développement de micro-informatique pour que cette technique connaisse un regain d’intérêt. 

A l’initiative de Naumann et de ses collaborateurs, ce renouveau s'est d'abord manifesté dans 

le domaine clinique (Naumann et al., 1988, Naumann et al., 1991a, Naumann et al., 1991b), 

puis s’est rapidement étendu aux domaines agroalimentaires grâce notamment aux travaux de 

Curk et collaborateurs (Curk et al., 1994). En 1999, Kansiz et coll. (Kansiz et al., 1999) 

montraient que la technique IRTF combinée avec la chimiométrie permettait la discrimination 

de différents taxons de cyanobactéries. Dans le même temps, plusieurs auteurs montraient les 

potentialités de la méthode pour la caractérisation des levures et moisissures (Fischer et al., 

2006, Kummerle et al., 1998, Timmins et al., 1998, Tintelnot et al., 2000, Wenning et al., 

2002), ou plus largement, pour la caractérisation de micro-organismes et leur discrimination 

en groupes taxonomiques comme les Staphylocoques, Streptocoques, Clostridium, et 

Legionella (Helm et al., 1991), les Streptocoques (van der Mei et al., 1993), les Lactobacillus 

(Amiel et al., 2000, Curk et al., 1994, Dziuba et al., 2007), les Actinomycetales (Haag et al., 

1996), les Listeria (Lefier et al., 1997, Oust et al., 2006, Rebuffo-Scheer et al., 2007, Rebuffo 

et al., 2006), les Bacillus (Beattie et al., 1998), les Enterocoques (Kirschner et al., 2001) ou 
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les corynebacteries (Oberreuter et al., 2002). Dès 1999, Johnsen et ses collaborateurs 

décrivaient l’utilisation de la spectroscopie Infrarouge à transformée de Fourier (Kaare 

Johnsen, 1999) pour la caractérisation d’isolats environnementaux préalablement identifiés au 

genre Pseudomonas. Les analyses réalisées alors indiquaient une excellent clustering au 

niveau de l’espèce et la sous-espèce (sans identification) et en tous cas, un clustering similaire 

à celui obtenu par Rep-PCR. En 2001, Z. Filip et S. Hermann (Filip et Hermann, 2001) 

évaluaient les zones spectrales les plus « identitaires » des Pseudomonas et de leurs 

conditions de culture mais concluaient que la méthode n’était pas suffisamment sensible pour 

différencier les Pseudomonas. En 2006, Holtze et ses collaborateurs (Holtze et al., 2006) 

aboutissait à la même conclusion concernant le positionnement taxonomique d’isolats de 

Pseudomonads provenant de sols chargés en mercure. 

Actuellement, de large banques de données spectrales sont élaborées ou en cours de 

construction (Amiel et al., 2000, Bosch et al., 2008, Dziuba et al., 2007, Fischer et al., 2006, 

Goodacre et al., 1996, Helm et al., 1991, Kirschner et al., 2001, Maquelin et al., 2003, Mariey 

et al., 2001, Oberreuter et al., 2002, Oust et al., 2006, Tintelnot et al., 2000, Wenning et al., 

2002). Par la multiplication des spectres de référence et la standardisation des protocoles de 

préparation des échantillons, elles permettent l’identification rapide et fiable d’isolats 

provenant d’environnements complexes (Tindall et al., 2000) ou médicaux (Bosch et al., 

2008) (Amiali et al., 2008). La figure 3 présente un exemple de spectres IRFT enregistrés à 

partir de différents genres de bactéries à Gram Négatif. 
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Figure 3 : Exemples de spectres IRFT enregistrés à partir de différents genres de 

bactéries à Gram négatif. D’après Bosch et al. 2008 

Certains auteurs ont même montré la performance de cette méthode pour analyser des 

contaminations microbiennes artificiellement ensemencées à la surface de matrices 

alimentaires (Yang et Irudayaraj, 2003) ou pour identifier des micro-organismes multipliés en 

culture mixte (Yu , 2005). 

Diverses déclinaisons de la spectroscopie IR à transformée de Fourier sont également 

utilisées à des fins taxonomiques. Ainsi, la spectroscopie IRTF de réflexion spéculaire, la 

spectroscopie IRTF de diffus-réflexion ou encore microspectroscopie IRTF ont également été 

testées avec succès, par exemple pour l’identification rapide des différentes espèces de 

Streptocoques et d’ Entérocoques par enregistrement des spectres à partir de microcolonies 

(Oust Janbu, 2008, Goodacre et al., 1996, Lang et Sang, 1998, Ngo-Thi et al., 2003, Rebuffo-

Scheer et al., 2008).  

Aujourd’hui, la spectroscopie Infra rouge à transformée de Fourrier est certainement la 

méthode spectroscopique la plus aboutie pour la caractérisation des bactéries, levures et 
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moisissures (Wenning et al., 2007). Ses applications à des fins taxonomiques permettent la 

classification des micro-organismes à l’échelle du genre, l’espèce, la sous-espèce ou du 

biotype. Sa spécificité élevée permet également la caractérisation des propriétés de ces micro-

organismes telles que la résistance aux antibiotiques ou aux bactériocines ou encore l’analyse 

de certains composants cellulaires et leur réponse aux stress par exemple (Santivarangkna et 

al., 2007). Les principaux avantages de la spectroscopie infrarouge sont la rapidité 

d'acquisition, le faible coût et la sensibilité de la résolution. 

Mais cette méthode présente également quelques inconvénients comme par exemple, la 

largeur des bandes spectrales et surtout sa sensibilité à l’eau qui rend quasi impossible toute 

analyse en milieu aqueux. En vue d’analyse microbiologique, la préparation des cellules 

nécessite des calibrations extrêmement précises pour s’affranchir des variations 

expérimentales et instrumentales. L’état physiologique des cellules doit être standardisé et le 

milieu de croissance de composition exactement répétable, enfin une étape de dessiccation est 

indispensable qui est susceptible d’altérer les structures cellulaires.  

I.3. La spectroscopie de diffusion Raman 

Cousine de la spectroscopie Infraouge, l’autre spectroscopie vibrationnelle que constitue 

la spectroscopie Raman est souvent considérée par ses défenseurs comme « La Méthode 

spectroscopique à haut potentiel pour l’analyse des systèmes biologiques ».  

Découverte en 1928, la diffusion Raman (du nom du physicien Chandrasekhara Venkata 

Raman qui découvrit l’effet) permet d’utiliser la lumière visible pour accéder au spectre 

vibrationnel des molécules qui interagissent avec un faisceau lumineux. Le principe de la 

spectroscopie Raman consiste donc à envoyer une lumière monochromatique (une seule 

longueur d’onde précise) sur l'échantillon à étudier et à analyser la lumière diffusée. Plus 

précisément, cette spectroscopie s’appuie sur le phénomène suivant : lorsque la lumière est 

réfléchie par la molécule, la plupart des photons sont réfléchis de façon élastique. Ces photons 

conservent la même énergie et par conséquent la même longueur d’onde que les photons 

incidents. Cependant une faible part de la lumière (environ un photon pour 107 photons 

incidents) est réfléchie à une énergie différente, le plus souvent plus faible, que celle des 

photons incidents. Le phénomène lié a cette réflexion non élastique de la lumière est appelé 

l’effet Raman. La réflexion Raman se produit avec un changement de niveau d’énergie 

vibrationnelle, rotationnelle ou même électronique de la molécule. La différence d’énergie 

entre le photon incident et le photon réfléchi correspond à l’énergie de vibration de la 
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molécule réfléchissante. Lorsque l’énergie du photon réfléchi est inférieure a celle du photon 

incident le phénomène est appelé effet Stokes. A l’inverse, et plus rarement, si l’énergie du 

photon renvoyé est plus élevée, on parle alors d’effet anti-Stokes. Le tracé des intensités de la 

lumière réfléchie en fonction de la différence d’énergie constitue le spectre Raman. 

Par rapport à IRTF, les avantages de la spectroscopie Raman résident principalement dans 

la possibilité d’analyser des échantillons aqueux, l’absorption IR intense de l'eau étant évitée. 

Par ailleurs, les bandes spectrales sont plus pointues (nettes), plus étroites et mieux 

différenciées fournissant des informations biochimiques sur la composition moléculaire des 

micro-organismes étudiés. Ces propriétés ont été mises à profit dès le début des années 90 

pour la classification des bactéries (Berger et Zhu, 2003, Chadha et al., 1993a, Choo-Smith et 

al., 1999, Harz et al., 2005, Huang et al., 2004, Kirschner et al., 2001, Krause et al., 2007, 

Maquelin et al., 2000, Maquelin et al., 2002, Mouwen et al., 2006, Oust et al., 2006, Rösch et 

al., 2006a, Rosch et al., 2006b, Rosch et al., 2005). 

Cependant, l'effet de Raman est de faible intensité et les temps de collecte sont longs 

(plusieurs dizaines de secondes, voire quelques minutes) mais la sensibilité de la technique 

peut être augmentée en décuplant le signal et donc par exemple, en augmentant la biomasse 

analysée par multiplication des micro-organismes. Mais ceci limite donc son utilité dans les 

laboratoires cliniques où les analyses de haut-débit sont nécessaires. La figure 4 présente un 

exemple de spectres Raman enregistrés à partir de différents genres de bactéries à Gram 

négatif. 
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Figure 4: Exemples de spectres Raman enregistrés à partir de différents genres de 

bactéries à Gram négatif : a) E. coli; b) S. Tennessee; c) K. pneumoniae; d) E. aerogenes; 

e) P. mirabilis; f) P. aeruginosa (Pineda, 2006) 

Lorsque seulement une petite quantité de l’échantillon est disponible, il est indispensable 

de renforcer les signaux Raman. Pour ce faire, plusieurs techniques sont possibles. 

La spectroscopie de diffusion Raman de surface renforcé SERS (Surface-Enhanced 

Raman Scattering Spectroscopy) consiste à lier les micro-organismes à une surface avant 

analyse. Ces liants peuvent être de nature variable et plusieurs essais font état de résultats 

performants obtenus avec des substances colloïdales d’argent, d’or voire d’anticorps ou de 

bactériophages immobilisés (Efrima et Bronk, 1998, Efrima et al., 1999, Grow et al., 2003, 

Jarvis et al., 2004a, Jarvis et Goodacre, 2004, Sockalingum et al., 1999). Bien qu’encore en 

cours de développement, notamment pour l’optimisation des conditions expérimentales, cette 

technique semble très prometteuse car extrêmement sensible et produisant une information 

spectrale particulièrement précise autorisant l’analyse à l’échelle de la cellule ou de ses 

constituants (Efrima et Zeiri, 2008, Jarvis et al., 2008). 

La figure 5 présente un exemple de spectres SERS enregistrés à partir de différents genres 

de bactéries à Gram négatif. 
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Figure 5 : Exemples de spectres SERS enregistrés à partir de différents genres de 

bactéries à Gram négatif. a) E. coli; b) S. Tennessee; c) K. pneumoniae; d) E. aerogenes; 

e) P. mirabilis; f) P. aeruginosa (Pineda, 2006) 

Une autre déclinaison appelée spectroscopie Raman de résonance (RRS) permet 

également de renforcer les signaux et ainsi l’investigation directe de macromolécules comme 

les protéines ou d'ADN. Le principe est basé sur l’excitation de l’échantillon à des longueurs 

d’ondes voisines de 250nm. Dans ces régions, les molécules aromatiques à doubles liaisons 

conjuguées très présentes chez les micro-organismes (bases puriques et pyrimidiques, divers 

coenzymes et les trois acides aminés aromatiques que sont la phenylanaline, le tryptophane et 

la tyrosine) génèrent des bandes bien identifiées et leur assignation à des composés 

moléculaires est moins ambiguë que ceux générés en simple spectroscopie infrarouge. Dès 

1988, Britton et ses collaborateurs, montraient la capacité de cette méthode pour analyser les 

modifications structurelles de certains composés cellulaires (Britton et al., 1988). Par la suite, 

Manoharan et ses collaborateurs (Chadha et al., 1993a, Chadha et al., 1993b, Manoharan et 

al., 1990, Wu et al., 2001, Wu et al., 2000) ont étudié le métabolisme des micro-organismes et 

discriminé des espèces bactériennes : Bacillus subtilis, Enterobacter cloacae, Pseudomonas 

fluorescens et Staphylococcus epidermidis, Bacillus cereus et des protoplastes de Bacillus 

megaterium ou encore Escherichia coli et Staphylococcus epidermidis. Mais, finalement, si la 

RRS génère des spectres qui peuvent être considérés comme de réelles signatures 

phénotypiques des bactéries étudiées, le coût et la complexité des équipements requis ont 

limité son utilisation à l’échelle exploratoire (Jarvis et Goodacre, 2004). 
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La Basse Résolution en Spectroscopie de Raman (Low Resolution Raman Spectroscopy) 

semble également être une bonne alternative pour les analyses en spectroscopie optique 

vibrationnelle par l’utilisation de faisceaux laser dans le proche infrarouge. Bien que proche 

de la spectroscopie infrarouge, cette méthode ne souffre pas de la forte interférence de l’eau. 

Elle génère par ailleurs des bandes spectrales, certes larges, mais qui peuvent facilement être 

assignées à des composés moléculaires. A titre d’exemple, en appliquant une analyse de 

corrélations en 2 dimensions (2D-LRRS), Mello et ses collaborateurs (Mello et al., 2008) ont 

pu discriminer des souches de référence de S. aureus, S. pyogenes et N. gonorrhoeae en 

suspension qui présentaient pourtant des spectres Raman très similaires. 

I.4. La spectroscopie de fluorescence  

I.4.1. Principes 

La spectroscopie de fluorescence s’appuie sur le phénomène de luminescence, à savoir, le 

rayonnement émis par des molécules qui, après avoir été excitées par une onde 

électromagnétique, reviennent à leur niveau d’énergie inférieur. La luminescence est divisée 

en 2 catégories selon la nature de l’état excité : la fluorescence et la phosphorescence. 

Le diagramme de Jablonski (figure 6) permet de visualiser ces phénomènes. 

 

Figure 6 : Diagramme de Jablonski simplifié adapté de Jablonski (Jabłoński, 1935) 
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L’état fondamental d’une molécule (ici un chromophore) est un état « singulet » de repos 

stable dit S0. Lorsque la molécule est excitée par une onde électromagnétique et donc après 

absorption d’un photon de longueur d’onde suffisamment énergétique (dans la bande 

d’adsorption des molécules), il se produit un apport d’énergie E=h.ν (h constante de Planck, 

ν fréquence = c\λ, c vitesse de la lumière, λ longueur d’onde) que les électrons absorbent. Ils 

accèdent alors à un niveau d’énergie plus élevé (S1) et la molécule se trouve dans un état 

énergétique supérieur : elle est dite “ excitée ”. L'état excité persiste pendant un temps fini 

caractéristique de la molécule. Après l'absorption d'un photon; plusieurs phénomènes peuvent 

se produire. Quand une molécule est habituellement excitée vers n’importe quel état 

vibrationnel de S1 ou de S2, les molécules retournent rapidement, à part de rares exceptions, 

vers l’état vibrationnel le plus bas de l’état excité. Ce phénomène qui est appelé conversion 

interne se produit généralement en 10-12 secondes. Suite à des collisions avec d'autres 

molécules, une désactivation a lieu, que ce soit nonradiativement ou radiativement, en 

fonction de l’environnement local. Si toute l'énergie en excès n’est pas dissipée par collisions 

avec d'autres molécules, l'électron retourne à l'état fondamental en émettant de l'énergie sous 

forme de photons. Selon le spin, on distingue 2 états excités d’énergie et de nature différente : 

l’état singulet instable (S) et l’état Triplet métastable (T). Si l’émission radiative se produit 

entre deux états de même multiplicité (singulet excité – singulet fondamental), le phénomène 

est appelé fluorescence. Si l’émission se produit entre deux états de multiplicité différente 

(Triplet – singulet fondamental), le phénomène est appelé phosphorescence. Généralement, le 

phénomène de conversion interne est très bref (de l’ordre de 10-12 secondes ) et est terminé 

lorsque débute le phénomène de fluorescence qui dure lui de 10-9 à 10-7 secondes. La 

phosphorescence n’apparaît généralement que plusieurs secondes après l’excitation. 

Donc, la fluorescence est tout simplement l’émission très rapide (1-10 ns) de la lumière 

(provenant de l’état excité singulet d’une molécule), contrairement à la phosphorescence, qui 

est une libération retardée de l'énergie absorbée (provenant de l’état excité). Comme la durée 

de vie de l’état triplet est plus grande, les collisions désactivantes sont nombreuses. Ainsi il 

est très difficile, voire impossible, d’observer le phénomène de phosphorescence dans un 

milieu liquide. Il n’est généralement observé dans des gaz ou des solides. Le temps de vie de 

cet état peut alors atteindre la seconde, voire plus (Kunnil, 2005). Dans la fluorescence, le 

photon émis aura donc une énergie moindre que le photon d'excitation : pour une molécule 

donnée, les longueurs d'onde d'émission seront donc supérieures à celles d'excitation.  
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La fluorescence habituellement observée telle que décrite précédemment est la 

fluorescence de Stokes. Elle correspond à la reémission de photons de plus faible énergie, 

donc de plus grande longueur d'onde que les photons absorbés. Si une énergie thermique est 

ajoutée à un état excité ou, si un composé a beaucoup de niveaux vibrationnels fortement 

peuplés, une émission à des longueurs d’onde plus courtes que celle utilisée pour l’excitation 

peut se produire, on parle, alors, de fluorescence anti-stockes, souvent observée dans les gaz 

dilués à haute température. La fluorescence de résonance est la reémission de photons ayant la 

même énergie que les photons absorbés. Ce type de fluorescence n’est jamais observé en 

solution du fait des interactions avec le solvant qui entraînent des désactivation par collision, 

mais peut se produire dans les gaz ou les cristaux.  

La figure 7 positionne le phénomène de fluorescence sur le diagramme de Jablonski 

 

Figure 7 : Phénomène de fluorescence sur le diagramme de Jablonski(Jabłoński, 1935) 

 

I.4.2. Les molécules fluorescentes : définition 

Les molécules susceptibles de subir des transitions électroniques conduisant au 

phénomène de fluorescence sont appelées sondes fluorescentes, fluorochromes ou simplement 
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colorants. Quand le fluorochrome est lié à une macromolécule (acide aminé, lipide, enzymes 

ou proteine), on parle de fluorophore. 

Les fluorophores constituent donc la base de la spectroscopie de fluorescence et 

représentent l’élément clé de cette méthode. Dans l'instrumentation pour la spectroscopie de 

fluorescence et dans l'analyse finale, la longueur d'onde et le temps de résolution nécessaire 

des instruments sont déterminé par les propriétés spectrales des fluorophores. En outre, les 

informations disponibles sur les expériences sont déterminées par les propriétés des sondes. 

Les fluorophores sont généralement caractérisés par : 

• Leurs longueurs d’onde: celles qui correspondent aux pics ou maxima des 

spectres d'excitation et d'émission, 

• Leur coefficient d’extinction moléculaire qui relie la quantité de lumière 

absorbée, pour une longueur d’onde donnée, à la concentration du fluorophore en solution (M-

1 cm-1), 

• Leur rendement quantique défini par la quantité de photons émis par rapport à 

la quantité de photons absorbés, 

• La durée de vie de leur état excité : c'est la durée caractéristique pendant 

laquelle la molécule reste à l'état excité avant de retourner à son état basal, 

• L’aptitude au photoblanchiment: c’est à dire le phénomène résultant de 

réactions chimiques de la molécule sous état excité (par exemple avec l'oxygène sous forme 

de radicaux libres). Le fluorochrome perd alors ses propriétés de fluorescence. Autrement dit, 

quand on excite une solution de molécules fluorescentes, une certaine proportion d'entre elles 

est détruite à chaque instant et par conséquent l'intensité de fluorescence décroît au cours du 

temps. Ce phénomène peut être gênant, notamment en microscopie de fluorescence, mais il 

peut également être mis à profit pour mesurer la mobilité moléculaire par la méthode de 

redistribution de fluorescence après photoblanchiment (FRAP) ou de Perte de fluorescence au 

cours d'un photoblanchiment local (FLIP).  

Les fluorophores sont des substances composées de plusieurs noyaux aromatiques 

conjugués ou encore des molécules planes et cycliques qui possèdent une ou plusieurs 

doubles ou triples liaisons conjuguées. Il en existe plusieurs milliers actuellement connus.  
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Les fluorophores sont couramment divisés en deux catégories selon leur origine : 

extrinsèques et intrinsèques (Lakowicz, 1999). 

I.4.2.1. Fluorophores extrinsèques 

Les fluorophores extrinsèques sont des molécules ajoutées à un échantillon choisi qui 

n’est pas fluorescent ou qui ne possède pas les propriétés spectrales souhaitées pour marquer 

spécifiquement un constituant de l’échantillon. Ces molécules peuvent être de nature 

hydrophile (solubles en milieu aqueux), hydrophobe (lipides: acides gras, phospholipides, 

stérols...) voire amphiphiles (petites molécules capables de s’échanger entre milieu aqueux et 

membranaire) (Lakowicz, 1999). 

Le choix du fluorophore dépend, bien entendu, des objectifs et supports de 

l’expérimentation. A titre d’exemple, certains fluorophores capables de s’intercaler dans 

diverses molécules de la cellule étudiée sont utilisés pour déterminer une activité 

enzymatique, le potentiel membranaire, le pH intracellulaire ou encore la viabilité des cellules 

(Larsen et al., 1996, Lebrun  et al., 2001, Rapposch et al., 2000). D’autres fluorophores sont 

disponibles pour couplage avec des anticorps permettant ainsi la détection de molécules 

« marqueurs » au sein des cellules, les plus jolies applications concernant la détection précoce 

de cellules cancéreuses. Le marquage de protéines permet lui aussi l’analyse fine des 

phénomènes biologiques au niveau cellulaire et trouve de fascinantes applications dans le 

domaine médical. Il faut noter que l’ajout d’un ADNc codant pour un fluorophore à l’ADNc 

codant pour la protéine d’intérêt considérée est désormais possible conduisant à la 

construction de protéines chimères véritables traceurs de l’activité cellulaire (Zaccolo, 2004) . 

Le site http://www.analytchem.tugraz.at/fluorophores/ présente une remarquable base de 

données des principaux fluorophores extrinsèques et de leurs utilisations potentielles. 

I.4.2.2. Fluorophores intrinsèques  

Les fluorophores intrinsèques sont ceux qui sont présents naturellement dans les 

échantillons biologiques. Ceux-ci incluent les acides aminés aromatiques, les purines, les 

pyrimidines, les flavines, la chlorophylle, certains cofacteurs enzymatiques comme le NADH, 

la riboflavine ainsi qu’un grand nombre de vitamines comme les vitamines A, E (Dufour et 

al., 2001, Herbert et al., 2000, Lakowicz, 1999). Les maximum d’excitation de ces 

fluorophores se situent entre 250-450 nm, alors que leur maximum d'émission se situent entre 

280-700 nm (Cantor et Schimmel, 1980, Lakowicz, 1999).  
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Le tableau ci-après (Tableau 1) présente quelques fluorophores et leurs longueurs d’ondes 

d’excitation et d’emission. 

Tableau 1: Quelques fluorophores et leurs longueurs d’ondes caractéristiques 

Fluorophores intrinsèques Longueur d’onde 
d’excitation (nm) 

Longueur d’onde 
d’émission (nm) 

Acides aminés   
Tryptophane 280 350 
Tyrosine 275 300 
Phénylalanine 260 280 
Protéines structurales   
Collagène 325 400, 405 
Elastine 290, 325 340, 400 
Enzymes et coenzymes   
FAD, Flavines 450 535 
NADH 290, 340 440, 460 
NADPH 336 464 
Vitamines   
Vitamine A 327 510 
Vitamine K 390 480 
Vitamine D 390 480 
Composés dérives de la vitamine B6   
Pyridoxine 332, 340 400 
Pyridoxamine 335 400 
Pyridoxal 330 385 
Acide pyridoxique 315 425 
Vitamine B12 275 305 
Porphyrines 400-450 630, 690 
 
D’après ( Ramanujam, 2000 ) 

 

La détection de matériel biologique par la fluorescence est donc possible car il existe une 

large variété et une forte concentration de ces composants biologiques qui présentent une 

fluorescence intrinsèque.  

Les recherches actuelles s'intéressent de plus en plus à utiliser la fluorescence pour étudier 

les tissus (Richards-Kortum et Sevick-Muraca, 1996), soit à partir des fluorophores 

intrinsèques ou de sondes extrinsèques ajoutées. La seule interrogation de la base données 

Medline pour les mots clés fluorescence spectroscopy fait état de 3426 articles publiés entre 

Mai 2008 et Mai 2009. Pour ne citer que cet exemple : le tryptophane et la tyrosine, les 

protéines structurales telles que le collagène ou l’élastine, ou enfin le NADH et le FAD ont 

été identifiés comme des marqueurs pertinents pour l’analyse du processus de carcinogenèse. 
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I.4.3. Recueil des données spectrales 

La grande majorité des expériences de fluorescence est réalisée en solutions diluées dont 

l'absorbance est inférieure à 0,1 : c'est la fluorescence à angle droit (Lakowicz, 1999). Selon 

cette technique, le faisceau d'excitation traverse la cuve et les photons émis sont collectés 

perpendiculairement à la source d'excitation (A). Dans le cas où l’absorbance de l’échantillon 

est élevée, un effet d’écran se produit, induisant une diminution de l’intensité de fluorescence 

par le phénomène d’extinction (quenching) de fluorescence et une distorsion de spectres 

d'excitation (Genot et al., 1992a). Pour éviter ces problèmes, une dilution des échantillons est 

effectuée de sorte que l'absorbance des échantillons soit inférieure à 0,1. Pour analyser des 

échantillons opaques, la spectroscopie de fluorescence frontale peut être employée (Genot et 

al., 1992b). Dans ce cas, l'échantillon est examiné en surface, mais la pénétration des photons 

s’effectue sur plusieurs micromètres. Les photons émis sont généralement collectés sous un 

angle de 54° par rapport à l'échantillon afin de minimiser la collecte de photons réfléchis (B), 

figure 8. 

Figure 8 : Fluorescence à angle droit et fluorescence frontale  

Quelle que soit la méthode utilisée, le spectromètre de fluorescence peut être équipé d’une 

fibre optique qui permet de déporter la mesure. 

I.4.4. Les spectres de fluorescence  

I.4.4.1. Les spectres d’émission et d’excitation en fluorescence 

Les données de fluorescence sont généralement présentées sous forme de spectres 

(d’excitation ou d’émission) constitués de plusieurs centaines de points de mesure. 

Contrairement aux spectres IR, les spectres d’émission de fluorescence présentent souvent 

 (B) 

Echantillon (turbide, concentré, solide) 

Excitation 

Emission 

Echantillon (dilué, limpide) 

Excitation 

Emission 

(A) 
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une seule bande avec un seul maximum parfois accompagné d’un ou plusieurs épaulements. 

L’allure du spectre d’émission d’un fluorophore varie en fonction de la structure chimique de 

la molécule excitée mais également en fonction des caractéristiques physico-chimiques de son 

environnement proche. Les modes de traitement traditionnels des données spectrales en 

fluorescence reposent sur la seule détermination de l’intensité de fluorescence à la longueur 

d’onde correspondant au maximum d’émissions ou celle de la surface soutendue par le 

spectre (Lakowicz, 1999). De même peuvent être considérés l’observation des déplacements 

du maximum se produisant lorsque l’environnement du fluorophore est modifié. Les spectres 

d'excitation de fluorescence sont obtenus en observant à une longueur d'onde l'intensité émise 

en fonction de la longueur d'onde d’excitation. Comme la longueur d'onde émise est 

proportionnelle au nombre de photons absorbés, les spectres d'excitation sont très proches, 

mais pas identiques, aux spectres d'absorption. Le spectre d’excitation représente l’efficacité 

de différentes longueurs d’ondes d’excitation à provoquer la fluorescence, et indique les 

longueurs d’ondes qui donnent des fluorescences intenses (Albani, 2007, Lakowicz, 1999).  

I.4.4.2. Les Matrices d'excitation et d'émission de fluorescence ou 

fluorescence Totale. 

Les matrices de fluorescence sont des cartes de fluorescence de l'ensemble des 

fluorophores d'un mélange. Elles permettent de caractériser plusieurs composés (ou 

fluorophores) dans un mélange. L'acquisition de ce type de graphe est faite généralement sur 

la base d'une série de spectres d'émission et d'excitation. L’expérimentation consiste à 

enregistrer les spectres d’émission à différentes longueurs d’onde d’excitation, puis à collecter 

ces données sur un diagramme en 3 dimensions, où l’on porte à la fois la longueur d’onde 

d’émission, la longueur d’onde d’excitation et l’intensité de fluorescence. Puis les points 

d’égale intensité sont reliés entre eux comme on le ferait pour des courbes de niveau. On 

obtient alors une carte de relief très caractéristique de l’échantillon étudié. Cependant, il faut 

noter que ce type d'acquisition présente plusieurs défauts : l'acquisition est lente à cause du 

balayage de longueur d'onde, le spectre de fluorescence totale ne peut être obtenu sans le 

traitement informatique adéquat, la précision en longueur d'onde se fait au détriment du 

temps. Cette méthode est donc peu utilisée dans les mesures de routine qui visent à 

caractériser rapidement un échantillon. 
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I.4.4.3. Les spectres de fluorescence par excitation synchrone 

Une autre méthode relativement peu employée en spectroscopie classique permet 

d’adapter la technique à la complexité du milieu analysé. Il s’agit de la spectroscopie de 

fluorescence par excitation synchrone. Pour cette méthode, la longueur d’onde d’excitation et 

la longueur d’onde d’émission varient simultanément, tout en conservant entre elles un 

décalage constant, ∆λ (Peuravuori et al., 2002, Taylor et Patterson, 1987). En pratique, on 

choisit une longueur d’onde d’émission (λem) de départ supérieure de quelques nanomètre à la 

longueur d’onde d’excitation (λex). Puis les deux monochromateurs se mettent en route et 

défilent à la même vitesse. Pour mieux comprendre la fluorescence synchrone, on peut se 

référer au diagramme de Jablonski Figure 9. Une molécule peut être excitée dans toute la 

plage d'absorption, par exemple, à partir des longueurs d'onde λex1, λex2,…, λex9 et pourrait 

émettre la fluorescence aux longueurs d'onde λem1, λem2,…, λem9. Ainsi, en spectroscopie de 

fluorescence synchrone, l’émission à la longueur d’onde λemi n’est observée que lorsque le 

monochromateur d’excitation est placé sur la longueur d’onde λexi. 

 

∆λ 
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Emission 
(λem) 
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λem8 
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Figure 9 : Diagramme de Jablonski expliquant le balayage de fluorescence synchrone 

(Patra et Mishra, 2002) : ∆λ = λemi - λexi (i varie de 1 à 9). 

Au contraire de fluorescence conventionnelle, la spectroscopie de fluorescence synchrone 

présente l’avantage de pouvoir caractériser plusieurs fluophores à partir d’un seul spectre. 

Cette méthode est simple à mettre en œuvre alors que les spectres sont recueillis en quelques 

secondes, elle constitue donc un bon compromis face à la spectroscopie de fluorescence 
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décrite précédemment (Andrade Eiroa et al., 2000, Reynolds, 2003, Taylor et Patterson, 1987, 

Vo Dinh, 1978). 

La fluorescence synchrone, très développée dans les domaines de la chimie du pétrole 

(Cui et al., 2008, Patra et Mishra, 2002), demeure encore très peu utilisée dans le domaine 

biologique. 

I.4.5. Chimiométrie 

I.4.5.1. Prétraitement des données : Normalisation des spectres 

Le prétraitement le plus communément appliqué aux spectres de fluorescence est la 

normalisation des spectres. Dans la plupart des applications de spectroscopie de fluorescence 

nécessitant un traitement numérique des signaux enregistrés, cette opération est réalisée. Cette 

normalisation a pour effet d'accorder à tous les spectres enregistrés la même importance 

informative (Bertrand et Scotter, 1992) c'est-à-dire de réduire les effets liés à l'intensité lors de 

l'application de techniques d'analyse multivariée. Par exemple, lors de l'enregistrement de 

matrices d'excitation-émission, l'intensité du laser excitateur, et donc l'intensité des 

rayonnements émis, et l'efficacité de l'optique d'excitation sont dépendantes de la longueur 

d'onde excitatrice. Une normalisation de la matrice d'excitation-émission corrige cette 

dépendance à la longueur d'onde excitatrice et annule les disparités d'intensité. La priorité est 

ainsi donnée à la forme des spectres et non à leurs intensités relatives. 

I.4.5.2. Analyses multidimensionnelles des données 

Les méthodes d'analyses multidimensionnelles sont des méthodes statistiques 

d'exploitation des données. Elles ont été développées pour faciliter l'interprétation et 

l'utilisation des tableaux de données qui contiennent un grand nombre d'individus et de 

variables. Pratiquées avec succès dans le domaine de la spectroscopie infrarouge depuis de 

nombreuses années, ces méthodes  permettent d’extraire l’information pertinente et de 

conclure sur le niveau de signification statistique des faibles différences spectrales observées. 

Les mesures effectuées sur un ensemble d'individus se présentent sous la forme d'un tableau 

de n lignes et p colonnes M (n, p). Chaque ligne représente un individu et chaque colonne une 

variable. Les méthodes d'analyses multidimensionnelles calculent de nouvelles variables c qui 

sont des combinaisons linéaires des variables d'origine. 
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I.4.5.2.1. Méthodes exploratoires 

Les méthodes exploratoires ont comme objectif de décrire les données, sans d’introduire 

d'éléments de connaissances a priori. On peut ainsi disposer de moyens statistiques 

permettant de contrôler la validité de la mesure spectrale lors de l'analyse de série et s'assurer 

que les échantillons « inconnus » à analyser sont bien de même nature que ceux qui ont servi 

à la mise au point.  

Analyse en Composantes Principales (ACP) 

L'Analyse en Composantes Principales  est une méthode statistique de projection de 

données multidimensionnelles, utilisée pour la réduction de la dimension de données. Cette 

méthode mise en place par Hotelling (Hotelling, 1933) est basée sur une technique décrite par 

Pearson (Pearson, 1901). La méthode s’appuie sur l'hypothèse selon laquelle il existe de fortes 

corrélations entre les données étudiées. Le but de l'Analyse en Composantes Principales 

(ACP) est de condenser les données originelles en de nouveaux groupements, appelés 

nouvelles composantes ou composantes principales ; et orthogonales entre elles, de façon à ce 

qu'elles ne présentent plus de corrélation entre elles et soient ordonnées en terme de 

pourcentage de variance expliquée par chaque composante. Ainsi, la première composante 

contient les informations relatives au pourcentage maximal de variance, la deuxième contient 

les informations relatives au pourcentage de variance suivant. Le processus peut être répété 

jusqu'a l'obtention de la dernière composante. A l'aide de l'ACP, on peut souvent condenser la 

collection spectrale dans des proportions très importantes : dix à vingt composantes sont en 

général largement suffisantes pour résumer l'information utile, et la taille de la matrice des 

données peut être réduite par un facteur compris entre 10 et 100. L'analyse en composantes 

principales (ACP) est particulièrement adaptée à l’étude exploratoire des données spectrales. 

Elle permet une représentation synthétique et visuelle en cartes dites cartes factorielles ou 

cartes de ressemblance dans lesquelles chaque spectre est représenté par un point sur un 

graphique. Deux spectres présentant une similitude se placent à des positions voisines sur ces 

cartes. Les données condensées par l'ACP peuvent servir de variables de base à d’autres 

traitements statistiques tels que la régression ou l’analyse factorielle discriminante. Pour de 

nombreuses méthodes supervisées, l'orthogonalité des variables rend les calculs numériques 

très simples et plus fiables (Bertrand et al., 2006). 
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La Classification Hiérarchique Ascendante (CHA) 

La classification hiérarchique ascendante fait partie des méthodes exploratoires de type 

classification. Ce sont des méthodes d’apprentissage non supervisées ayant pour but de 

segmenter la population étudiée en groupes, sans connaissance à priori d’une structure. La 

classification hiérarchique ascendante (CHA) consiste à procéder de manière séquentielle à 

des regroupements successifs des individus étudiés en classes emboîtées (Bertrand et al., 

2006). Cette méthode produit une séquence complète de partition. Au sommet, on retrouve un 

grand nombre de classes et, à la base, l’individu étudié est représenté dans une classe unique. 

Les résultats peuvent alors être mis sous la forme de graphes, appelés dendrogrammes. Les 

individus sont donc regroupés selon leurs similitudes ou leurs dissimilitudes. Il existe 

différents types de calcul de distance ( distance euclidienne, distance de Minkowski, 

coefficient de Pearson, etc…), et différentes méthodes d’agrégation (méthode de ward, 

distances moyennes entre groupes, etc …).  

I.4.5.2.2. Méthodes prédictives 

Les méthodes prédictives ont comme objectif de prédire (ou estimer) à partir des données, 

les valeurs d’une ou plusieurs variables pour de nouveaux échantillons. Parmi ces méthodes, 

les méthodes de discrimination, appelées aussi « méthodes d’apprentissage supervisé », ont 

pour objet de mettre en relation une variable qualitative indiquant l’appartenance des 

individus à des groupes et un ensemble de variables quantitatives ; dans ce cas, la 

structuration de la population étudiée en groupes est connue a priori. La connaissance de 

l’appartenance des individus aux différents groupes est alors utilisée pour définir une règle 

d'affectation. Les méthodes d'analyse discriminante doivent être distinguées des méthodes de 

type classification « Méthodes de classification non supervisée» comme la classification 

hiérarchique, qui sont des méthodes d'apprentissage non supervisé ayant pour but de 

segmenter la population étudiée en groupes, sans connaissance a priori d'une structure. Les 

analyses discriminantes peuvent avoir plusieurs objectifs : prédire le groupe d'appartenance de 

nouveaux individus ou tester la significativité d'une partition donnée. Elles peuvent également 

avoir comme objectif de rechercher un sous-ensemble de variables afin d'obtenir une 

séparation des groupes la plus performante possible. La sélection d'un sous-ensemble de 

variables discriminantes permet d'une part la construction des modèles « économiques » et 

d'autre part de mieux cerner le rôle respectif de chacune des variables dans la discrimination. 
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La méthode la plus usuelle pour à la fois décrire et prédire est l’analyse factorielle 

discriminante (AFD) (Vigneau et al., 2006). 

Analyse factorielle discriminante  

L'analyse factorielle discriminante (AFD) répond à deux objectifs : le premier est de 

séparer au mieux les groupes d'individus identifiés au préalable à l'aide des p variables ; le 

second est d’affecter de nouvelles observations au groupe dont elles sont les plus proches. 

Elle a été introduite par Fisher en 1936 (Fisher, 1936) dans le cas particulier où il s'agit de 

discriminer deux groupes. L'approche intuitive de la méthode consiste à choisir des axes 

factoriels qui séparent au mieux les centres de gravité des groupes. Pour cela, les axes 

discriminants doivent restituer au mieux l'inertie du nuage de points formés par les centres de 

gravité des groupes. Par ailleurs, il est souhaitable que les projections des points 

correspondant aux observations d'un groupe donné soient les plus" concentrées" possible 

autour de leur centre de gravité afin d'éviter le recouvrement des groupes après projection. 

L'AFD permet de mettre en évidence les liaisons existantes entre un caractère à expliquer 

qualitatif et un ensemble de caractères explicatifs quantitatifs. Chaque individu est caractérisé 

par un ensemble de p variables quantitatives. Les individus sont également caractérisés par 

une variable qualitative qui définit leur appartenance à un groupe ou une classe d'individus. 

L'AFD va créer de nouvelles variables appelées "facteurs discriminants" qui seront des 

combinaisons linéaires des variables d'origine et qui permettent de séparer au mieux les 

groupes d'individus (Lebart et al., 1977). Les facteurs discriminants sont calculés de telle 

façon que : 

•  la variance à l'intérieur de chaque groupe soit minimale 

•  la variance entre les groupes soit maximale 

Après le calcul des facteurs discriminants, les individus du jeu de validation peuvent être 

réaffectés aux différents groupes. Pour chaque individu, la distance qui le sépare des 

différents centres de gravité de chaque groupe est calculée. L'individu est affecté au groupe 

pour lequel cette distance est la plus courte. La comparaison du groupe d'affectation par 

rapport au groupe réel est un indicateur de la qualité de la discrimination des groupes. La 

qualité de la prédiction est estimée par comparaison des groupes d'affectations avec les 

groupes réels. Le pourcentage d'échantillons correctement classés est calculé en comptant le 

nombre d'échantillons correctement affecté et en comparant ce nombre au nombre total 
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d'échantillons. Un tableau d'affectation des échantillons permet d'indiquer les groupes les 

mieux discriminés et les confusions entre les groupes. Comme pour l'ACP des cartes de 

ressemblances peuvent être dessinées à partir des facteurs discriminants et des profils 

spectraux sont associés aux facteurs discriminants (Karoui et al., 2003, Vigneau et al., 2006). 

I.5. La spectroscopie de fluorescence et ses applications dans le 

domaine de la microbiologie 

 
Dans le domaine de la microbiologie, la spectroscopie de fluorescence a, à l’heure 

actuelle, trouvé trois types d’applications : la détection voire la quantification des micro-

organismes, la caractérisation des micro-organismes à des fins taxonomiques et l’analyse de 

la physiologie ou du métabolisme microbien. 

I.5.1. Les fluorophores 

Les analyses qui s’appuient sur la fluorescence intrinsèque des cellules concernent en 

général les fluorophores que sont certains acides aminés aromatiques, les acides nucléiques, 

les co-enzymes NADH (Forme réduite du coenzyme Nicotinamide Adénine Dinucléotide), 

NADPH (Forme réduite du coenzyme Nicotinamide Adénine Dinucléotide Phosphate), FAD 

(Flavine Adénine Dinucléotide), les flavines et quelques métabolites secondaires produits par 

les bactéries durant leur croissance (Estes et al., 2003, Glazier et Weetall, 1994, Nealson et 

Hastings, 1979). 

Les chaînes latérales de trois acides aminés sont fluorescentes, il s’agit du tryptophane, de 

la tyrosine et phénylalanine (Lakowicz, 1999). Leurs spectres d’absorption et d’émission sont 

présentés sur la figure 10,11. A une longueur d'onde d'excitation inférieure à 280 nm, les trois 

acides aminés peuvent être excités (Lakowicz, 1999). De 280 à 295 nm, la tyrosine et le 

tryptophane sont fluorescents, mais le transfert d'énergie de la tyrosine au tryptophane est 

envisageable. Aux longueurs d'onde d'excitation supérieures à 295 nm seulement le 

tryptophane est fluorescent.  
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Figure 10 : Spectres d’absorption de quelques fluorophores 

 

Figure 11 : Spectres d’émission de quelques fluorophores Adapté de G. Wagnieres, et 

al.(Wagnières et al., 1998)  

Le groupement indole des résidus de tryptophane est la principale source d'absorption et 

d’émissions des protéines. Mais la tyrosine est également un marqueur intéressant car son 

émission est souvent masquée (quenched), par interaction avec la chaîne peptidique ou 

transfert d'énergie au tryptophane. Ainsi la dénaturation des protéines se traduit souvent par 

une augmentation des émissions de tyrosine. Les émissions provenant de la phénylalanine ne 

sont observées que si l'échantillon de protéines ne présente pas des résidus de tyrosine et de 

tryptophane, ce qui est un événement rare (Lakowicz, 1999). 

Le NADH et le FAD sont des coenzymes métaboliques ; leurs intensités de fluorescence 

(proportionnelles à leurs concentrations) sont donc étroitement liées à l’activité métabolique 
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des cellules étudiées. Le NADH présente une forte fluorescence avec des maxima 

d'absorption et d'émission respectivement à 340 et 450-475 nm alors que la forme oxydée du 

NADH, le NAD+, est non fluorescente. Il faut cependant noter que le NADPH présente des 

spectres d’absorption et d’émission similaires à celui du NADH pouvant induire une 

confusion mais les concentrations cellulaires en NADPH sont généralement très faibles par 

rapport à celles en NADH. Les autres composants moléculaires tels que les flavoprotéines le 

FAD ou les cytochromes présentent des spectres d’absorption et d’émission dans les même 

régions, mais leurs concentrations sont inférieures d’un facteur 10 à 100. Ainsi, la NADH 

constitue « Le » marqueur d’activité métabolique de choix pour l’analyse de l’activité 

respiratoire et métabolique des micro-organismes (Estes et al., 2003, Kierdaszuk et al., 1996, 

Luong et Mulchandani, 1990). 

Les 4 bases constitutives des acides nucléiques que sont l’adenine, la guanine, la cytosine 

et l’uracile présentent une fluorescence exploitable pour l’étude des cellules procaryotes 

(Lakowicz, 1999). Leurs maxima d’absorption se situent respectivement à 260, 275, 267 et 

260 nm, tandis que leurs maxima d’émission se situent aux longueurs d’onde de 321, 329, 313 

et 308 nm respectivement. Ils sont rarement utilisés en tant que marqueurs individuels si ce 

n’est dans les études visant à mettre en évidence la présence de cellules vivantes dans ou sur 

des matrices inertes. Les spectres d’absorption ou d’émission du complexe dit « acides 

nucléique » sont néanmoins exploités dans les études visant la caractérisation des bactéries à 

des fins taxonomiques. 

Enfin, certains composants spécifiques fluorescents peuvent également être exploités. A 

titre d’exemple, le complexe acide dipicolinique/Ca2+ a été utilisé pour différencier la forme 

sporulée de la forme végétative de cellules de Bacillus (Estes et al., 2003, Powers et al., 2005, 

Powers et Lloyd, 2004). 

I.5.2. Détection ou caractérisation des micro-organismes à des fins 

taxonomiques 

Dès 1985, W. H. Nelson (Nelson, 1985) avait présenté la spectroscopie de fluorescence 

comme une méthode prometteuse pour l’identification rapide des micro-organismes mais il a 

fallu attendre les années 2000 et l’émergence de méthodes chimiométriques pour que 

l’exploitation statistique des spectres de fluorescence autorise la différenciation des micro-

organismes à l’échelle du genre, de l’espèce voire de la sous espèce. Dans le paragraphe ci-

après, sont présentés les principaux travaux publiés en ce sens. 
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En 2006, H. Bhatta et ses collaborateurs (Bhatta et al., 2006) ont montré que la 

différenciation des levures et bactéries était possible par comparaison des spectres 

d’excitation et d’émission de fluorescence. Dans cette étude, les auteurs se sont appuyés sur 4 

souches de Saccharomyces (3 S. cerevisiae et 1 S. pastorianus) et 1 souche de Lactobacillus 

casei cultivées en milieu liquide durant 24, 48 et 72 heures. Les spectres d’excitation ont été 

enregistrés entre 200 et 320 nm pour une émission à 340 nm et les spectres d’émission ont été 

recueillis entre 310 et 420 nm après excitation à 290 nm. Les spectres ont été recueillis sur 

cellules préalablement débarrassées de leur milieu de culture, lavées puis reprises en eau 

distillée stérile.  

La différenciation entre levures et bactérie lactique a été optimale sur des cellules ayant 24 

heures de croissance et pour la région 340-460 nm des spectres d’émission soit pour le 

fluorophore intrinsèque qu’est le tryptophane. 

La différenciation des levures entre elles était correcte pour des cellules cultivées 24 ou 72 

heures mais médiocre après 48 heures. Par analyse en composantes principales, 2 des levures 

de S. cerevisiae étaient peu distinguables, mais tout de même distinctes de l’autre S. 

cerevisiae et de S. pastorianus. La différenciation optimale était observée dans la région 

proche ou inférieure à 310 nm du spectre d’excitation. 

Leblanc et Dufour (Leblanc et Dufour, 2002) se sont, pour leur part, attachés à 

différencier 25 souches de collection réparties en 1 L. lactis ssp. cremoris, 1 P. pentocaseus, 1 

K. varians, 1 P. fluorescens, 1 L. innocua, 5 Lactobacillus d’espèces différentes, 1 L. sakei, 6 

S. carnosus, et 7 autres Staphylococcus d’espèces différentes. L’analyse a été menée sur des 

suspensions de cellules préalablement cultivées sur milieu gélosé puis concentrées et lavées 

en eau distillée. Les spectres d’émission de fluorescence ont été recueillis entre 305 et 400 nm 

par excitation à 270 nm (résidus tryptophane), entre 280 et 480 nm après excitation à 250 nm 

(acides nucléiques et acides aminés aromatiques) et entre 380 et 550 nm après excitation à 

316 nm (NADH). Une très bonne reproductibilité des spectres pour une même souche a été 

observée. D’autre part, quel que soit le fluorophore utilisé, le pouvoir discriminant a été avéré 

pour la discrimination des souches au niveau du genre, de l’espèce et même de la sous-espèce. 

En s’appuyant sur un protocole similaire (mêmes fluorophores excités et recueil des 

données d’émission aux mêmes longueurs d’onde), S. Ammor et ses collaborateurs (Ammor 

et al., 2004) se sont intéressés à la discrimination de 20 souches de collections appartenant au 
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groupe des bactéries lactiques réparties en 9 Lactobacillus, 2 Carnobacterium, 2 Weissella, 1 

Leuconostoc, 1 Pediococcus, 2 Enterococcus, 2 Lactococcus et 1 Vagococcus (dans chaque 

genre plusieurs espèces taxonomiquement proches ou éloignées étaient incluses). Par analyse 

factorielle discriminante, les pourcentages de classification correcte au niveau du genre ou de 

l’espèce ont varié de 89 à 98 % en utilisant Le FAD ou le NADH comme fluorophore, mais 

100 % de classification correcte ont été obtenus en utilisant les acides aminés aromatiques + 

acides nucléiques comme fluorophores. Ce résultat est surprenant dans la mesure où les 

auteurs avaient pris la précaution de « synchroniser » les cultures bactériennes en début de 

phase exponentielle avant analyse. Pour parfaire leur étude, les auteurs ont testé leur modèle 

sur 29 isolats d’ateliers préalablement identifiés phénotypiquement. Entre 92 et 100 % de 

classification correcte ont été obtenus confirmant les potentialités de la méthode pour la 

discrimination de bactéries au niveau du genre, l’espèce ou la sous-espèce. 

Plus tard S. Ammor (Ammor et al., 2007) confirmait la pertinence de cette méthode en 

s’appuyant sur la fluorescence produite par les acides aminés aromatiques et acides 

nucléiques (par excitation à 250 nm et recueil des spectres d’émission entre 208 et 480 nm) 

pour caractériser 53 isolats de Bifidobacterium par comparaison avec 9 souches de collection 

appartenant au même genre et 3 non-bifidobacteria comme témoins négatifs. Pour cette étude, 

les bactéries étaient d’abord cultivées jusqu’en phase stationnaire en bouillon nutritif puis 

centrifugées, lavées plusieurs fois en tampon HEPES et enfin resuspendues dans le même 

tampon. Dans ces conditions, 100% de classification correcte était observé au niveau de 

l’espèce et de la sous-espèce. Pour ces bactéries anaérobies strictes, l’utilisation des 

fluorophores NADH ou FAD n’était pas apparue pertinente. L’auteur précisait par ailleurs 

que les spectres de fluorescence des acides aminées et acides nucléiques recueillis n’étaient 

pas affectés par l’état physiologique (stade de croissance) des populations analysées (Ammor 

et al., 2007, Ammor et al., 2004). 

En 2003, Giana et ses collaborateurs (Giana et al., 2003) avaient entamé une démarche 

similaire en analysant par spectroscopie de fluorescence, 60 isolats hospitaliers répartis en 20 

Escherichia coli, 20 Enterococcus faecalis et 20 Staphylococcus aureus (identifiés par 

méthodes phénotypiques). Les suspensions bactériennes (sans précision sur les modalités de 

préparation) ont été analysées au moyen de matrices d’excitation /émission de fluorescence en 

faisant varier l’excitation entre 330 et 510 nm. Les auteurs ont obtenu 100 % de classification 

correcte pour les E. coli et E. faecalis et seulement 10% d’erreur pour S. aureus (positionnés 
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en E. faecalis). Par ailleurs, les auteurs ont précisé que les régions spectrales les plus 

discriminantes sont celles comprises entre 410 et 430 nm alors que l’excitation à une seule 

longueur d’onde n’apportait aucune discrimination pertinente. 

Toujours en 2003, H.Y Mason sous l’égide de L. Powers (Mason et al., 2003) développait 

un protocole original basé sur une étape préalable de fixation des bactéries sur lame de verre 

avant analyse. Dans l’étude présentée, 50 souches de collection différentes représentatives des 

espèces pathogènes pour l’homme étaient d’abord cultivées jusqu’en milieu de phase 

exponentielle puis centrifugées 2 fois (afin d’éliminer le milieu de culture et ses métabolites) 

avant d’être resuspendues en milieu minimum et adsorbées via un ligand specifique sur 

plaques de verre et enfin lysées par action du lyzozyme. La fluorescence du NADH/NADPH 

était alors enregistrée. Cette méthode ne permettait pas l’identification des bactéries en tant 

que telle, mais conduisait au dénombrement spécificifique de groupes (ici genre) bactériens au 

sein de mélanges complexes, et un avec un seuil de détection de l’ordre de 20 à 50 cellules. 

Cette même équipe de chercheurs s'attache d'ailleurs, à développer des méthodes 

innovantes basées sur la spectroscopie de fluorescence pour la détection et la quantification 

spécifique des micro-organismes (et de spores) en temps réel. Ces auteurs ont déposé 

plusieurs brevets en ce sens (Estes et al., 2003, Powers et al., 2005, Powers et Lloyd, 2004). 

La seule étude s’appuyant sur l’utilisation de fibre optique pour une analyse bactérienne 

in-situ est décrite ci-après. Il s’agit d’une étude menée par B.C Spector et ses collaborateurs 

en 2000 : 14 Chinchilla se sont vus contaminés artificiellement et en aveugle par une souche 

de collection de H. influenzae ou de S. aureus ou de S. pneumoniae. Pour chaque animal une 

seule oreille était contaminée. Après 24 à 48 heures d’infection, les oreilles de l’animal étaient 

examinées par fibre optique reliée au spectromètre. Les spectres de fluorescence étaient 

enregistrés entre 265 et 565 nm après excitation entre 250 et 550 nm. Bien que le temps 

d’acquisition des spectres ait été long (environ 40 minutes par oreille), les auteurs ont 

finalement réussi à identifier correctement tous les échantillons, laissant entrevoir les 

potentialités de cette technique pour un diagnostic rapide de l’infection auriculaire chez le 

chinchilla ! (Spector et al., 2000). 

I.5.3. Mesure d’activité microbienne et métabolisme 

La spectroscopie de fluorescence et ses différentes déclinaisons (non présentées ici) a été 

largement exploitée pour caractériser l’activité métabolique de populations microbiennes 
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cultivées en conditions contrôlées ou au sein de matrices complexes. Ainsi, à titre d’exemple, 

l’activité dénitrifiante d’une souche de P.aeruginosa cultivée sous différentes conditions a pu 

être évaluée par mesure de la fluorescence. La mesure a porté sur l’évaluation de la 

concentration intracellulaire en NAD(P)H, par excitation des suspensions bactériennes dans la 

région de 340 ± 20 nm et mesure de l’émission entre 400 et 480 nm (Chen et al., 2003). En 

s’appuyant sur le même fluorophore, S.C.W. Kwong et G. Rao ont développé un intéressant 

système de mesure en ligne permettant de suivre en continu l’activité fermentaire de souches 

de Corynebacterium glutamicum cultivées en fermenteur (Kwong et Rao, 1994). Leblanc et 

Dufour (Leblanc et Dufour, 2002) ont également mis en évidence la sensibilité de la méthode 

pour évaluer le statut physiologique de bactéries cultivées en milieu liquide. Pour 3 espèces 

bactériennes, à savoir, Lactococcus lactis, Staphylococcus carnosus et Escherichia coli, 

l’analyse comparée des spectres d’émission de tryptophane (λexc=270 nm, λemi=305-400 

nm) ou des acides aminés aromatiques + acides nucléiques (λexc=250 nm, λemi=280-480 nm) 

a permis de différencier la croissance en phase de latence, phase exponentielle et phase 

stationnaire.  

La fluorescence intrinsèque des cellules a également été utilisée par plusieurs auteurs pour 

évaluer l’effet de biocides sur différentes populations bactériennes. Ainsi, la fluorescence du 

tryptophane collectée entre 300 et 500nm après excitation à 275 nm a permis à A. Alimova et 

ses collaborateurs (Alimova et al., 2005) d’évaluer l’efficacité de l’eau de javel et du 

peroxyde d’hydrogène sur des populations de Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, 

Enterococcus faecalis, Escherichia coli et Pseudomonas aeruginosa sous forme planctonique. 

La quasi disparition de fluorescence du tryptophane signait la destruction des structures 

protéiques donc la destruction des bactéries tandis que le déplacement du pic (maximum) de 

fluorescence de ce même tryptophane observé pour S. aureus soumis au peroxyde 

d’hydrogène confirmait la résistance de cette bactérie à l’agent oxydant. De la même façon, 

Ammor et col. (Ammor et al., 2006) ont examiné les cinétiques d’absorption de la tétracycline 

chez 35 souches de Bifidobacterium longum isolées du tractus gastro-intestinal humain par 

spectroscopie à fluorescence. L’utilisation de méthodes descriptives et discriminantes a 

permis une excellente distinction entre les souches susceptibles, semi-résistantes et 

résistantes. En 2006, Wang et ses collaborateurs s’appuyaient sur un protocole similaire pour 

évaluer l’effet de l’iodure de potassium sur la croissance d’une population d’ Escherichia coli 

(Wang et al., 2006). Dans cette étude, la diminution de l’intensité de fluorescence du 

tryptophane (λexc=280 nm, λemi=350 nm) et du NADH (λexc=350 nm, λemi=430nm) était 
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interprétée comme un blocage de la synthèse protéique et du métabolisme respiratoire sous 

l’action d’une concentration définie de KIO3.  

I.6. Conclusion 

Les spectroscopies optiques s’appuient sur l’interaction entre les rayonnements et les 

molécules et les modifications énergétiques induites qui sont caractéristiques de la structure 

moléculaire ou de toute modification liée à un procédé chimique, énergétique ou dynamique 

(Lakowicz, 1999).  

La spectroscopie de fluorescence est une méthode rapide et une des méthodes d’analyse 

les plus sensibles et les plus sélectives ; elle fournit des informations sur la présence de 

certaines molécules présentant des doubles liaisons conjuguées (fluorophore) et sur leur 

environnement dans les échantillons (Marangoni, 1992). Elle permet d’obtenir des 

informations sur un grand nombre de molécules. Cette technique a été largement et est 

toujours exploitée pour étudier les structures moléculaires et leurs fonctions dans les 

domaines de la chimie et de la biochimie. Les applications dans le domaine de la 

microbiologie ont été décrites dès 1950 (Sambursky, 1948) mais il a fallu attendre le milieu 

des années 80 (Bronk et Reinisch, 1993, Nelson, 1985) et l'apparition des méthodes 

chimiométriques pour que l’analyse et la comparaison des données contenues dans les 

spectres d'excitation et d'émission soient possibles (Brahma et al., 1985, Meglen, 1988).  

Il existe aujourd’hui de nombreuses déclinaisons de la spectroscopie de fluorescence qui, 

à titre expérimental, visent à l’analyse de fonctions spécifiques de certains micro-organismes. 

Mais concernant la caractérisation des micro-organismes à des fins taxonomiques, très peu 

d’études ont été publiées à ce jour, même si les travaux initiés sont fortement encourageants 

quant aux potentialités de cette technique qui ne requière pas d’additif ou réactifs coûteux.  
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II. Pseudomonads  

II.1. Généralités 

Les bactéries appartenant au groupe des Pseudomonads (c’est à dire présentant des 

caractéristiques phénotypiques communes à celles couramment décrites pour les 

Pseudomonas stricto-sensu) sont le sujet de nombreuses études depuis plusieurs décennies. 

Certaines d'entre elles sont des microbes pathogènes importants pour les plantes, les fungi, les 

animaux et même l'humain (Lyczak et al., 2000) tandis que d'autres présentent un fort 

potentiel en tant qu’agents de biocontrole (Weller, 2007) ou à des fins de bioprotection des 

cultures et productions végétales (Mark et al., 2006, McSpadden Gardener, 2007). Tout le 

long des chaînes d'approvisionnements alimentaires, la généralisation de rapport au froid a 

favorisé la prédominance d'un certain nombre de ces bactéries psychrotrophes. Elles 

représentent maintenant la flore principale impliquée dans la détérioration des produits à base 

de viande, de lait et de légumes pendant le stockage aérobie, et sont responsables des pertes 

économiques considérables.  

II.2. Principales caractéristiques phénotypiques du groupe.  

(D’après Le Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology- Volume Two – The 

Gammaproteobacteria, 2nd edt) 

Le groupe des Pseudomonads renferme des bacilles à Gram négatif, droits ou légèrement 

incurvés, de 0,5 à 1,0 µm de diamètre sur 1,5 à 5,0 µm (ou plus) de longueur, non sporulés, le 

plus souvent dépourvus de granules de poly-bêta-hydroxybutyrate (quelques souches de P. 

pseudoalcaligenes et P. corrugata accumulent de l'acide poly-bêta-hydroxybutyrique comme 

matériel de réserve en fin de croissance exponentielle). Ces bactéries sont très généralement 

mobiles grâce à un ou plusieurs flagelles polaires même si certaines espèces telles que P. 

mendocina ou P. stutzeri présentent également des flagelles latéraux dans certaines conditions 

de culture. 

La grande majorité d’entre elles produisent des sidérophores (pyocianine, pyorubine, 

chlororaphine, oxiphenazine), macromolécules chélatrices des ions ferriques qui sont 

synthétisées en réponse à une carence en fer du milieu de culture. Certaines de ces molécules 

sont souvent considérées comme caractéristiques d’espèce telles la pyocanine, pigment vert-

bleu de P. aeruginosa, la chlororaphine verte de P. chlororaphis ou la phenzine-
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monocarbixilique caractéristique de P. aureofaciens. Il faut également préciser que certaines 

espèces telles que P. stutzeri, bien que dépourvues de pigment, forment des colonies qui 

deviennent marron foncé au cours de leur vieillissement par l’accumulation de cytochrome c 

oxydase dans les cellules 

Ces bactéries sont aérobies, à métabolisme strictement respiratoire. Toutefois certaines 

espèces sont capables de se multiplier en conditions anaérobies par utilisation des nitrates 

comme accepteur final d'électrons ou par hydrolyse de l’arginine via le système dit de 

l’arginine dihydrolase. Dans leur grande majorité, les bactéries de ce groupe sont chimio-

organotrophes, catalase positive, oxydase variable, non indologènes, et ne produisent pas 

d'acétoïne. Mais leur caractéristique majeure reste la diversité et pluralité des substrat 

carbonés qu’elles sont capables d’utiliser et leur richesse en enzymes hydrolytiques 

(protéases, lipases, estérases…).  

Nombre de ces bactéries présentent un caractère psychrotrophe avec une température 

minimale de croissance voisine de 4°C et une température optimale de l’ordre de 28°C, tout 

en étant incapables de se multiplier à des températures supérieures à 35°C. (la croissance de 

certaines souches à des températures voisines de  45 °C a cependant été observée). Dans leur 

grande majorité, elles incapables de pousser à un pH inférieur à 4,5. Enfin, peu de données 

précisent la valeur d’AW limitée pour leur développement, mais leur présence dans des 

milieux à très haute concentration en sel a été souvent observée (données personnelles). 

Pour conclure sur les caractéristiques générales des bactéries du groupe Pseudomonad, il 

convient de mentionner l’originale « fluidité » de leur génome. Celui ci, qui est de grande 

taille, est riche de nombreuses séquences répétées favorisant les recombinaisons internes, 

mais aussi, le transfert facilité de gènes inter et intra espèces séquences régulatrices. Il 

s’accompagne d’une grande diversité de plasmides leur conférant, dans des circonstances 

définies, des propriétés de résistance à de nombreux et divers antibiotiques, de résistance à 

certains agents chimiques et physiques (molécules couramment biocides, sels de bore, de 

chrome et métaux lourds, ultraviolets…), de résistance aux bactériophages et à certaines 

bactériocines. 

Le remarquable potentiel génétique et physiologique adaptatif de ces bactéries est, selon 

A.J. Spiers (Spiers et al., 2000) responsable de la distribution universelle de ces espèces dans 

environnements naturels et élaborés. Effectivement, leur présence a été mise en évidence dans 
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les sols et la rhizosphère de divers végétaux, dans des eaux douces ou marines et même dans 

les nuages. Ils sont présents dans la flore intestinale de l’homme et des animaux, et peuvent 

contaminer les denrées alimentaires et même les préparations pharmaceutiques pourtant 

dépourvues d’éléments nutritifs facilement métabolisables.   

II.3. Taxonomie et phylogénie 

II.3.1. Généralités 

C’est en 1673 qu’Antoni Van Leeuwenhoek (1632-1723) fut le premier à observer les 

bactéries qu’il appela animalcules. En 1774, dans son article intitulé "Vermium terrestrium et 

fluviatilum, seu Animalium Infusodorum, Helminthicorum et Testaceorurn, non marhorum, 

suczhcta", Otto Frederik Müller (Müller, 1774) publie ce qui semble être la première 

description d'une bactérie. Cet auteur désigne sous le nom de Monas des micro-organismes 

mobiles en forme de bâtonnet et sous le nom de Vibrio les micro-organismes mobiles de 

forme spiralée. Le genre Monas était en fait très hétérogène car il renfermait à la fois des 

organismes eucaryotes et des organismes procaryotes. En 1894, Migula proposa le genre 

Pseudomonas pour classer les bactéries initialement incluses dans le genre Monas. En 1895, 

Migula inclut dans le genre Pseudomonas des bactéries possédant une ciliature monotriche ou 

multitriche dont l'espèce "P. pyocyaneae" (aujourd'hui P. aeruginosa). Petit à petit, furent 

classées dans ce genre, toutes les bactéries à Gram négatif et à métabolisme non fermentaire. 

En 1975, la huitième édition du "Bergey's Manual of Determinative Bacteriology" recensait 

294 espèces, le genre était alors un genre « fourre-tout ».  

II.3.2. Approche génotypique 

(Cette partie concerne l’approche phylogénétique et/ou classification de la taxonomie, 
les travaux présentés portent principalement sur des souches de référence) 

Remarque préalable : ce paragraphe n’a pas prétention de présenter une liste exhaustive des 

études relatives à l’analyse génétique de la phylogénie des Pseudomonads, mais plutôt un 

regard sur l’évolution de la taxonomie et des méthodes associées. 

Une équipe de chercheurs de l'Université de Berkeley (Californie) dirigée par Doudoroff 

et Palleroni avait initié, dès le milieu des années 60, une étude étendue sur la caractérisation 

de ces bactéries en s’appuyant notamment sur la mesure du contenu en G+C évaluée par le 

ratio de la quantité des nucléotides guanine et cytosine sur la quantité totale de nucléotides, 

autrement dit par le G + C %. Ce critère était et est d’ailleurs toujours considéré comme un 
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indicateur taxonomique intéressant ; une similitude d’au moins 90 % semblant significative 

d’appartenance à un même genre. Chez les procaryotes le pourcentage de G+C peut varier de 

25% (Mycoplasma capricolum) à 75% (Micrococcus luteus); chez les Pseudomonas il varie 

entre 59 et 68%. Cette méthode permit, par exemple, de confirmer l’écartement du genre 

Pseudomonas des espèces du genre Burkholderia (G+C % de 64 à 68 %), du genre Ralstonia 

(G+C de 62 à 70 %), du genre Acidovorax (G+C de 62 à 67 %) ou du genre Comamonas, 

(G+C de 65 à 67%). Mais comme le signalait plus tard Palleroni (Palleroni, 1984, Palleroni et 

Moore, 2004), bien que les différences sensibles dans le G+C% soient susceptibles de 

différencier des taxons, des contenus similaires en G + C n’indiquent pas nécessairement la 

parenté. 

Quoi qu’il en soit, le démantèlement du genre Pseudomonas décrit en 1976 par R.Y. 

Stanier (Stanier, 1976) ne faisait que débuter.  

À partir de 1968, les tests d'hybridation ADN-ADN ont été décrits (Johnson et Ordal, 

1968), conduisant au regroupement de souches présentant des caractères génotypiques 

similaires en genomovars: étaient considérées comme appartenant à un même génomovar, des 

souches présentant plus de 70% d’homologie ou moins de 5°C de différence pour la 

température de dénaturation (∆Tm) de leur ADN. Appliquée aux Pseudomonas, cette 

méthode confirma les classifications phénotypiques puisque les espèces incluses dans un 

groupe étaient liées entre elles par des homologies de leur ADN alors qu'elles ne présentaient 

pratiquement aucune homologie avec les souches des autres groupes (Swings et al., 1983).  

Ultérieurement, Doudoroff et Palleroni ont utilisé des tests d'hybridation ADN-ARN dont 

les premiers résultats ont été présentés par Stanier lors du "Congrès de Microbiologie 

Générale" de Mexico (1971). Comme le soulignait R.Y. Stanier en 1976, il était tentant 

d'accorder à chaque groupe d'homologie de l'ARN ribosomal le rang d'un genre, sinon d'une 

famille bactérienne. Doudoroff et Palleroni n'ont pas franchi ce pas car les espèces d'un même 

groupe étaient tellement diverses qu'il était difficile de trouver des caractères phénotypiques 

permettant de les différencier des autres groupes.  

Néanmoins, c’est bien en s’appuyant sur les études de l’hybridation ARNr-ADN que 

Palleroni et ses collaborateurs (Palleroni, 1973) ont pu subdiviser le genre Pseudomonas en 

cinq groupes d’homologie des ARNr (les groupes ARNr I à V) entre lesquels l'éloignement 

génétique était aussi grand que l'éloignement génétique de chacun de ces groupes vis-à-vis 
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des entérobactéries ; ils posèrent alors les bases de la taxonomie « moderne » des 

Pseudomonas et des flores apparentées.  

La figure 12 présente les résultats tels qu’ils apparaissaient dans son article « Nucleic 

Acid Homologies in the genus Pseudomonas » daté de 1973. 

 

Figure 12 : Les espèces de Pseudomonas et biotypes organisées sur la base des recherche 

d’homologies au niveau des ADN et ARN ribosomiaux. Les cercles ombrés représentent 

les groupes d’homologie ARNr (Palleroni, 1973) 

Durant les années qui suivirent, l’analyse de ces différents groupes se poursuivit et des 

précisions furent apportées, grâce notamment aux analyses basées sur la comparaison de 

séquences des ARN 16S (De Ley, 1992, De Vos et De Ley, 1983, De Vos et al., 1985, De 

Vos et al., 1989).  
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Les 5 groupes d’homologie précités comprenaient en fait des espèces largement 

distribuées au sein des Proteobacteria. Dans la revue qu’il publia en 1996, Kesters (Kersters, 

1996) présenta une liste révisée de la nouvelle position taxonomique des Pseudomonads. Pour 

ne citer que quelques exemples, des espèces du groupe RNA II furent transférées aux genre 

Burkholderia et Ralstonia (Xiang Li, 1993, Yabuuchi, 1992, Yabuuchi, 1995). Des espèces du 

groupe d’ homologie ARNr III furent transférés dans les genres Acidovorax, Comamonas ou 

Hydrogenophaga (Tamaoka et al., 1987, Willems et al., 1990, Willems et al., 1992); ces 

genres appartiennent à la sous classe β des Proteobacteria. Des espèces du groupe d’ 

homologie ARNr IV furent transférés dans le genre Brevundimonas (Segers et al., 1994) qui 

appartient désormais à la sous classe α des Proteobacteria. Enfin l’espèce P. maltophilia 

initialement assignée au genre Xanthomonas par P. De Vos (De Vos et De Ley, 1983) était 

reclassée dans le genre Stenotrophomonas (Palleroni et Bradbury, 1993) qui appartient 

désormais à la sous classe γ-βdes Proteobacteria. Le genre Pseudomonas stricto-sensu fut 

alors délimité au seul groupe I de l’ARNr qui appartient désormais à la sous classe γ des 

Proteobacteria; ce groupe comprenait alors 3 sous groupes avec P. aeruginosa, P. 

fluorescens et P. syringae comme souches type. Moore et ses collaborateurs (Moore, 1996) 

délimita la lignée des P. fluorescens en y incluant les espèces P. fluorescens, P. aureofaciens, 

P. chlororaphis, P. marginalis, P. tolaasi et P. viridiflava, mais il régnait le même degré 

d’hétérogénéité au sein de l’espèce P. fluorescens qu’entre les différentes espèces de la lignée. 

Un constat similaire était décrit pour le groupe P. putida ; ce point sera discuté plus loin dans 

ce document. Plusieurs équipes se sont attachées à la caractérisation plus fine de ces 

Pseudomonas (Anzai et al., 1997, Bennasar et al., 1996, Moore, 1996), leurs résultats étaient 

généralement cohérents avec ceux décrits par N.J. Palleroni. En 2000 Anzai et ses 

collaborateurs ont comparé les séquences des ARN16S de 128 espèces validées du groupe I 

de l’ARNr et mené une analyse phylogenétique étendue du genre Pseudomonas. Pour 57 

espèces, les auteurs ont confirmé l’appartenance au genre Pseudomonas tel que défini par 

Palleroni en 1984, ces espèces ont été subdivisées en 7 clusters (Figure 13). 
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Figure 13 : Arbre phylogénétique des Pseudomonas stricto-sensu tel que proposé par 

Anzai et al. (Anzai et al., 2000) sur la base de l’analyse comparative des séquences ARN 

16S.* auparavant P. coronofaciens, † auparavant P. aureofaciens. 
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Les autres espèces n’ont pas trouvé leur position au sein du genre Pseudomonas stricto-

sensu et ont été redistribuées dans d’autres genres des sous classes α, β, ou γ-β des 

Proteobacteria. 

Aujourd’hui, la comparaison des séquences d’ARNr est généralement admise comme une 

méthode pertinente pour attribuer une position phylogénetique à une souche bactérienne (avec 

un point de coupe de 3% de divergence maximum pour 2 souches d’un même cluster 

(Stackebrandt et Goebel, 1994)), elle s’appuie d’ailleurs sur de larges bases de données 

(GenBank-EMBL-DDBJ). Bien évidemment, cette technique a été largement exploitée pour 

préciser la classification des Pseudomonas et pour proposer une position taxonomique à un 

isolat. Néanmoins, plusieurs auteurs ont décrit un certain nombres de limites à cette approche 

(Bennasar et al., 1996, Bosshard et al., 2006, Clayton et al., 1995, Janda et Abbott, 2007, 

Mignard et Flandrois, 2006), et notamment pour les Pseudomonads suscitant ainsi la 

recherche d’autres marqueurs pertinents et proposant de nouvelles classifications 

sensiblement différentes 

Ainsi, L. Ait Tayeb publiait en 2005 une vaste étude portant sur la comparaison de 

séquence du gene rpoB (sous unité beta de l’ARN polymerase) de 186 souches de références 

dont 75 espèces identifiées au genre Pseudomonas dans les collections de référence et les 111 

restantes apparentées aux genres proches dans ces même banques de collection. Les auteurs 

montraient alors que le pouvoir résolutif de ce marqueur était triplé par rapport à celui de 

l’ARN 16S (Ait Tayeb et al., 2005).  

D. De Vos, sous l’égide de P. Cornelis tenta de préciser la phylogénie des Pseudomonas 

(ARNr I) en s’appuyant sur la comparaison des séquences oprI (le gène codant pour la 

lipoproteine I de la membrane externe) de 17 souches de référence, 20 isolats de P. 

fluorescens et 25 isolats de P. aeruginosa (De Vos et al., 1998) . Les auteurs confirmèrent la 

proximité génotypique de l’ensemble de souches de P. aeruginosa, le bon clustering des 

souches de P. chlororaphis (3 souches), la proximité de P. cichorii et de P. syringae. P. 

pseudoalcaligenes, P. mendocina, et P. oleovorans étant plus proches de P. aeruginosa. Ces 

résultats confortèrent les résultats obtenus par ailleurs, mais mirent en évidence la très grande 

hétérogénéité au sein des P. fluorescens.  

Christensen et ses collaborateurs (Christensen et al., 1994) s’étaient appuyés sur la 

comparaison de 4 régions des ARNS 23S pour discriminer 42 isolats ou souches de collection 
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préalablement identifies par SDS-Page en tant que P. aeruginosa (2), P. putida (9), P. 

syringae (2), P. cepacia (1) (ultérieurement renommé B. cepacia) , P. fluorescens (27) et P. 

cholororaphis (1).La classification obtenue fut très mal corrélée avec les données 

phénotypiques et ne fut pas suffisamment discriminante pour les P. fluorescens, P. 

chlororaphis et P. putida biovar B ni pour les différents biovars de P. fluorescens. Mais il 

convient de préciser qu’à cette époque, les bases de données de séquences étaient encore 

restreintes concernant ces micro-organismes. 

En s’appuyant sur le gène codant pour la protéine membranaire oprF, l’équipe de S. 

Barray analysa 69 isolats et souches de référence de Pseudomonas et construisit un arbre 

phylogenetique assez différent de celui basé sur l’analyse des séquence des ARN 16S mettant 

une fois de plus en évidence, les limites de l’utilisation de ce dernier marqueur pour la 

taxonomie des Pseudomonas (Bodilis et Barray, 2006).  

A noter également, l’utilisation de la région non condante située dans la région entre les 

gènes 16S et 23S d'ARNr. Cet ADN est excisé au cours du processus de transcription de 

l'ARN ribosomal au cours de la synthèse des ribosomes et, par conséquent, est exposé à 

beaucoup moins de conservation évolutive que les gènes d'ARNr. Il a ainsi été possible de 

résoudre les différents genomovars de P. stutzeri, en corrélation avec la différenciation 

d'ADN déterminée par hybridation ADN-ADN (Guasp et al, 2000).   

En s’appuyant sur les séquences des gènes gyrB (codant pour la sous_unité β de l’ADN 

gyrase) et rpoD (gene codant pour la sous-unité sigma de l’ARN polymérase), Yamamoto et 

ses collaborateurs (Yamamoto et al., 2000) comparèrent 125 souches de Pseudomonas 

réparties en 31 espèces (figure 14). L’analyse des proximités phylogénique des espèces était 

très différente de celle basée sur l’analyse des ARN 16S. Ils proposèrent l’organisation du 

genre Pseudomonas en 2 clusters majeurs. Le premier comportait en fait 2 sous complexes : le 

« complexe P. aeruginosa » qui comprenait P. aeruginosa, P. alcaligenes, P. citronellolis, P. 

mendocina, P. oleovorans et P. pseudoalcaligenes, et le complexe P. stutzeri qui incluait P. 

balearica et P. stutzeri. Le second cluster était réparti en 3 complexes : le « complexe P. 

putida » qui incluait P. putida et P. fulva, le « complexe P. syringae » comprenant P. 

amygdali, P. caricapapayae, P. cichorii, P. ficuserectae, P. viridiflava et P. savastanoi. Enfin 

le complexe P. fluorescens était lui même divisé en 2 sous-groupes : le groupe P. fluorescens 

avec P. fluorescens biotypes A, B et C, P. azotoformans, P. marginalis pathovars, P. 

mucidolens, P. synxantha et P. tolaasii et celui des P. chlororaphis avec P. chlororaphis, P. 



Synthèse bibliographique 

 44

agarici, P. asplenii, P. corrugata, P. fluorescens biotypes B, G et P. putida biovar B. Une fois 

encore les ambiguïtés taxonomiques des P. fluorescens et des P. putida étaient révélées.  

 

Figure 14 : Arbre phylogénétique de 125 souches de référence de Pseudomonas tel que 

proposé par Yamamoto et al., 2000 sur la base de l’analyse comparative des séquences 

des genes gyrB et rpoD. 

En 2004, Elena Hilario et ses collaborateurs (Hilario et al., 2004) se sont attachés à 

comparer les proximités phylogénétiques de 23 Pseudomonas (souches de collection) en 
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s’appuyant sur 4 séquences moléculaires provenant des gènes atpD (sous unité catalytique du 

complexe F0F1-ATP synthétase), carA (sous unité A de la carbamoyl phosphate synthase), 

recA (proteine Recombinase A) et ARN 16S (petite sous-unité de l’ARN ribosomial 16S). 

Les résultats sont présentés ci-après ( figure 15, 16) : 

 

  

  

Figure 15 : Analyse des relations phylogénétiques entre Pseudomonas basée sur la 

comparaison des séquences des gènes atpD, carA, recA et ARNr 16S. Les triangles 

symbolisent les séparations de clusters (Hilario et al., 2004) . 
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Figure 16 : Analyse des relations phylogénétiques entre Pseudomonas basée sur l’analyse 

combinée des gènes atpD, carA, recA et ARNr 16S. Les triangles symbolisent les 

séparations de clusters . 

La proximité observée entre P. flavescens, P. mendocina, P. stutzeri, P. resinovorans et P. 

aeruginosa a été cohérente avec les divisions majeures observées par d’autres auteurs tels que 

le ‘P. aeruginosa intrageneric cluster’ _IG I décrit par Moore et col. en 1996, le cluster I 

décrit par Yamamoto et col. en 2000 et le groupe des P. aeruginosa décrit par Anazai et col. 

en 2000 (sauf que pour ce dernier auteur, P.stutzeri forme un groupe indépendant). Les 

Biotypes A, B, C, F et G de P. fluorescens sont apparus proches de la souche type mais la 

proximité observée avec P. putida, P.agarici ou P. syringae selon les marqueurs utilisés est 

restée inexpliquée pour les auteurs. Par l’analyse de l’ARN 16S, la position phylogénétique 

de P. chlororaphis reste ambiguë, mais l’analyse comparative des 4 gènes a clairement 

positionné cette espèce au sein des P. fluorescens, montrant par ailleurs des proximités fortes 

avec P. aureofaciens et P. aurantiaca comme cela avait d’ailleurs été observé auparavant par 

Palleroni et ses  collaborateurs. Malgré les différences phénotypiques importantes entre ces 

espèces, les auteurs suggérèrent que P. aureofaciens et P. aurantiaca soient considérés 

comme des synonymes de P. choloraphis. Finalement les auteurs de cette étude confirmèrent 

les ambiguïtés taxonomiques des P. fluorescens et des P. putida. 
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Ce dernier point qui apparaît redondant dans les différentes analyses a été parfaitement 

décrit par les équipes de la Station de Pathologie végétale et phytobactériologie (INRA de 

Beaucouzé) et du laboratoire de recherche sur la flore pathogène dans le sol (INRA-CMSE, 

Dijon) dans leur article de revue intitulé « The taxonomy of P. fluorescens et P. putida : 

current status and need for revision » paru en 2000. Les auteurs ont comparé différentes 

approches méthodologiques pour résoudre les ambiguïtés taxonomiques qui règnent au sein 

des différents biotypes de ces dernières espèces, ils ont confirmé la nécessité de poursuivre les 

travaux en ce sens (Bossis et al., 2000).  

Au vu de ces différentes publications, il apparaît nettement que le pouvoir résolutif de 

l’analyse moléculaire serait nettement amélioré par l’analyse combinée de plusieurs 

séquences génétiques. Cette approche, évidemment prometteuse, a longtemps été limitée par 

les difficultés méthodologiques. Aujourd’hui ces difficultés techniques sont en passe d’être 

surmontées et l’intérêt du concept de Multilocus Séquence Typing (ou MLSA pour 

Multilocus Sequence Analysis) est désormais largement partagé par la communauté 

scientifique. Brièvement ce concept s’appuie sur la sélection de plusieurs gènes 

“représentatifs” du chromosome et l’analyse de leurs séquences et de leurs produits 

peptidique en tant que séquences concaténées (Gevers et al., 2005). Malheureusement, à ce 

jour, cette méthode n’a été utilisée que pour certaines espèces de Pseudomonas (Johnson et 

al., 2007, Frapolli, 2007, Sarkar et Guttman, 2004, Wang et al., 2007) et aucune étude étendue 

au genre Pseudomonas n’a été publiée. 

En parallèle de l’approche génotypique présentée ci-avant, de nombreux chercheurs ont 

cherché à mettre en évidence des marqueurs phénotypiques pour l’analyse phylogénétique ou 

le positionnement taxonomique des Pseudomonads. Le paragraphe suivant s’attache à 

présenter les principales études publiées en ce sens. 

II.3.3. Approche chimiotaxonomique  

Remarque préalable : cette partie concerne l’approche phylogénétique et l’approche 

classification de la taxonomie, les travaux présentés portent sur des souches de référence ou 

des isolats. 

II.3.3.1. SDS-PAGE et la composition protéique des cellules 

Le SDS-PAGE ou Sodium Dodecy sulfate – Polyacryamide Gel Electrophoresis, est une 

technique qui repose sur la séparation électrophorétique des macromolécules en gel 
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dénaturant. Cette technique peut être appliquée à différents composants mais c’est la 

séparation des protéines cellulaires totales qui est la plus couramment utilisée concernant les 

Pseudomonads. M Vancanneyt et collaborateurs (Vancanneyt et al., 1996) ont ainsi construit 

une vaste base de données de profils électrophorétiques à partir de 210 souches de collections 

appartenant au groupe des Pseudomonads. Les auteurs ont mis en évidence le fort pouvoir 

discriminant de la technique à l’échelle de l’espèce ou de la sous-espèce et sa capacité à 

identifier des isolats (29 dans l’étude présentée) au niveau de l’espèce. Bien que les travaux 

présentés ne permettent pas une comparaison avec les d’autres techniques, des informations 

relatives à la position taxonomique de certaines souches ont été présentées. Ainsi, une fois de 

plus, l’hétérogénéité au sein des P. fluorescens, P. putida, P. marginalis, P. 

pseudoalcaligenes, P. stanieri et P. stutzeri a été rappelée. La même méthode appliquée à la 

caractérisation de 106 isolats provenant d’échantillons de poissons et préalablement identifiés 

au genre Pseudomonas et à 9 souches de référence (P. fluorescens biovar V-1, P. fluorescens 

biovar V-5, P. fluorescens biovar III-1), P. fluorescens biovar I-1, P. fragi, P.putida biotype 

A, P.lundensis, P. putida) s’est cependant révélée inapte à différencier correctement P. 

fluorescens biovar V de P. putida et de P. fragi groupés en même cluster. Ces résultats ont 

confirmé l’ambiguïté qui règne quant à la position taxonomique de ces espèces telle 

qu’évaluée par les expériences d’hybridation ADN-ADN ou même par comparaison des ADN 

codant pour les ARN 23S. 

II.3.3.2. FAME et les compositions lipidiques des cellules 

L’analyse des Fatty acid methyl ester (FAME) consiste en la caractérisation par 

chromatographie en phase gazeuse des produits de methyl-estérification des acides gras 

cellulaires. Cette technique, très rapide, peut être appliquée aux acides gras totaux ou à 

certaines fractions. Cependant, la composition en acides gras d’une bactérie étant très 

dépendante de la composition du milieu de croissance et de la température d’incubation, cette 

technique a longtemps souffert d’un manque de répétabilité et reproductibilité. Aujourd’hui il 

existe un système automatisé : Le Sherlock® Microbial Identification System (Newark, 

Delaware), qui s’appuie sur une large base de données couvrant 1500 espèces bactériennes 

dont 60 Pseudomonas stricto-sensu et quelques 30 espèces proches. 

En fait, l’analyse des acides gras est considérée comme à valeur taxonomique pertinente et 

fait l’objet de nombreuses études depuis plus de 30 ans (Ikawa, 1967, Ratledge et Wilkinson, 

1988). La composition en acides gras cellulaires 16:0 et en isomères de 18:1 et 16:1 semble 
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être typique de la plupart des protéobactéries mais concernant les Pseudomonads, les 

chercheurs sont cependant plus partagés (Bultreys et al., 2003, Vancanneyt et al., 1996). 

Plusieurs études ont été publiées dans les années 70-90, la plus vaste d’entre elles étant celle 

de D.E Stead qui a comparé plus de 500 profils d’acides gras cellulaires de 340 

Pseudomonads (Stead, 1992a) mais les clusters présentés concernaient principalement 

l’origine écologique des isolats. Dans le même temps, par comparaison des teneurs en acides 

gras totaux et de la fraction phospholipidique, M. Vancanneyt (Vancanneyt et al., 1996) 

présentait un clustering des Pseudomonas cohérent avec la classification en cinq groupes 

d’homologie des ARNr présenté par Palleroni et ses collaborateurs en 1973 (Palleroni, 1973). 

Les souches du groupe I d’homologie étaient caractérisées des acides gras 10:0 3OH et 12:0 

3OH, celles du groupe II par les acides gras 14:0 3OH, celles du groupe III par 10:0 3 OH, et 

celles du groupe IV par 10:0. La comparaison des profils de la seule fraction phopholipidique 

n’apportait quant à elle aucun élément additionnel à valeur taxonomique. 

II.3.3.3. Typage sur siderophores 

Les pyoverdines sont des pigments très tôt considérés comme des marqueurs 

taxonomiques potentiels des Pseudomonas dits fluorescents. J.M. Meyer et ses collaborateurs 

explorent cette possibilité depuis plus de 30 ans (Meyer et al., 2008); ils ont mis en évidence 

l’existence de plus de 100 composés de type pyoverdine. Tous présentent une structure 

centrale identique, à savoir, un chromophore quinolenique ((1 S)-5-amino-2,3-dihydro-8,9-

dihydroxy-1H-pyrimido-[1,2-a)quinoline-1-carboxylic acid) sur laquelle sont branchées des 

chaînes peptidique dont la nature et la taille varie (globalement de 6 à 12 D et L- acides 

aminés). Ainsi, de faibles différences dans la structure des sidérophores peuvent être 

considérées comme des éléments discriminants au sein des Pseudomonads. La caractérisation 

fine de ces siderophores a été rendue possible par l’utilisation de techniques d’électrophorèse 

et séparation sur point isolélectrique des sidérophores isolés des milieux de culture et 

maintenant par spectrométrie de masse (Meyer et al., 2008). Les résultats obtenus à partir de 

plusieurs centaines de souches fluorescentes et nonfluorescentes ont été en corrélation avec 

les résultats des analyses de génotypage, signifiant ainsi que cette approche est extrêmement 

prometteuse pour la différenciation au niveau de l'espèce (Fuchs, 2001, Meyer et al., 2002, 

Mossialos et Amoutzias, 2007). D’ailleurs, dans un article en date de 2007, J.M. Meyer et ses 

collaborateurs montraient l’intérêt de cette méthode pour la différenciation en 35 siderovars 

de 144 isolats de Pseudomonas préalablement identifiés à l’espèce putida. (Meyer et al., 

2007). 
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II.3.3.4. Spectrométrie de masse 

La spectrométrie de masse n’est pas une méthode spectroscopique, son principe réside 

dans la séparation en phase gazeuse de molécules chargées (ions) en fonction de leur rapport 

masse/charge (m/z). Cette méthode est présentée ici car son haut pouvoir résolutif a été 

exploité récemment pour la caractérisation de souches de référence non fermentaires dont la 

plupart étaient des Pseudomonads. 

Les méthodes s’appuyant la spectrométrie de masse ont été utilisées dès 1975 (Anhalt et 

Fenselau, 1975) pour caractériser les micro-organismes à des fins taxonomiques. Ces 

méthodes sont nombreuses et variées car les possibilités de couplage de la spectrométrie de 

masse à des méthodes séparatives (chromatographiques par ex) ou spectroscopiques sont très 

étendues; il n’est pas question d’en faire ici l’inventaire, seules les plus connues seront citées. 

La spectrométrie de masse sur Pyrolyse (Py-MS) a été l'une des premières techniques de 

spectrométrie de masse à générer des données considérées comme des empreintes digitales 

des bactéries étudiées. Développée dès le milieu des années 1990 parallèlement par les 

équipes de Goodfellow et de Goodacre (Atalan et al., 2000, Chun et al., 1993, Goodacre et 

Berkeley, 1990, Goodacre et Kell, 1996, Goodacre et al., 1996, Sanglier et al., 1992), cette 

technique permet la discrimination de bactéries jusqu’au niveau de la sous-espèce voire de 

variants environnementaux d’une même espèce (Goodacre et Kell, 1996, Goodfellow, 1995, 

Gutteridge, 1987, Helyer, 1997, Magee et al., 1993, Sisson et al., 1998). Diverses déclinaisons 

de cette technique telles que la laser desorption ionization (SELDI-TOF-MS) (Mellmann et 

al., 2008), la plasma desorption (PD-MS) et la Fast atom bombardment (FAB-MS)- 

spectrometrie de Masse ont également montré leur pouvoir discriminant mais ces techniques 

requièrent une étape limitante d’ionisation qui altère les matrices cellulaires et limite ainsi 

l’analyse. Des méthodes d’ionisation plus douces telles que celles utilisées electrospray 

ionisation (ESI-MS) ou Matrix Assisted Laser Desorption/Ionization Time-Of-Flight 

(MALDI-TOF) apparaissent plus pertinentes. Cette dernière a permis l’identification a des 

niveaux de précision variables de différentes espèces de Escherichia coli, E. coli 0157 :H et 

Listeria monocytogenes (Mazzeo et al., 2006), Staphylococcus aureus, Bacillus, 

Pseudomonas et des espèces de Mycobacterium (Bright et al., 2002, Fox, 2006) ou plus 

largement, différents isolats provenant de l’environnement (Bernardo et al., 2002, Bright et 

al., 2002, Jackson et Lay, 2001, Krader et D., 2004, Ryzhov et al., 2000, Smole et al., 2002, 

Walker et al., 2002) ou de l’homme (Hsieh et al., 2008, Williamson et al., 2008). Plusieurs 

sociétés telles que la société Anagnostec (http://www.anagnostec.eu/products-
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services/saramis.html proposent une version automatisée de la technique et une large base de 

données permettant l’identification rapide des micro-organismes couramment rencontrés dans 

le secteur médical, agroalimentaire, environnemental ou utilisés en biotechnologies.  

La figure 17 présente les spectres enregistrés par spectrométrie MALDI-TOF de 3 genres 

bactériens 

 

Figure 17 : Exemples de spectres enregistrés par spectrométrie MALDI-TOF à partir de 

bactéries appartenant à 3 genres distincts ( d’après M.G. Kedney et al., 2007) 

Récemment A. Mellmann et collaborateurs ont présenté (Mellmann et al., 2008) une vaste 

étude portant sur l’identification de 80 isolats hospitaliers (bactéries non fermentaires) par 

spectrométrie de Masse MALDI-TOF. Pour cette étude, une base de données portant sur des 

données spectrales de plus de 240 souches de références a été construite. Quant aux isolats, 

leur identification s’est faite par comparaison avec l’analyse partielle de la séquence de leur 

ARN 16S. Pour 85,9% des isolats l’identification au niveau d’espèce fut cohérente avec la 

méthode de référence, pour 11,5 % l’identification fut erronée et pour le reste, aucune 

identification de fut possible. Concernant les Pseudomonas spp. inclus dans l’étude, les 

résultats furent les suivants : 
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Tableau 2 : Résultats d’une étude portant sur l’identification de 80 isolats hospitaliers 

(bactéries non fermentaires) par spectrométrie de Masse MALDI-TOF 

Identification par séquençage des ARN 16S Identification par spectrométrie de masse 
MALDI-TOF 

P. aeruginosa (17 isolats) P. aeruginosa (17 isolats) 
P. stutzeri (3 isolats) P. stutzeri (3 isolats) 
P. putida (2 isolats) P. putida (1 isolats) et P. fluorescens (1 isolat) 
P. citronellolis (1 isolat) P. citronellolis (1 isolat) 
P. fulva (1 isolat) P. fulva (1 isolat) 
P. koreensis (1 isolat) P. koreensis (1 isolat) 
P. oleovorans (1 isolat) P. oleovorans (1 isolat) 
Pseudomonas spp. (7 isolats) P. savastanoi (2 isolats), P. monteilii (1 isolat), 

P. putida (4 isolats) 
P. monteilii ou P. putida (6 isolats) P. putida (4 isolats) et P. monteilii (2 isolats) 
P. psychrotolerans ou P. oryzohabitans (1 
isolat) P. oryzohabitans (1 isolat) 

P. synxantha ou P. mucidolens ou P. 
libanesis ou P. gessardii (1 isolat) P. tolaasii 

Stenotrophomonas maltophilia (14 isolats) Stenotrophomonas maltophilia (14 isolats) 
Stenotrophomonas spp. (3 isolats) Stenotrophomonas maltophilia (3 isolats) 

 

Par comparaison à la méthode de séquençage de l’ARN 16S, le pouvoir résolutif de la 

méthode spectrale apparaît très supérieur, et donc particulièrement prometteur. 

L’ensemble de ces techniques repose sur la caractérisation à des niveaux plus ou moins 

précis de différents constituants cellulaires (protéines, lipides..) dont la composition varie très 

fortement en fonction des condition de croissance (température, nature des substrats..) ou de 

l’état physiologique des populations (phase exponentielle de croissance, phase 

stationnaire…). Ainsi, outre une phase de préparation des cellules (phase de lyse notamment) 

qui se doit d’être parfaitement repétable et reproductible, les modalités de préparation des 

échantillons (ici les bactéries) à analyser doivent être parfaitement calibrées.  
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II.4. L’identification d’un isolat : moyens disponibles aujourd’hui ou 

en cours de développement 

II.4.1. Milieux selectifs et/ou élctifs  

L’isolement des bactéries sur milieux sélectifs ou électifs peut être considéré comme la 

première étape d’identification puisqu’il oriente implicitement l’expérimentateur vers le 

groupe taxonomique recherché. Concernant les Pseudomonads, de nombreuses études se sont 

attachées à mettre au point des milieux de culture et conditions d’incubation adéquats. La 

plupart de ces milieux concernent l’isolement de Pseudomonads à partir de niches 

écologiques particulières mais globalement tous ces milieux s’appuient sur la polyrésistance 

des Pseudomonads aux antibiotiques (milieu gélosé à la cetrimide) ou sur la mise en évidence 

de caractères métaboliques tels que la production de pigments (milieux King A et King B) 

couplés au caractère psychrotrophe de la plupart de ces bactéries. Actuellement, plusieurs 

milieux complexes sont commercialisés et largement utilisés dans les laboratoires de 

recherche ou les laboratoires d’analyse. Il s’agit de : 

La gélose CFC (Céphalosparine / Fucidine / Cetrimide) qui est un milieu nutritif de la 

composition suivante: peptone de gélatine 16 g. L-1; hydrolysat  de caséine 10 g. L-1; sulfate 

de potassium 10 g. L-1; chlorure de magnésium 1.4 g.L-1; agar 11 g.L-1 supplémenté en 3 

agents antimicrobiens: cétrimide 10 mg.L-1; fucidine 10 mg.L-1; céphalosporine 50 mg.L-1, 

destinés à améliorer la sélectivité de ce milieu. La gélose CFC est celle préconisée par la 

norme (NF V 04-504) pour le dénombrement des Pseudomonas dans les viandes et produits 

carnés. Son utilisation pour le dénombrement des Pseudomonas dans d’autres produits 

alimentaires est largement répandue et décrite dans la littérature scientifique, les auteurs 

modifiant, selon les travaux, les durées et températures d’incubation : 2 jours à 20°C 

(Tryfinopoulou et al., 2001), 2 jours à 25°C (Jeppesen, 1995, Neumeyer et al., 1997); 1 à 2 

jours à 30°C (Güven Uraz, 1998), 1 à 3 jours à 30°C (Krueger et Sheikh, 1987) et 2 jours à 

30°C (Cho et Tiedje, 2000). 

Le milieu GSP (Glutamatate Starch Phenol-red agar) qui est un milieu nutritif de la 

composition suivante : L-glutamate de sodium: 10 g.L-1, amidon soluble: 20 g.L-1, phosphate 

monopotassique: 2 g.L-1, sulfate de magnésium: 0.5 g.L-1, rouge de phénol: 0.36 g.L-1, agar-

agar: 12 g.L-1 supplémenté par un ou deux antibiotiques : pénicilline G-sodique: 100 000 U. I 

et éventuellement piramicine: 0.01 g.L-1. Ce milieu a été proposé pour la détection des 
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Pseudomonas et Aeromonas dans les aliments, les eaux usées et des équipements en contact 

avec les aliments (Flint et Hartley, 1996). Les conditions d’incubation préconisées par le 

distributeur Merck sont de 72 h à 25°C. 

La gélose à la cétrimide est un milieu nutritif préconisé pour l'isolement et la 

différenciation de P. aeruginosa dans divers produits (Merck). Sa composition est la 

suivante : peptone de gélatine 20 g.L-1; chlorure de magnésium 1.4 g.L-1; sulfate de potassium 

10 g.L-1; agar-agar 13 g.L-1 , supplémentée par la cétrimide qui un composé antimicrobien à 

large spectre de la famille des amonniums quaternaires (Merck préconise 0.3 g.L-1 dans son 

milieu Agar au cétrimide). Certains fournisseurs (Oxoid) préconisent l’ajout d’un deuxième 

agent sélectif afin d’améliorer la sélectivité, il s’agit de l'acide nalidixique (Oxoid préconise 

15 mg.L-1 dans son milieu Pseudomonas CN et 0.2g/L de cétrimide). Dans le cas de la 

recherche et/ou dénombrement des P. aeruginosa, l’incubation est suggérée à 35°, 37° voire 

45°C durant 24 à 48 heures selon les fournisseurs. L’utilisation de ce milieu avec une 

incubation à plus basse température est parfois décrite pour le dénombrement des 

Pseudomonads totaux. 

Quant aux milieu King’s A (destiné à la mise en évidence de production de pyocianine 

(Brown et Lowbury, 1965) et king B (destiné à la mise en évidence de pyoverdines (Kaare 

Johnsen, 1999), il ne s’agit pas de milieux sélectifs à proprement parlé et leur utilisation 

restreint la détection aux seuls Pseudomonads susceptibles de produire des pigments dans les 

conditions d’incubation. 

De façon évidente, aucun de ces milieux et/ou condition d’incubation ne permet le 

recouvrement de l’ensemble des Pseudomonads présents dans une matrice quelle que soit sa 

nature. L’agent sélectif ou électif choisi, qu’il soit lié à la composition du milieu ou aux 

conditions d’incubation, est limitant au vu de la diversité des Pseudomonads. De la même 

manière, de nombreux auteurs ont mis en évidence la présence de flores non Pseudomonads 

sur ces milieux obligeant à une identification ou à minima, orientation d’identification de 

toute ou partie des colonies dénombrées. 

Les méthodes mises en place pour cette démarche d’identification dépendent de l’objectif 

de l’analyse et des moyens disponibles dans les laboratoires.  
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II.4.2. Tests biochimiques et physiologiques basés sur la mise en évidence 

d’un composant ou une activité  

Ces tests simples visent à orienter la démarche d’identification, généralement avec une 

précision très relative, au niveau de la famille voire du genre bactérien.  

Concernant les Pseudomonads, les tests les plus couramment utilisés sont les 

suivants : 

Description des colonies avec recherche ou non de la production de pigments par 

observation sous lampe UV (365 nm). 

• Description des températures critiques de croissance avec pour seuils les 

valeurs suivantes : 4°C, 7°C, 25°C, 37°C et 42°C 

• Description des caractères morphologiques et notamment la recherche de 

mobilité et implantation flagellaire, description de la taille et la morphologie des bactéries, 

réaction à la coloration de Gram. 

• Description du métabolisme respiratoire avec recherche d’une activité 

fermentaire (test de Hugh & Leifson, (Hugh et Leifson, 1953)) et de l’enzymes catalase et 

enfin test oxydase. 

Sont alors considérés comme des Pseudomonas (hors P. aeruginosa) les bactéries de 

forme bacille, à Gram négatif mobiles présentant une réaction positive aux tests oxydase et 

catalase et au métabolisme strictement oxydatif. Ces critères discriminants du genre 

Pseudomonas ont été décrits dès 1960 (Shewan et al., 1960) ; ils apparaissent bien 

évidemment extrêment restrictifs au vu de la diversité phénotypique de ces micro-organismes 

et excluent de nombreuses espèces. Ils sont encore couramment utilisés par défaut.  

II.4.3. Tests biochimiques et physiologiques basés sur la mise en évidence 

de plusieurs composants cellulaires ou d’une combinaison d’activités 

métaboliques 

Ces tests reposent sur l’analyse combinée de plusieurs facteurs, ils consistent en la 

caractérisation des profils protéiques ou lipidiques et en tests d’assimilation des substrats 

carbonés ou autres activités enzymatiques. 
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II.4.3.1. Activités métaboliques 

Dès le début des années 60, de nombreux chercheurs et entreprises ont cherché à 

standardiser et simplifier les tests permettant d’évaluer le potentiel d’utilisation de substrats 

carbonés et les activités enzymatiques des Pseudomonads. Aujourd’hui seulement 5 systèmes 

sont encore couramment utilisés dans les laboratoires d’analyse de routine, principalement les 

laboratoires d’analyses médicales. Il s’agit du système manuel 20 NE (Biomerieux, Marcy 

l’étoile, France) et des systèmes automatisés Biolog (Biolog, Inc., Hayward, CA, USA)., 

Microscan, VITEK (Biomerieux, Marcy l’étoile, France) et PHOENIX (Becton Dickinson 

Microbiology system). Tous ces systèmes sont en fait dédiés à l’identification de bactéries à 

Gram négatif et non fermentaires. Certains d’entre eux permettent la réalisation 

d’antibiogrammes. La fiabilité de ces systèmes a fait l’objet de multiples évaluations et il 

semble que le Microscan, et le PHOENIX soient extrèemement rapides dans la réponse mais 

présentent des déficiences pour l’identification des Pseudomonads. Le Vitek, dans sa dernière 

version comprend environ 150 taxons dans sa base de données et repose sur plus de 60 tests. 

Le Biolog repose sur le suivi quantitaif de la réponse à plus de 95 tests mesurés sur plusieurs 

périodes d’incubation. 

II.4.3.2. Caractérisation de composés structuraux 

Il existe actuellement de nombreuses techniques permettant de séparer les constituants 

cellulaires et donc de comparer les structures des cellules bactériennes. Les plus courantes 

s’appuient sur des techniques chromatographiques ou électrophorétiques et concernent le 

matériel génétique (ADN, ARN), les structures protéiques, lipidiques ou certains composés 

identitaires tels, les pyoverdines des Pseudomonads. Certaines de ces techniques ont été 

présentées en paragraphe II.3.3 et ne seront pas évoquées ici. 

Dans le paragraphe ci-après ne seront présentées que les techniques majeures appliquées 

aux Pseudomonads. 

II.4.3.3. Techniques moléculaires sans amplification 

PFGE  
La PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) est une technique d’électrophorèse en champ 

pulsé, basée sur l’utilisation d’enzymes de restriction générant un nombre restreint de 

fragments d’ADN de grande taille. Développée en 1984 par (Schwartz DC, 1984), la PFGE 

repose sur la séparation de fragments de grande taille (> 1000 kbp) par changements de la 

durée et la direction du champ électrique de l’électrophorèse. Cette technique est considérée 
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comme une méthode de référence pour la caractérisation des P. aeruginosa en secteur 

hospitalier mais est également largement utilisée pour les non-aeruginosa. Pour ces dernièrs, 

les enzymes de restriction Xbal , Spel , Pact, Swa et HindIII sont les plus souvent utilisées. 

Mais, si les fragments générés et séparés reflètent la diverité des génotypes et permettent, par 

exemple, d’éliminer des isolats doublons, la diversité des profils de macrorestrictions est telle 

entre et au sein des biovars que l’utilisation taxonomique de cette méthode semble risquée et 

ce d’autant plus qu’aucune corrélation avec les approches phénotypiques n’a pu être mise en 

évidence (Rainey et al., 1994). 

Finalement cette technique présente de nombreux avantages au regard des informations 

générées mais reste lourde à mettre en œuvre tout en étant de peu d’intérêt pour une approche 

taxonomique isolée.   

RFLP 

La RFLP ou Restriction Fragment Length Polymorphism est une technique basée sur la 

comparaison sur la séparation de fragments d’ADN préalablement coupés par une enzyme de 

restriction puis recherche d’hybridation avec des sondes specifiques par southern blotting. 

Bien que présentant une bonne reproductibilité et un haut pouvoir discriminant, cette 

technique est longue et laborieuse, elle est largement remplacée par la PFGE et la RAPD–

PCR)et ne sera développée ici. 

II.4.3.4. PCR et autres techniques dérivées basées sur une phase 

d’amplification 

La PCR, pour Polymerase Chain Reaction, est une méthode d'amplification génique in 

vitro, qui permet de copier en grand nombre (avec un facteur de multiplication de l'ordre du 

milliard), une séquence d'ADN ou d'ARN connue, à partir d'une faible quantité (de l'ordre de 

quelques picogrammes) d'acide nucléique (séquence spécifique d’ADN (l’Amplicon) ou 

amorces spécifiques constituées d'oligonucléotides de synthèse de 20 à 25 nucléotides).  

La PCR est « La technique » de base de l’ensemble des méthodes d’analyse des génomes 

par amplification. Cette technique et donc l’ensemble des techniques dérivées reposent sur le 

choix de paramètres d’amplification adéquats mais surtout sur le choix d’amorces pertinentes 

pour l’identification des bactéries à l’échelle du genre, l’espèce ou la sous-espèce. 

L’amplification aléatoire d'ADN polymorphe par PCR ou RAPD–PCR (Random Amplified 

Polymorphism DNA), est une de ces techniques largement utilisées, elle consiste à réaliser 
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une amplification PCR avec des amorces d'environ 10 pb définies de façon aléatoire. Si les 2 

sites d'hybridation sont suffisamment proches, l'amplification PCR est possible. Une 

variabilité dans la séquence des sites entre individus est détectée par un polymorphisme du 

nombre et de la longueur des fragments d'ADN amplifiés. Cette technique a l'avantage d'être 

rapide avec peu de mise au point et révèle un polymorphisme important mais ce marqueur est 

dominant et les conditions de PCR sont très sensibles. La repetitive-sequence-based (rep)-

PCR , connue sous le terme d’amplification de séquences répétitives, permet l’amplification 

de nombreux fragments de tailles différentes (amplicons) representant l’ADN au sein de 

séquences répétitives non codantes du génôme. La disposition de ces fragments montre les 

différences distinctives des microorganismes (Louws et al., 1994).    

Quoi qu’il en soit, durant de longues années, la séquence ADN de l’ARN ribosomial 16S 

a été, de loin, le marqueur génétique le plus utilisé pour les études taxonomiques et 

phylogéniques des procaryotes et ce pour les raisons suivantes : (1) sa présence chez toutes 

les bactéries ; (2) la fonction du gène n’a pas évolué au cours du temsp suggérant que les 

changements aléatoires soient un indice d’évolution précis et (3) la taille du géne autorise un 

recueil d’informations suffisament vaste (Janda et Abbott, 2007, Jannes et al., 2004, Johnsen 

et al., 2002, Locatelli et al., 2002, Manceau et Horvais, 1997, Meyer et al., 2004, Olofsson et 

al., 2007, Porteous et al., 2002, Purohit et al., 2003, Radice et al., 2006, Scarpellini et al., 

2004, Schloss et al., 2005, Segers et al., , Spilker et al., 2004, Widmer et al., 1998). 

Cependant, aujourd’hui la pertinence de cette approche pour la taxonomie bactérienne fait 

l’objet de remises en question. Ainsi, il est généralement admis que moins de 97% de 

similitude entre 2 souches indique l’appartenance des souches à 2 espèces différentes. Par 

contre plus de 97% d’homologies ne signe pas obligatoirement l’appartenance à un même 

taxon. Pour l’identification d’un isolat, plus de 90% des souches peuvent être identifiées au 

niveau du genre mais ce pourcentage chute à 65 % concernant l’identification au niveau de 

l’espèce. Ce point est particulièrement critique en ce qui concerne les Proteobacteria et plus 

particulièrement les Pseudomonads. Aussi, la recherche de marqueurs identifiants non ARN 

16S fait l’objet de nombreux travaux (Bennasar et al., 1998, Bennasar et al., 1996, 

Christensen et al., 1994, Dawson et al., 2002, De Vos et al., 1998, Dogan et Boor, 2003, 

Ercolini et al., 2007, Ercolini et al., 2009, Hilario et al., 2004, Hirkala, 2006, Manceau et 

Horvais, 1997). Il n’est pas le propos d’en faire ici une description exhaustive ni d’ailleurs des 

techniques afférentes mais il apparaît au vu de l’analyse bibliographique que l’identification 

des Pseudomonads par méthodes moléculaires se heurte encore à des obstacles 
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méthodologiques. Si la distinction du genre Pseudomonas des autres flores « apparentées » est 

aisément réalisable, l’identification au niveau de l’espèce n’est, à l’heure actuelle, possible en 

routine que pour seulement quelques espèces (P. aeruginosa, P. fragi, P. fluorescens et P. 

putida, P. putida, P. stutzeri). Par ribotypage, l’Intitut Pasteur s’appuie sur les gènes rrs 

//codant l'ARNr 16S, le gène rpoB/ ou les gènes codants pour les protéines de chocs 

thermique hsp65 (communication personnelle). 

II.4.3.5. Autres tests 

Une autre approche qui exploite les caractères immunologiques des protéines cellulaire a 

été décrite par Tesar et al. (Bennasar et al., 1998, Tesar et al., 1996). L’électrophorèse des 

protéines entières de cellule réagissant avec des d'anticorps spécifiques dans un Western Blot, 

permet l’identification d’isolats répartis sur une large gamme phylogénétique. Les anticorps 

monoclonaux générés contre des épitopes des protéines de membrane externe spécifique de 

Pseudomonas ont été capables de différencier les espèces de Pseudomonas sensu stricto à 

partir d'espèces des genres étroitement liés (Bennasar et al., 1998). 

L’utilisation d’anticorps spécifiques a également été décrite par Kragelund et col. 

(Kragelund et al., 1996). Dans cette étude des anticorps anti OprF (proteine de mebrane 

externe) étaient utilisés utilisés comme sondes pour la détection par immunoblotting de 

Pseudomonas (groupe I d’homologie) après transfert des colonies sur membrane de 

nitrocellulose. Cette technique bien qu’élégante, n’a été reprise que dans quelques études mais 

n’est pas utilisée en routine dans les laboratoires et ce malgré la commercialisation de 

quelques anticorps dirigés contre P. putida, P. stutzeri, P. marginalis, P. fluorescens et 

P.aureofaciens (http://www.anticorps-enligne.fr). 

II.4.4. Quelques études ayant porté sur la comparaison de méthodes ou la 

caractérisation polyphasique d’isolats de Pseudomonads 

A partir de viande de poulet, I. Arnault-Rollier et ses collaborateurs (Arnaut-Rollier et al., 

1999) ont isolé sur gélose PCA (et incubation à 30°C) et sur gélose CFC (et incubation à 

22°C) plus 720 souches pour une caractérisation phénotypique basée sur environ 120 

caractères collectés en API 20 NE et sur Biolog. En incluant à l’étude 36 souches de 

référence, la taxonomie numérique qui en résulta permit aux auteurs de grouper les souches en 

2 « super clusters » et 8 clusters mineurs. Le premier « super cluster » rassemblait les P. 

lundensis (21 souches) et le second rassemblait 44 P. fragi. Le cluster dit P. fragi ne 
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distinguait du cluster P. putida que par 1 caractère métabolique et par l’absence de production 

de pigment. Un cluster groupait tous les P. putida biova A (5 isolats) et se distinguait 

nettement du cluster rassemblant les P. putida biovar B et P. marginalis (13 isolats). Les P. 

putida biovar B culsterisaient avec P. marginalis, tandis qu’un cluster rassemblait les P 

fluorescens biovars A, B,C et F avec P. chlororaphis. Sans aller plus loin dans les détails de 

cette étude approfondie, il apparut nettement des ambiguïtés sur le positionnement de 

nombreux isolats pour lesquels aucune parenté ne put être décelée avec les souches de 

référence. Les système API et Biolog, permirent cependant aux auteurs de proposer des 

marqueurs phénotypiques susceptibles de différencier P. fluorescens de P. fragi, P. lundensis 

mais pas de résoudre les positions taxonomiques des différents biovars de P. fluorescens et P. 

putida. 

107 isolats cliniques de bacilles à Gram négatif non fermentaires (non P. aeruginosa) ont 

été identifiés sur une période de 26 mois par P. Bosshard et ses collaborateurs (Bosshard et 

al., 2006) par une approche comparative entre le système manuel API 20 NE, le système 

automatisé VITEK et par séquençage des ARN 16S. Par API 20 NE, 54% des isolats ont pu 

être identifiés au niveau de l’espèce, 0,9% au niveau du genre et 46% ne purent être identifiés. 

Pour 12 isolats la technique proposait 2 espèces. Enfin, par séquençage de l’ARN 16S, 79 % 

des isolats furent identifiés au niveau de l’espèce, 8% au niveau du genre et finalement 12 de 

98 isolats identifiés au niveau d’espèce présentaient des scores similaires d’affiliation à des 

séquences répertoriées dans les bases de données et donc assignés à 2 espèces potentielles. A 

titre d’exemple, les auteurs ont cité le cas d’un isolat présentant 100% d’homologie avec les 

séquences de Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas jessenii. Pour 48 sur 58 souches, le 

séquençage de l’ARN 16S était cohérent avec le système API pour l’identification au niveau 

de l’espèce. Des résultats similaires étaient obtenus avec le système VITEK. Finalement les 

auteurs ont conclu que le système API était plus performant que le système VITEK pour 

l’identification du groupe bactérien étudié (respectivement 16/ 107 et 46/ 107 des isolats 

correspondaient des espèces non présentes dans les bases de données API 20 NE et VITEK). 

Les auteurs ont également émis des réserves quant à la fiabilité de l’analyse des ARN 16S 

puisque 35 % des isolats n’ont pu finalement être assignés sans ambiguïté à une espèce. 

Dans une étude portant sur quelques 340 isolats de Pseudomonads psychrotrophes 

préalablement caractérisés par isolement sur gélose CFC et tests phénotypiques (Gram, 

oxydase, catalase), B. Dogan et K.J. Boor (Dogan et Boor, 2003) ont comparé les résultats 
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d’identification par API 20 NE et ribotypage (81 isolats). Par API 20 NE, 51% des isolats 

étaient identifiés à l’espèce P. fluorescens, 14% en tant que P. putida et pour 25% 

l’identifaction était ambiguë entre P. fluorescens et P. putida ; 10% des isolats n’ayant pu être 

identifiés au niveau d’espèce. Les 81 isolats présentant des codes API différents ont été 

répartis en 42 ribotypes. Ces résultats mirent en évidence le faible potentiel d’identification du 

système API pour des isolats environnementaux, mais aussi le potentiel discriminant du 

ribotypage. Néanmoins cette dernière méthode ne permettait pas l’identification des isolats 

mais leur clustering cohérent avec leur origine et leurs activités enzymatiques (lipolytique et 

protéolytique). 

Dans une etude assez similaire mais menée sur 103 bactéries psychrotrophes à activité 

protéolytique, Marchand et ses collaborateurs (Marchand et al., 2009) ont comparé la 

caractérisation des isolats par API 20 NE, REP-PCR, et pour certains d’entre eux par 

séquençage des ARN 16S et du gène rpoB et enfin par hybridation ADN-ADN. Par API 

20NE, 7,8% des isolats étaient identifiés en tant que Burkholderia sp., Sphingobacterium, 

Photobacterium ou Acinetobacter, mais 90,3% d’entre eux étaient assimilés à des 

Pseudomonas sp. (25% du total étant des P. putida et 66% des P. fluorescens). L’analyse du 

contenu en acides gras totaux (cellulaires) de 29 isolats présentant des profils API différents 

mais identifiés en tant que Pseudomonas ne permit aucune identification pertinente au delà du 

genre que cela soit par le système automatisé MIDI ou par comparaison quantitaive et 

qualitative aux vastes banques de données construites par le Pr P. De Vos de l’université de 

Gent). Le séquençage des ARN 16S ne précisa que l’appartenance des isolats à l’espèce 

fluorescens (désignée fluorescens lineage par les auteurs). Par contre le séquençage du gène 

rpoB et le test d’hybrication ADN-ADN identifièrent 4 des isolats à P. fragi et 5 à P. 

lundensis. 15 des isolats ne purent être correctement identifiés. Par PCR basée sur le gène 

carA selon le protocole proposé par Ercolini et collaborateurs (Ercolini et al., 2007) 

l’identifiaction des P. fragi et P. lundensis fut confirmée. Dans cette étude, les auteurs ont 

constaté le manque de fiabilité du système API 20 NE (qui ne compte d’ailleurs que 14 

espèces de Pseudomonas et ni P. fragi ni P. lundensis dans sa base de données) et du 

séquençage de l’ARN 16S pour une approche taxonomique d’isolats de Pseudomonas. La 

manque de potentiel discriminant de l’analyse des profils d’acides gras apparut plus 

surprenant. Finalement, le séquençage du gène rpoB apparut une méthode performante ainsi 

que la caractérisation rapide par PCR carA de P. fragi et P. lundensis. 



Synthèse bibliographique 

 62

 I. Geornaras et ses collaborateurs ont présenté en 1999 (Geornaras et al., 1999), une étude 

portant sur la caractérisation par AFLP (amplified fragment length polymorphism) de 88 

isolats d’abattoir de poulets préalablement identifiés en tant que P. fluorescens ou P. putida 

par croissance sur gélose CFC, tests oxydase et catalase et identification en galerie API 20 

NE. L’analyse moléculaire des isolats permit de typer les souches et donc de tracer l’origine 

des contaminants décelés sur les produits. Les auteurs ont observé une très grande 

hétérogénéité génétique de ces souches de P. fluorescens et aussi leur proximité avec les 

souches de P. putida biovar B. Le manque de concordance entre les clusterings issus de 

données métaboliques et données génétiques était signalé.  

Dans les mêmes années, H. Christensen et ses collaborateurs (Christensen et al., 1994) 

concluaient, au terme d’une étude portant sur 41 isolats de Pseudomonads, au manque de 

pertinence de la comparaison des séquence des ARN 23S (régions 1391 à 1545 et 1620 à 

1865) pour obtenir une discrimination entre P. fluorescens, P. chlororaphis, et P. putida 

biovar B et même pour différencier les différents biovars de P. fluorescens. 

Pour la préparation de son doctorat, D. L. M. Hirkala (Hirkala, 2006) a étudié 133 isolats 

de rhizosphère sélectionnés parmi 447 Pseudomonads préalablement identifiés par analyse 

FAME (Misko et Germida, 2002). Tous les isolats ont été parallèlement caractérisés par 

analyse de séquence des ARN 16S et du gène cpn60 et donc par FAME. Les 3 méthodes ont 

permis de distinguer les isolats au niveau du genre, mais l’identification au niveau de l’espèce 

fut plus ambiguë. Ainsi, la cohérence sur l’identification à ce niveau entre FAME et analyse 

des ARN 16S ne fut obtenue que pour 13% des isolats et seulement 17% avec l’analyse du 

gène cpn60. Finalement entre les 3 méthodes, il n’y eut cohérence que pour 11% des isolats. 

Par exemple, des 63 isolats identifiés en tant que P. chlororaphis par FAME, 33 furent 

identifiés en tant que P. putida, 14 en tant que P. fluorescens, 13 en tant que P. jessenii et 3 en 

tant que Pseudomonas spp. par comparaison des ARN 16S. Pour ces même isolats, la 

comparaison de sequence du gene cpn60 conduisit à l’identification de 33 P. fluorescens, 28 

P. putida et 2 Pseudomonas spp. Les isolats identifiés en tant que P. chlororaphis par FAME 

se répartissaient entre P. fluorescens et P. putida par caractérisation génotypique. D. L. M. 

Hirkala avança plusieurs hypothèses quant au manque de cohérence entre le positionnement 

taxonomique des isolats par données phénotypiques et génotypiques. L’une d’entre elle 

s’appuie sur le très fort pouvoir adaptatif des Pseudomonads et sur le manque de flexibilité 
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des bases de données (notamment celles des profils d’acides gras totaux) qui s’appuient sur le 

recueil de caractères des souches cultivées en conditions standardisées.  

Conclusion 
 

Au cours des deux dernières décennies, les méthodes d’analyse génomique ont joué un 

rôle crucial rôle dans l'amélioration de la classification de Pseudomonads. Beaucoup de ces 

organismes initialement décrits comme des espèces du genre Pseudomonas ont été reclassés 

aux autres genres comme : Acidovorax, Aminobacter, Brevundimonas, Burkholderia, 

Comamonas, Halomonas, Herbaspirillum, Hydrogenophaga, Marinobacter, 

Methylobacterium, Oligotropha, Pseudoalteromonas, Ralstonia, Sphingomonas, 

Stenotrophomonas, Telluria, Vogesella et Zavarzinia. Mais, s’il est apparu que certaines 

espèces du genre Pseudomonas (P .aeruginosa) sont des unités taxonomiques homogènes, 

d'autres espèces comprennent des subdivisions complexes en différents ‘biovars’ pour P. 

fluorescens et P. putida, en ‘pathovars’ dans le les cas de P. syringae et P. marginalis, ou 

‘genomovars’ dans le cas de P. stutzeri, tandis que la position taxonomique d’espèces telles 

que P. chlororaphis reste très discutée. Enfin, certaines espèces sont encore très peu décrites.  
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III. Conclusion de la synhèse bibliographique 

L'hétérogénéité phylogénétique des Pseudomonads est reconnue depuis plusieurs 

décennies (De Vos et al., 1989 ) et fait l’objet de très nombreuses études qui ont d’ailleurs 

souvent été à la base de la mise au point de méthodologies innovantes pour la caractérisation 

des micro-organismes (Palleroni, 2003). Malheureusement, la connaissance des quelques 140 

espèces réparties dans les classes Bêta et Gamma proteobacteria reste très inégale. 

Pseudomonas aeruginosa est extrêmement bien décrite, notamment parce que cette espèce 

est la principale bactérie pathogène opportuniste et qu’elle constitue la souche modèle pour 

l’analyse des mécanismes d’interaction avec les tissus, les réponses aux stress biotiques et 

pour la résistance aux antibiotiques (Palleroni et Moore, 2004) ; son génome est d’ailleurs 

entièrement séquencé pour 3 souches, comme c’est aussi le cas, d’ailleurs, pour 2 souches de 

P. fluorescens, 3 P. putida, 3 P. syringae, 1 P. mendocina et 1 P. entomophila (Pseudomonas 

genome data base, http://www.pseudomonas.com/ consulté le 10 mai 2009). 

Dans le cas de P. fluorescens et P. putida, ce sont leurs propriétés cataboliques qui ont 

largement dominé les études réalisées, et P. fluorescens fut le premier micro-organisme 

génétiquement modifié autorisé pour diffusion dans l’environnement à des fins de bio 

protection des cultures, rapidement rejoint par P. stutzeri utilisé en protection des fruitiers 

contre le gel ou la production de neige artificielle (http://www.epa.gov/). 

Très vite l’adaptabilité de ces microorganismes à leur environnement à fait l’objet de la 

curiosité des microbiologistes qui ont recherché au travers d’études phylogéniques les 

transferts horizontaux et verticaux entre séquences génétiques. 

A l’heure actuelle, il n’existe que peu de cohérence entre les différents méthodologies 

disponibles pour la caractérisation de ces dernières espèces et nombre de microbiologistes 

s’accordent à considérer qu’une seule approche phénotypiques est insuffisante alors que la 

caractèrisation génétique par les outils courants ne permet l’identification fiable que de très 

peu d’espèces. C’est donc le développement d’outils novateurs permettant un approche 

polyphasique de la taxonomie microbienne qui sucite désormais l’intérêt (Busse et al., 1996). 

Les méthodes spectroscopiques et les différentes déclinaisons de la spectrométrie de masse 

par leur sensibilité ont, en ce sens, un avenir prometteur. Mais à ce jour, ces méthodes n’ont 

été que très peu développées pour une approche taxonomique des Pseudomonads. 
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MATERIELS & M ETHODES 

I. Souches étudiées  

I.1. Souches de collection  

Les souches de collection utilisées dans ce travail proviennent des collections 

internationales : 

CIP (la Collection de l’Institut Pasteur) 

DSM (German Collection of Microorganisms and Cell Cultures) 

Toutes les souches reçues sous forme lyophilisée ont été redémarrées jusqu’en phase 

exponentielle dans le milieu nutritif préconisé, puis été stockées à –80 °C en brouillon nutritif 

additionné de 15% de glycérol. La maintenance du souchier se fait de telle sorte que les 

souches subissent un minimum de stress susceptibles d’induire des modifications 

phénotypiques ou génotypiques. La liste des souches de référence utilisées pour cette étude 

est présentée dans le Tableau 3. 

Tableau 3 : Souches de référence et codification 

Souches de référence  Collection ID  code 

Pseudomonas    
P. fluorescens biotype A CIP 69.13 p.flu 
P. fluorescens biotype B CIP 104377 P.fluB 
P. fluorescens biotype F CIP 59.27 P.fluF 
P. fluorescens biotype III DSM 50124 P.flu3 ou P.fluIII 
P. putida  CIP 52.191 P.put 
P. putida biotype A DSM 50208 P.putA 
P. putida biotype B DSM 50222 P.putB 
P. fragi  CIP 55.4 P.frg1 
P. fragi  CIP 60.46 P.frg2 
P. chlororaphis  CIP 63.22 P.chl1 
P. chlororaphis DSM 50139 P.chl2 
P. stutzeri CIP 103022 P.stu1 
P; stutzeri CIP 107689 P.stu2 
P. lundensis CIP 103272 P.lun 
P. taetrolens  CIP 103299 P.tae 
P. pseudoalcaligenes  CIP 66.14 P.psalc 
P. synxantha CIP 59.22 P.synx 
P. resinovorans CIP 61.9 P.resin 
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P. mendocina CIP 75.21 P.mend 
P. alcaligenes CIP 101034 P.alc 
P. veronii CIP 104663 P.ver 
P. monteilii CIP 104883 P.ment 
P. mosselii CIP 105259 P.moss 
P. libanensis CIP 105460 P.lib 
P. migula CIP 105470 P.mig 
P. orientalis CIP 105540 P.orien 
P. viridiflava CIP 106699 P.viri 
P. agarici CIP 106703 P.agar 
P.cichorii CIP 106704 P.cich 
P.marginalis CIP 106712 P.marg 
P.aurantiaca CIP 109457 P.aur 
P.syringa-syr DSM 10604 P.syr-syr 
P.syringa-tom DSM 50315 P.syr-tom 
P.savastanoi DSM 19341 P.sav 
Xanthomonas    
campestris  CIP 100069 X.comp 
Stenotrophomonas    
maltophilia CIP 60.77 S.malt 
Burkholderia   
cepacia CIP 80.24 B.cep 
 

 

I.2.  Souches sauvages 

I.2.1. Prélèvements  

Toutes les souches sauvages utilisées dans ce travail proviennent de 2 abattoirs régionaux 

qui procèdent à l’abattage conventionnel et rituel (halal) d’ovins et bovins (jeunes animaux et 

animaux adultes). Les prélèvements pour dénombrement ont été effectués tout au long de la 

chaîne d’abattage sur les animaux et carcasses, sur l’eau telle qu’utilisée en différents points, 

sur les surfaces au contact et sur l’air ambiant. Les méthodes de prélèvement sont présentées 

ci-après : 

Sur les animaux et les carcasses, les prélèvements ont été effectués pour les étapes 
d’abattage suivantes :  

• Après le saignement et avant la dépouille (la peau) ; 

• Après la dépouille et avant l’éviscération (la surface du carcasse) ; 

• Après l’éviscération et avant d’entrer les carcasses dans les chambres de 

ressuyage ; 
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• Sur les carcasses dans la chambre de ressuage ; 

• Sur les carcasses dans la chambre de stockage. 

Les prélèvements ont été réalisés selon la méthode normalisée NF ISO 17604, février 

2004 : Microbiologie des aliments — Prélèvement d'échantillons sur des carcasses en vue de 

leur analyse microbiologique., par utilisation d’un gabarit carré stérile, délimitant une 

superficie interne creuse de 100 cm2 (10 cm × 10 cm). Les échantillons ont été prélevés à 

l’aide des chiffonnettes (ATL, Hemeau, La chapelle-sur-Erdre, France) imbibées de 

neutralisant à 10% dans des sacs plastique stériles. Après le prélèvement, les chiffonnettes ont 

été réintroduites dans leurs emballages et stocké à 4°C pour analyse 

Les prélèvements sur surfaces ont concerné les différents matériaux et ustensiles utilisés 

dans les différents ateliers avant, pendant et après les opérations d’abattage de chaque espèce 

d’animal, ainsi que dans les salles de ressuyage et de stockage. Les prélèvements ont été 

réalisés selon la méthode normalisée NF ISO 18593, décembre 2004 : Microbiologie des 

aliments — Méthodes horizontales pour les techniques de prélèvement sur des surfaces, au 

moyen de boîtes de contact et d'écouvillons. Les prélèvements de surface ont été effectués à 

l’aide de chiffonnettes (ATL) imbibées de solution neutralisante à 10% ou d’écouvillons 

(ATL) additionnés de Peptone sel + 10% de neutralisant respectivement pour les surfaces 

lisses et les surfaces à rugosités. La surface à prélever était délimitée par un carré de plastique 

stérile de 149 cm². La chiffonnette ou l’écouvillon était réintroduit(e) dans son emballage et 

stocké à 4°C pour analyse. 

Les échantillons d’eau ont été prélevés aux robinets d’alimentation (1ers jets et suivants), 

ou en sortie de tuyaux en caoutchouc; les dernières eaux de rinçage des surfaces et matériels 

et les eaux de trempage des matériels avant, pendant et après le travail ont également été 

prélevées. Toutes ces eaux ont été recueillies en flacons stériles et stockées à 4°C avant 

analyses. 

Enfin la contamination aéroportée des salles de travail, ressuyage et stockage a été évaluée 

par aspiration d’un volume d’air connu (et variable selon les points de prélèvement) au moyen 

de Biocollecteur d'air ambiant, Air Sampler SAS-super 100 (international pbi S.p.A. Via 

Novara, Milano, Italy). L’air aspiré compactait des boites de pétri emplies de gélose CFC 

(Biokar Diagnostics, Beauvais, France). 
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I.2.2. Préparation des échantillons, incubation et dénombrement  

Tous les échantillons ont été préparés pour analyse selon la méthode normalisée NF EN 

ISO 6887-2, janvier 2004 : Microbiologie des aliments — Préparation des échantillons, de la 

suspension mère et des dilutions décimales en vue de l'examen microbiologique — Partie 2 : 

Règles spécifiques pour la préparation des viandes et produits à base de viande 

Brièvement, les écouvillons étaient agités de manière à disperser les microorganismes 

dans l’eau peptonnée qui constituait alors la dilution 10-1 de l’échantillon de départ et était 

utilisée pour la réalisation des gammes de dilution. 

Les chiffonnettes dans leur liquide de suspension étaient traitées par broyage durant 3 

minutes au Stomacher et la suspension qui constituait alors la dilution 10-1 de l’échantillon de 

départ était utilisée pour la réalisation des gammes de dilution. 

L’eau était filtrée sur membrane millipore 0,45 µm (Sartorius, Germany). 

Tous les dénombrements ont été réalisés par étalement en surface des dilutions 

appropriées des échantillons sur milieu Pseudomonas Agar Base (Oxoïd, Unipath Ltd., 

Basingstoke, UK) additionné avec le supplément Pseudomonas CFC (Oxoïd) et incubation 

durant 48 heures à 25°C. Ce protocole est celui décrit par la norme ISO 13720:1995, 

Décembre 1995 : Viande et produits à base de viande. Dénombrement des Pseudomonas spp.  

Pour les échantillons d’eau, les volumes de 10 ml, 100 ml et 500 ml ont été filtrés à l’aide 

d’une rampe à filtration et les membranes de nitrate de cellulose déposées sur le milieu gélosé 

CFC. 

Pour les échantillons de l’air ambiant, les boîtes de CFC impactées étaient récupérées et 

directement incubées à 25°C pendant 48 h pour dénombrement. 

Toutes les colonies (pigmentées ou non) ont été dénombrées sur les boites de Petri qui en 

contenaient entre 30 et 300. 

Lorsque cela était possible, les ensemencements ont été réalisés grâce à l’ensemencement 

Spiral (Whitly Automatic Spiral Plater, AES Laboratoire, Combourg, France) et dans ce cas, 

le dénombrement réalisé selon les abaques fournis par le fabricant. 
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Pour chaque type d’échantillon, les colonies morphologiquement différentes ont été 

récupérées et purifiées sur une gélose nutritive ordinaire (Biokar Diagnostics, Beauvais, 

France). Les souches ainsi isolées ont ensuite été reprises en culture liquide en bouillon 

nutritif (Biokar Diagnostics, Beauvais, France) et stockées en tube eppendorf à - 80°C après 

l’addition du glycérol à la concentration finale 15%. Au Total, environ 350 isolats ont ainsi 

été mis en conservation. 

I.2.3. Caractérisation phénotypique des isolats 

La caractérisation phénotypique des isolats sélectionnés a été réalisé selon le protocole 
décrit dans la 2nde édition du Bergey’s manual of systematic bacteriology, à savoir : 
 

• Test microscopique et morphologique  

• Coloration de Gram  

• Réaction d’oxydase et catalase 

• Détermination le type de respiration (test de fermentation/oxydation de glucose 

en conditions anaérobie). 

Toutes les bactéries de forme bacille, mobiles, à Gram négatif, présentant une réaction 

positive aux tests oxydase et catalase ainsi qu’un métabolisme uniquement oxydatif (non 

fermentaire) étaient retenus pour identification en galerie API 20 NE (BioMérieux, France).  

Les tests étaient analysés et les résultats exprimés selon les recommandations du 

fournisseur. 

II. Identification des isolats par la réaction Réaction de 

Polymérisation en Chaine (PCR) 

 

L’extraction de l’ADN des isolats identifiés phénotypiquement au genre Pseudomonas a 

été réalisée à l’aide des kits d’extraction d’ADN (MBI Fermentas, Mundolsheim, France). 

L’ADN extrait a été quantifié grâce à un spectrophotomètre Cary 100 Bio UV-Visible 

(Varian, Australie), et les concentrations ajustées, par la suite, de façon à obtenir des 

concentration entre 50 et 100 ng/µl (concentration nécessaire pour la réaction PCR), l’analyse 

par PCR a été réalisée selon Widmer et al (Widmer et al., 1998), en utilisant les amorces 

spécifiques pour l’identification des Pseudomonas au niveau du genre : 
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1. PS-FOR: 5’-GGTCTGAGAGGATGATCAGT  
2. PS-rev: 5’-TTAGCTCCACCTCGCGGC  

 
La réaction PCR a été exécutée en PTC-100 thermal cycler (MJ Research, Watertown, 

MA, USA ), dans un volume final de 50 µl contenant 0,5 mM de chaque amorce (PS-FOR et 

Ps-rev), 2,5 MgCl2, 200 mM de chaque deoxyribonucleoside triphosphate, 1 U de Taq 

polymérase ADN, 1X tampon + NH2SO4 (MBI Fermentas, Mundolsheim, France) et ≈ 50-

100 ng d'ADN. Le mélange de réaction a été soumis aux cycles de température suivants : 2 

min à 94°C (étape primaire), puis 30 cycles de 45 s à 92°C (dénaturation), 45 s à 60°C 

(hybridation), 2 min à 72°C (amplification) et une étape d’arrêt de 2 min à 72°C. 2,5 ml de 

produits de PCR ont été soumis à l'électrophorèse à 5 V / cm pour 1h sur un gel d'agarose 

1,5% (Qbiogene, Illkrich, France) chargé de 1,3 mmol L -1 de bromure d'éthidium (BET) 

(Qbiogene) en 1X Tris-Borate-EDTA tampon pH 8,3 (TBE). Le marqueur 100 bp DNA 

ladder, JulesTM, (Qbiogene) a été utilisé comme marqueur de taille moléculaire. Ont été 

considérées comme Pseudomonas, les souches qui montraient un produit PCR d'environ 990 

bp de taille selon le protocole décrit par Widmer et collaborateurs (Widmer et al., 1998). 

III. Préparation des échantillons et analyse par spectroscopie de 

fluorescence 

III.1. Suspensions bactériennes et spectroscopie à angle droit 

III.1.1. Préparation des souches 

A partir du souchier congelé, les bactéries étaient cultivées en bouillon nutritif ordinaire 

jusqu’en phase exponentielle de croissance puis isolées sur gélose nutritive ordinaire et 

incubées durant 36 heures à 27°C en conditions aérobies. Plusieurs colonies étaient alors 

récupérées et suspendues dans 1 ml de l’eau physiologique (2 suspensions différentes par 

boîte). La suspension ainsi obtenue était centrifugée à 5000 rpm pendant 10 minutes à 4 °C. 

Ensuite, les culots étaient récupérés et lavés avec l’eau physiologique puis les suspensions 

centrifugées comme décrit précédemment; cette opération était répétée deux fois. Finalement, 

les culots étaient suspendus dans un volume défini de l’eau physiologique de façon à obtenir 

une densité optique DO600nm = 0,05. La densité optique des suspensions bactériennes était 

mesurée grâce à un spectrophotomètre Cary 100 Bio UV-Visible (Varian, Australie). Ces 

suspensions étaient ensuite utilisées, pour l’analyse en spectroscopie de fluorescence. 



Matériels & Méthodes 

 71

A partir d’un stock congelé, les cultures sur milieu gélosé ont été réalisées en triple sur 

trois boites de Petri indépendantes. A partir de chaque boite de Petri, deux suspensions 

bactériennes ont été préparées comme indiqué précédemment. 

Au final, six spectres d’émission indépendants sont enregistrés pour chaque souche 

étudiée. 

Remarque : Les deux lavages à l’eau physiologique permettent d’éliminer toutes les 

molécules du milieu et les métabolites secrétés durant la croissance 

III.1.2. Enregistrement des spectres de fluorescence. 

Les spectres de fluorescence des suspensions bactériennes ont été obtenus grâce à un 

spectrofluorimètre FluoroMax-2 (Spex-Jobin Yvon, Longjumeau, France) équipé d’une 

cellule à angle droit. Les échantillons bactériens étaient placés dans des cuves en quartz. Les 

spectres d’émission de fluorescence (305-400 nm ; résolution 1 nm ; fentes : 3 nm) des 

résidus tryptophanes des protéines étaient enregistrés avec une longueur d’onde d’excitation 

de 270 nm. Un autre spectre d’émission de fluorescence a été enregistré (280-480 nm ; 

résolution 1 nm ; fentes : 3,5 nm) avec une longueur d’onde d’excitation de 250 nm. Dans ces 

conditions, un grand nombre de fluorophores peut être excité. Cette plage d’étude correspond 

principalement aux acides aminés aromatiques des protéines et aux nucléotides des acides 

nucléiques (AAA + AN). Une troisième série de spectres d’émission de fluorescence 

enregistrée entre (380-550 nm ; résolution 1 nm ; fentes 4 nm) après excitation de 340 nm 

correspondant aux NADH. 

III.2. Analyse directe des colonies par la spectroscopie de fluorescence 

au moyen d’une fibre optique 

Cette partie de travail est conçue pour développer l’utilisation de la méthode pour une 

acquisition directe des spectres de fluorescence à partir des colonies en milieu solide au 

moyen d’une fibre optique liée à la spectroscopie de fluorescence. 

III.2.1. Préparation des souches 

A partir du souchier congelé, les bactéries étaient cultivées en bouillon nutritif ordinaire 

jusqu’en phase exponentielle de croissance puis isolées sur gélose nutritive ordinaire et 

incubées à 27°C en conditions aérobies.. Afin d’étudier l’effet « age des colonies », les 
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incubations ont été testées pour des durées de 48, 72 ou 96 heures. Par la suite, une incubation 

de 48 heures a été préconisée. 

Les colonies formées étaient ensuite directement analysées par utilisation d’une fibre 

optique.  

Pour chaque souche quatre colonies indépendantes ont été analysées avec deux positions 

aléatoires de la fibre optique pour chaque colonie, finalement 8 spectres ont été acquis pour 

chaque souche (ou 3 spectres selon l’objectif de l’étude). 

III.2.2. Enregistrement des spectres de fluorescence  

Les spectres de fluorescence (asynchrone et synchrone) ont été obtenus grâce à un 

spectrofluorimètre FluoroMax-2 (Spex-Jobin Yvon, Longjumeau, France) lié à une fibre 

optique. La fibre optique était positionnée à 9 mm au-dessus des colonies de telle sorte que le 

faisceau de lumière ait un diamètre d’au moins de 2 mm. 

 

III.2.2.1. Spectres de fluorescence asynchrone 

Les spectres d’émission de fluorescence asynchrone ont été enregistrés comme décrit 

précédemment à savoir : pour le complexe AAA+ AN (280-450 nm; résolution: 1nm; fentes: 

20 nm) par excitation à 250 nm; pour le NADH (375-550 nm ; résolution 1 nm ; fentes 20 

nm) par excitation à 340 nm. 

III.2.2.2. Spectres de fluorescence synchrone  

Les spectres de fluorescence synchrone ont été enregistrés entre (250-500 nm, résolution 1 

nm ;) par le balayage simultanément des monochromateurs d'excitation et d’émission. Par 

cette méthode, la longueur d’onde d’émission λem et la longueur d’onde d’excitation λex 

varient simultanément, tout en conservant entre elles un décalage constant ∆λ = (λem - λex). 

Afin de déterminer le décalage ∆λ approprié, l’analyse a été menée dans un premier temps sur 

2 souches de référence (P. fragi – CIP 55.4 et P. putida – CIP 52.191) pour des ∆λ  variant de 

20 à 150 nm avec un pas constant de 5 nm.  

Dans un second temps, les ∆λ de 30, 50, 70, 90, 110 et 130 nm ont été comparés sur les 

souches de référence et finalement le ∆λ de 30 et ∆λ de 70nm ont été retenus pour l’analyse 

de l’ensemble des souches référence et sauvages. 
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IV. Traitements des données spectrales 

Toutes les analyses ont été réalisées sur les spectres normalisés en réduisant l’aire 

soutendue par le spectre à une valeur égale à un (Bertrand et Scotter, 1992). 

IV.1. Analyse en Composantes Principales (ACP)  

 L’analyse en composantes principales (ACP) a été utilisée en tant que méthode 

exploratoire destinée à évaluer l’information contenue dans les spectres recueillis (Herbert et 

al., 2000, Jolliffe, 1986) et investiguer la différence entre échantillons. L’analyse a été réalisée 

à partir de matrices d’analyse, chaque matrice d’analyse contenant les données spectrales pour 

un fluorophore (fluorescence asynchrone) ou un ∆λ (fluorescence synchrone). Les 

observation sont constituées par les spectres enregistrés (par exemple, 66 observations si 6 

spectres/souche et 11 souches). Les variables étaient les valeurs (intensité de fluorescence 

rectifiée par normalisation) recueillies pour chaque longueur d’onde d’excitation (par 

exemple,  200, 170 et 95 variables pour les spectres de AAA+AN (280-480 nm), NADH 

(380-550 nm) et tryptophane (305-400 nm) respectivement en fluorescence asynchrone. 

L’analyse en composantes principales permet de transformer les variables quantitatives 

initiales, toutes plus au moins corrélées entre elles, en nouvelles variables quantitatives, non 

corrélées, appelées composantes principales (Bertrand et al., 2006), condensant ainsi les 

informations contenues dans les spectres. Dans nos expérimentations, 10 voire 12 

composantes ont, en général, été largement suffisantes pour résumer l’information utile, 

permettant ainsi la réduction de la taille de la matrice de données d’un facteur 10 à 100.  

Les données condensées par l’ACP ont servi de variable de base à d’autres traitements 

statistiques comme l’Analyse Factorielle Discriminante (AFD).  

IV.2. La classification hiérarchique ascendante (CHA) 

La classification hiérarchique a été réalisée sur les spectres normalisés des souches en 

utilisant la méthode de ward et la distance euclidienne, les résultats ont été visualisés sous 

forme d’un dendrogramme.  

IV.3. Analyse factorielle discriminante (AFD) 

L’analyse factorielle discriminante a été utilisée ici afin de décrire et prédire 

l’appartenance d’individus (ici les souches représentées par leurs spectres de fluorescence) à 
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des groupes prédéfinis. Globalement, les groupes prédéfinis correspondaient à un genre ou 

une espèce bactérienne en fonction du niveau taxonomique choisi pour la discrimination entre 

les souches.  

Afin d’étudier la robustesse du modèle une étape de validation a été effectuée, les données 

spectrales ont été divisées en 2 jeux de données (Herbert et al., 2000, Herbert et al., 1999) : un 

jeu de calibration et un jeu de vérification (validation), ainsi, la pertinence de la règle 

d'affectation définie au moyen du jeu de calibration est vérifiée à l'aide du jeu de validation. 

La validation consiste à comparer la prédiction d’appartenance à un groupe à l’indication de 

groupe réellement observée pour chacun des individus du jeu de vérification. Ces deux jeux 

ont été obtenus par division des données spectrales pour chaque souche en 2 groupes. Lorsque 

6 spectres étaient enregistrés pour chaque souche et chaque condition d’acquisition, 4 spectres 

étaient attribués aléatoirement au groupe de calibration et 2 spectres au groupe de validation.  

Chaque individu est caractérisé par un ensemble de p variables quantitatives. Les 

individus sont également caractérisés par une variable qualitative qui définit leur appartenance 

à un groupe ou une classe d'individus. L'AFD va créer de nouvelles variables appelées 

"facteurs discriminants" qui seront des combinaisons linéaires des variables d'origine et qui 

permettent de séparer au mieux les groupes d'individus (Lebart et al., 1977). Les facteurs 

discriminants sont calculés de telle façon que : 

• La variance à l'intérieur de chaque groupe soit minimum. 

• La variance entre les groupes soit maximum. 

Après le calcul des facteurs discriminants, les individus du jeu de validation peuvent être 

réaffectés aux différents groupes. Pour chaque individu, la distance qui le sépare des 

différents centres de gravité de chaque groupe est calculée. L'individu est affecté au groupe 

pour lequel cette distance est la plus courte. La comparaison du groupe d'affectation par 

rapport au groupe réel est un indicateur de la qualité de la discrimination des groupes.  

La qualité de la prédiction est estimée par comparaison des groupes d'affectations avec les 

groupes réels. Le pourcentage d'échantillons correctement classés est calculé en comptant le 

nombre d'échantillons correctement affectés et en comparant ce nombre au nombre total 

d'échantillons. Un tableau d'affectation des échantillons permet d'indiquer les groupes les 

mieux discriminés et les confusions entre les groupes (Karoui, 2004). 
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Dans la majorité des cas, l’AFD était menée sur les 10 ou 12 premières composantes 

principales résultant de l’ACP effectué sur les spectres de fluorescence normalisés. 

IV.4. Analyse de variance (ANOVA) 

Dans notre étude, l’Analyse de Variance a été utilisée afin d’évaluer si les différences 

spectrales observées pour une même souche selon la position de la fibre optique ou l’age des 

colonies étaient significatives au regard des variations observées entre 2 souches. 

Lorsque l’analyse a été menée pour les spectres NADH recueillis entre 375 et 550 nm 

(gamme de scan : 1 nm-1 ) à partir de 11 souches et pour chacune d’elle à partir de 4 colonies, 

2 positions de fibre, après 3 durées d’incubation, le modèle utilisé pouvait être exprimé de la 

façon suivante : Xi,j,k,l,n = µ + TCi + Ej + Ck + PFl + εn  

où Xi,j,k,l,n étaient les longueurs d’ondes des spectres recueillis; TC les temps de culture 

(ou durée d’incubation) avec i = 3 ; E l’espèce concernée j = 11, C la colonie avec k = 4 et PF 

la position de la fibre avec l = 2.  

Dans ce cas de figure, au total, 175 ANOVAs ont été réalisées à partir de 264 spectres 

individuels. 

Une analyse similaire a été menée pour 37 souches de référence dont les spectres ont été 

recueillis par fluorescence synchrone ( ∆λ  30 nm) après 48 heures d’incubation comme décrit 

précédemment. Dans ce cas l’Anova pouvait être décrite par le modèle : Xi,j,n = µ + Ei + Cj + 

εn  

où Xi,j,n sont les longueurs d’ondes des spectres de fluorescence synchrone pour ∆λ  30 

nm recueillies entre 250-500 nm; E l’espèce avec i = 37 et C la Colonie avec j = 3.  

Dans ce cas de figure, ce sont au total, 250 ANOVAs qui ont été réalisées à partir de 111 

spectres individuels.  

Pour repérer directement sur les spectres les zone significativement influencées par les 

facteurs étudiés, les ANOVAgrammes correspondants ont été construits st superposés aux 

spectres moyen des spectres de fluorescence obtenus dans chaque expérimentation (pour un 

fluorophore donné ou un ∆λ donné). 

Les traitements des données ont été réalisés en utilisant le logiciel XLStat-pro (Addinsoft, 

Paris, France) et le logiciel statistica.  
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RESULTATS & D ISCUSSIONS : CHAPITRE 1 

Présentation des potentialités de la spectroscopie de fluorescence 

pour la taxonomie des Pseudomonas 

Ce chapitre a fait l’objet d’une publication :  

Fluorescence spectroscopy as a promising tool for a polyphasic approach to 

pseudomonad taxonomy. Tourkya B, Boubellouta T, Dufour E, Leriche F. Curr Microbiol. 

(2009) 58 : 39-46  

I. Contexte / Objectifs 

Au sein de l’Unité de Recherches « Typicité des produits alimentaires » et sous l’égide du 

Professeur Eric Dufour, la spectroscopie de fluorescence a fait l’objet de travaux intensifs 

quant à son principe et ses applications éventuelles dans le domaine agroalimentaire (Allais et 

al., 2006, Boubellouta et Dufour, 2008, Dufour et al., 2006, Karoui et al., 2007, Karoui et al., 

2007, Karoui et al., 2007, Karoui et al., 2006, Karoui et al., 2006, Le Moigne et al., 2008, Le 

Moigne et al., 2008). Mais l’exploitation de la méthode pour la caractérisation des micro-

organismes n’avait été que peu explorée. En 2002, L. Leblanc et E. Dufour (Leblanc and 

Dufour, 2002) avaient cependant présenté une étude mettant en évidence sa fiabilité pour la 

discrimination de 5 souches de collection appartenant à des taxons distants (Lactococcus 

lactis, Pediococcus pentosaceus, Kocuria varians et Listeria monocytogenes) mais aussi de 7 

souches de Lactobacillus et 5 souches de Staphylococcus présentant des profils métaboliques 

nettement distincts. 

Dans le même temps, le Dr Françoise Leriche s’attachait à évaluer la prévalence et le 

comportement des flores d’altération dans les matrices alimentaires et leur environnement et 

était confrontée aux limites des outils disponibles pour la caractérisation des Pseudomonads.  

L’objectif du travail présenté dans ce premier article était donc d’évaluer les potentialités 

de la spectroscopie de fluorescence pour discriminer des souches de collection et des isolats 

appartenant à ce groupe particulièrement complexe. 
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II. Matériel et méthodes 

Les 11 souches de référence sont issues de la collection de l’Institut Pasteur (CIP) et ont 

été choisies de manière à représenter des taxons phylogénétiquement distincts : Burkholderia 

cepacia- CIP 80.24, Xanthomonas campestris – CIP 100069, Stenotrophomonas maltophilia- 

CIP 60.77, et au sein du groupe de gammaproteobactéria des taxons bien distincts (P. stutzeri 

– CIP 103022 versus P. chlororaphis – CIP 63.22 ou P. pseudoalcaligenes – CIP 66.14) ou 

enfin des taxons très proches qui font l’objet de nombreuses interrogations quant à leur 

position taxonomique (P. chlororaphis, P. fragi – CIP 55.4, P. lundensis –CIP 103272, P. 

taetrolens – CIP 103299, P. fluorescens – CIP 69.13 et P. putida – CIP 52.191). 

21 isolats ont été ajoutés à l’étude afin d’évaluer la pertinence de la méthode sur des 

souches ayant subi des pressions environnementales et donc très probablement des 

modifications adaptatives susceptibles d’induire des variations phénotypiques par rapport aux 

souches de référence les plus proches (Spiers et al., 2000). Ces isolats ont été identifiés au 

niveau du genre par PCR selon le protocole décrit par Widmer et al (Widmer et al., 1998). 

Les spectres de fluorescence ont été recueillis à partir de suspensions bactériennes 

préparées par lavages répétées de colonies bactériennes reprises en solution saline. Dans ces 

conditions, les métabolites primaires et secondaires secrétés par les bactéries durant leur 

croissance sur milieu gélosé sont éliminés par les étapes de lavage, tandis que les 

exoplysaccharides sont inégalement éliminés selon leur force d’attachement. Par ailleurs, la 

suspension est constituée de bactéries en mélange hétérogène au regard de leur état 

physiologique (ce point sera discuté ultérieurement). 

Les spectres de fluorescence des suspensions bactériennes ont été obtenus grâce à un 

spectrofluorimètre FluoroMax-2 (Spex-Jobin Yvon, Longjumeau, France) équipé d’une 

cellule à angle droit. Les spectres d’émission de fluorescence des résidus tryptophane des 

acides aminés aromatiques des protéines et des nucléotides des acides nucléiques (AAA + 

AN) et enfin du NADH selon le protocole décrit en matériels et méthodes. 

L’analyse en composantes principales (ACP) a été réalisée à partir de matrices d’analyse, 

chaque matrice d’analyse contenant les données spectrales pour un fluorophore. Les 

observations sont constituées par les spectres enregistrés (par exemple, 66 observations si 6 

spectres/souche et 11 souches). Les variables sont les valeurs d’intensité de fluorescence 

(rectifiée par normalisation) recueillies pour chaque longueur d’onde d’excitation, (par 
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exemple et respectivement,  200, 170 et 95 variables pour les spectres de AAA+AN (280-480 

nm), NADH (380-550 nm) et tryptophane (305-400 nm). 

L’analyse factorielle discriminante a été réalisée sur les données spectrales à partir des 12 

premières composantes identifiées par ACP. Afin d’étudier la robustesse du modèle une étape 

de validation a été effectuée, les données spectrales ont été divisées en 2 jeux de données 

(Herbert et al., 2000, Herbert et al., 1999) : Un jeu de calibration et un jeu de vérification 

(validation). La pertinence de la règle d'affectation définie au moyen du jeu de calibration est 

vérifiée à l'aide du jeu de validation. La validation consiste à comparer la prédiction 

d’appartenance à un groupe à l’indication de groupe réellement observée pour chacun des 

individus du jeu de vérification. C’est deux jeux ont été obtenus par division des données 

spectrales pour chaque souche en 2 groupes. Lorsque 6 spectres étaient enregistrés pour 

chaque souche et chaque condition d’acquisition, 4 spectres étaient attribués aléatoirement au 

groupe de calibration et 2 spectres au groupe de validation. 

III. Résultats/ discussion 

 
Les résultats présentés dans cet article peuvent se résumer de la façon suivante : 

Les spectres de fluorescence générés par excitation des 3 fluorophores choisis sont 

identitaires des bactéries étudiées et les différences observées entre souches semblent 

suffisamment sensibles pour autoriser leur distinction par traitement chimiométrique 

approprié.  

Le traitement des données par analyse en composantes principales puis analyse factorielle 

discriminante, autorise un excellent clustering des souches de référence que ce soit au niveau 

du genre ou au niveau des espèces. Ces résultats ont d’ailleurs été confirmés par analyse des 

données en cross-validation. 

Ce même traitement des données permet également d’étudier plus précisément les 

proximités entre souches et pourrait donc être d’un intérêt certain pour une approche de la 

taxonomie des Pseudomonads. Ce point sera discuté en troisième partie de ce rapport. 

Aucune différence significative au regard du pouvoir discriminant de la méthode n’a été 

observée quant à l’utilisation des fluorophores (AAA + AN) ou NADH ou enfin Tryptophane. 
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Le fait que le « marqueur » NADH soit pertinent pour la caractérisation des bactéries à 

partir de colonies reprises en eau physiologique et lavage est encourageant pour la suite de 

nos travaux à savoir une caractérisation directe des colonies par fibre optique. 

Enfin, la spectroscopie de fluorescence, dans les conditions expérimentales décrites, 

permet une identification aisée d’isolats. Les résultats obtenus sur les 21 isolats inclus dans 

l’étude apparaissent cohérents avec ceux issus des méthodes relevant de la biologie 

moléculaire (analyse par PCR sur amorces ARN 16S) et apportent des informations 

complémentaires à ceux obtenus par identification sur galerie API 20 NE. 
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RESULTATS & D ISCUSSIONS : CHAPITRE 2 

Lecture directe des colonies par fibre optique couplée au 

spectroscope de fluorescence : Mise au point des conditions 

expérimentales 

 
Ce chapitre a fait l’objet d’un article  
 

Discrimination of Pseudomonas and related species using optic fiber-based in situ 

fluorescence spectroscopy of colonies (soumis au Canadian Journal of Microbiology) 

 

I. Contexte /objectifs  

Pour le travail présenté dans ce second article (soumis au Canadian Journal of 

Microbiology le 3 avril 09) notre objectif a été de mettre au point les conditions 

expérimentales pour une lecture directe des colonies bactériennes par fibre optique reliée au 

spectroscope de fluorescence. Le modèle est bien sûr resté celui des flores Pseudomonads, 

mais l’analyse a été étendue à 37 souches de référence issues de la collection de l’institut 

Pasteur et de la German Collection of Micro-organisms and Cell Cultures (DSM). Le choix 

des souches de référence a été guidé, comme dans l’article précédent, par une diversité des 

proximités taxonomiques entre souches mais également par le choix d’espèces testées en 

séquençage sur ARN 16S par référence à l’étude de Y. Anzaï (Anzai et al., 2000). La 

représentativité de taxons “non” Pseudomonas a été maintenue (Burkholderia cepacia, 

Xanthomonas campestris, et Stenotrophomonas maltophilia), et au sein des Pseudomonas, des 

espèces distantes (P. stutzeri versus P. chlororaphis) aussi bien que des espèces proches 

comme P. chlororaphis, P. fragi, P. lundensis et P. taetrolens. Plusieurs biotypes ou biovars 

d’une même espèce ont également été inclus (P. putida: 3 souches, P. fluorescens: 4 souches, 

P. fragi: 2 souches, P. chlororaphis: 2 souches, P. stutzeri: 2 souches, P. syringae: 2 

souches). 

Notre plus forte interrogation concernait les problèmes liés à l’hétérogénéité structurelle 

qui règne au sein des colonies bactériennes. En effet, depuis les travaux initiés par Shapiro et 

ses collaborateurs dans les années 80, (Shapiro, 1985, Shapiro, 1987, Shapiro, 1995, Shapiro, 
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1998, Shapiro, 2007), il est généralement admis que les bactéries organisées en colonies 

forment des complexes extrêmement hétérogènes tant sur le plan génotypique que sur le plan 

phénotypique (Ben-Jacob et al., 1998, Ben-Jacob et al., 2003). Ces variations peuvent être 

dues à l’age des bactéries (les bactéries les plus âgées en phase stationnaire de croissance se 

trouvent au cœur de la colonie et les plus jeunes en phase exponentielle de croissance en 

périphérie de la colonie) mais surtout à des répartitions fonctionnelles dédiées (Mikkelsen et 

al., 2007). Par ailleurs, des changements de phase entre les morphotypes R et S des colonies 

de Pseudomonas sont fréquemment observés (Velianov et al., 1982) pouvant conduire à une 

hétérogénéité visuelle des colonies (Velianov et al., 1982). Enfin, la production intense de 

matrices polysaccharidiques par les bactéries organisées en biofilms ou en colonies (les 

colonies étant considérées comme des biofilms) (Costerton, 1995, Costerton et al., 1995, 

Stoodley et al., 2002) est susceptible de masquer nombre de caractères identitaires des 

bactéries. En effet, ces matrices souvent composées majoritairement de polysaccharides, 

renferment également quelques macromolécules (AND, ARN, protéines…) et de nombreuses 

petites molécules provenant du milieu extérieur ou du métabolisme des bactéries en 

croissance (métabolites primaires ou secondaires) (Ma et al., 2009, Macé et al., 2008).  

Ces dernières années, quelques méthodes spectroscopiques ont été utilisées pour décrire 

l’organisation des bactéries en colonies (Goodwin et al., 2006, Lawrence et al., 1991). C’est 

ainsi que L.P. Choo-smith et ses collaborateurs ont comparé des données spectrales recueillies 

à partir de la périphérie, du centre et d’une zone intermédiaire de microcolonies de 2 souches 

de référence d’Escherichia coli ainsi que de 2 souches de référence de Staphylococcus aureus. 

Les auteurs ont utilisé 3 méthodes relevant de la microspectroscopie : la microspectroscopie 

Raman, la microspectroscopie infra-rouge et la microspectroscopie de fluorescence. Pour 

l’analyse par microspectroscopie de Raman, les colonies étaient directement lues sur milieu 

gélosé de croissance après 24 heures d’incubation, pour l’analyse par infra-rouge, les colonies 

étaient transférées sur platine de zinc, et pour l’analyse par microspectroscopie de 

fluorescence, les colonies étaient transférées sur plaque de verre et les spectres enregistrés 

après excitation à 360 nm. Les auteurs ont constaté que l’hétérogénéité des colonies apparaît 

significativement après 6 heures d’incubation suggérant ainsi que les analyses soient réalisées 

dans ces conditions. Concernant l’analyse par spectroscopie de fluorescence, le pic spectral 

était aux alentours de 442 nm pour le centre de la colonie d’E. coli, mais les spectres 

présentaient plutôt un épaulement suggérant la superposition de 2 maxima vers 442 et 451 nm 

quand les données étaient recueillies en zone périphérique des colonies. L’hétérogénéité était 
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déjà décelable à 6 heures d’incubation. Les auteurs suggéraient donc que cette dernière 

méthode n’était pas pertinente pour une discrimination taxonomique des bactéries étudiées.  

Au vu de ces données, nos interrogations majeures portaient sur les points suivants : 

Compte tenu de l’hétérogénéité qui règne au sein d’une population bactérienne, même 

clonale organisée en colonie, des modifications mineures dans la position de la fibre optique 

ne peuvent-elles entraîner la non répétabilité des mesures ? 

Compte-tenu de la rapidité d’évolution des populations bactériennes organisées en 

colonies, la reproductibilité des mesures reposerait t-elle sur une lecture par fibre optique à 

temps d’incubation fixes et définis pour chaque espèce (en relation avec son temps de 

génération durant la période de d’incubation) ? 

La production de sidérophores par certaines bactéries serait-elle susceptibles d’introduire 

un biais dans l’analyse ? 

La production de substances polysaccharidiques fréquemment rencontrée chez les 

Pseudomonads, n’est-elle pas susceptible de masquer les caractères identifiants des bactéries 

en colonie ? 

Par ailleurs, nous souhaitions définir, en vue de standardisation, les conditions 

d’excitation et d’émission les meilleures. 

 

Pour répondre à ces questionnements, le plan expérimental a été le suivant : 

II. Matériel et méthodes 

Dans un premier temps, l’analyse a porté sur les 11 souches suivantes : Burkholderia 

cepacia- CIP 80.24, Xanthomonas campestris – CIP 100069, Stenotrophomonas maltophilia - 

CIP 60.77, P. stutzeri – CIP 103022, P. chlororaphis – CIP 63.22, P. pseudoalcaligenes – 

CIP 66.14, P. fragi – CIP 55.4, P. lundensis –CIP 103272, P. taetrolens – CIP 103299, P. 

fluorescens – CIP 69.13 et P. putida – CIP 52.191. 



Résultats & Discussions : chapitre 2 

 83

Après décongélation les souches ont été mises en croissance en bouillon nutritif ordinaire 

puis sur milieu gélosé ordinaire (Nutrient agar Medium, Biokar diagnostic) par incubation à 

27°C. 

Pour chaque souche, à partir du même « bouillon de croissance », 3 boites de Pétri étaient 

ensemencées et mises en incubation de façon à pouvoir mener l’analyse après 3 durées 

d’incubation (48, 72 et 96 heures). 

A partir de chaque boite de Petri, 4 colonies étaient ensuite analysées, pour 2 positions 

aléatoires et différentes de la fibre optique (tout en veillant à ce que le faisceau de la fibre 

optique ne déborde pas de la colonie). 

A chaque fois, 2 spectres d’émission étaient enregistrés, l’un entre 280 et 450 nm après 

excitation à 250 nm (AAA+NA) et l’autre entre 375 et 550 nm après excitation à 340 nm 

(NADH). 

Une analyse de variance (ANOVA) a été réalisée a été utilisée afin d’évaluer si les 

différences spectrales observées pour une même souche selon la position de la fibre optique 

ou l’age des colonies étaient significatives au regard des variations observées entre 2 souches. 

Dans cet article, l’analyse a été menée pour les spectres NADH recueillis entre 375 et 550 

nm (gamme de scan : 1 nm-1 ) à partir de 11 souches et pour chacune d’elle à partir de 4 

colonies, 2 positions de fibre, après 3 durées d’incubation. Dans ce cas de figure, au total, 175 

ANOVAs ont été réalisées à partir de 264 spectres individuels. 

Pour l’analyse de données en composantes principales, la logique a été celle décrite dans 

l’article précédent : Pour la discrimination au niveau du genre quatre groupes ont été crées 

(Pseudomonas, Burkholderia, Xanthomonas et Stenotrophomonas ), pour la discrimination au 

niveau d’espèce, huit groupes ont été crées correspondant aux 8 espèces de Pseudomonas 

incluses dans l’étude (stutzeri, lundensis, taetrolens, putida, fragi, chlororaphis, 

pseudoalcaligenes, fluorescens ) et enfin pour évaluer la discrimination de l’ensemble des 

souches (dite genre-espèce), 11 groupes ont été crées (Burkholderia, Xanthomonas, 

Stenotrophomonas, P.stutzeri, P.lundensis, P.taetrolens, P.putida, P.fragi, P.chlororaphis, 

P.pseudoalcaligenes, P.fluorescens ). 

L’AFD a été réalisé sur les 10 premières composantes principales déterminées par l’ACP. 

Elle a d’abord été menée sur les données de chacun des temps d’incubation (48h, 72h et 96h) 
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séparément. Au niveau du genre et au niveau du genre-espèce, chaque matrice consiste en 88 

observations (11 souches x 8 spectres par souche) et en 10 variables (10 composantes 

principales). Au niveau d’espèce chaque matrice consiste en 64 observations (8 souches x 8 

spectres par souche) et en 10 variables (10 composantes principales).  

Ensuite, les données de trois temps de culture (âges de colonies) ont été introduits dans la 

même matrice (48h+72h+96h). Avant de réaliser l’AFD, des groupes ont été crées selon les 

différents niveaux de classification.. Au niveau du genre et au niveau du genre-espèce, chaque 

matrice d’analyse consiste en 264 observations (11 souches x 3 temps de culture x 8 spectres 

par souche) et en 10 variables (10 composantes principales). Au niveau d’espèce, chaque 

matrice d’analyse consiste en 192 observations (8 souches x 3 temps de culture x 8 spectres 

par souche) et en 10 variables (10 composantes principales). 

 
Dans un second temps, nous souhaitions tester le pouvoir discriminant de la méthode en 

nous appuyant sur une analyse des colonies bactériennes par spectroscopie de fluorescence 

synchrone. Cette méthode est fréquemment utilisée dans les secteurs de la pétrochimie par 

exemple (Hua et al., 2006, Nevin et al., 2008), pour analyser la concentration ou la structure 

moléculaire de certains composés à structure aromatique. Par contre, aucune publication 

scientifique ne faisait état de son utilisation à des fins de caractérisation des micro-

organismes. Pourtant, l’intérêt de cette méthode nous semblait indéniable dans la mesure où la 

spectroscopie de fluorescence synchrone présente l’avantage de pouvoir enregistrer les 

signaux de plusieurs fluorophores simultanément à partir d’une seule acquisition. En effet, par 

cette méthode, la longueur d’onde d’excitation et la longueur d’onde d’émission varient 

simultanément, tout en conservant entre elles un décalage constant, ∆λ (Peuravuori et al., 

2002, Rubio et al., 1986, Taylor et Patterson, 1987). Pratiquement, on choisit une longueur 

d’onde d’émission (λem) de départ supérieure de quelques nanomètre à la longueur d’onde 

d’excitation (λex). Puis les deux monochromateurs se mettent en route et défilent à la même 

vitesse. On peut jouer sur le rapport des deux bandes passantes, en fixant par exemple une 

petite bande à l’excitation pour que la structure soit bien résolue et une bande plus importante 

à l’émission pour augmenter la sensibilité Les spectres synchrones sont plus riches en 

informations que les spectres d’excitation et d’émission.  
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L’analyse a d’abord porté sur 2 souches de référence, à savoir, P. fragi – CIP 55.4 et P. 

putida – CIP 52.191 et nous avons fait varier le ∆λ entre 20 et 150 nm avec un pas constant de 

5 nm. 

Puis, les ∆λ de 30, 50, 70, 90, 110, et 130 nm avec un pas constant de 5 nm, ont été 

utilisés pour analyser les 11 souches de référence de la première partie de cette étude. 

Enfin, les ∆λ de 30 et 70 nm ont été sélectionnés pour analyser les 37 souches de 

référence précédemment évoquées. Dans l’article seuls les résultats obtenus en ∆λ de 30 nm 

ont été présentés. 

Pour chaque souche, 3 spectres de fluorescence synchrone ont été enregistrés à partir de 3 

colonies différentes issues de croissance sur gélose nutritive ordinaire après 48 heures 

d’incubation à 27°C. 

L’analyse en composantes principales a été appliquée aux spectres de fluorescence 

synchrone normalisés de chaque ∆λ mesuré séparément. La logique de création des groupes a 

été celle décrite précédemment. Chaque matrice consistait en 33 observations (11 souches x 3 

spectres par souche) et en 250 variables dans le cas de l'analyse de 11 souches avec ∆λ  de 30, 

50, 70, 90, 110 et 130 nm), ou 111 observations (37 souches x 3 spectres par souches ) et ∆λ 

70 nm et en 250 variables dans le cas d’analyse d’analyse de 37 souches avec ∆λ de 30 nm. 

L’AFD, a été réalisée sur les données de chaque ∆λ séparément. Ainsi, par exemple, pour 

l’analyse au niveau d’espèce, 37 groupes ont été crées correspondant aux 37 souches utilisées 

et chaque matrice consistait en 111 observations (37 souches x 3 spectres par souche). 

 

III. Résultats/ discussion 

Les résultats que nous avons obtenus ont permis de montrer que la position de la fibre 

optique vis à vis de la colonie bactérienne n’avait aucune incidence significative sur le spectre 

obtenu.  

De même aucune différence significative n’a été décelée pour des colonies ayant 48 ou 72 

heures d’incubation. La méthode autorise donc une marge de manœuvre confortable pour 

l’expérimentateur. 
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Enfin, si le % de correcte classification au niveau du genre et de l’espèce atteint 100% par 

utilisation du NADH en tant que fluorophore, nous suggérons l’utilisation de la spectroscopie 

de fluorescence synchrone avec un ∆λ constant de 30 nm qui permet d’obtenir les mêmes 

scores jusqu’au niveau de la sous-espèce. 

Certains détails expérimentaux peuvent tout de même être précisés : 

Les essais réalisés sur le milieu de culture (hors colonie) ont montré l’absence de bruit de 

fond susceptible d’induire un biais dans les résultats. 

Les essais réalisés sur des colonies s’étant développé sur un milieu favorisant la 

production de sidérophores (milieu carencé en fer) se sont révélés décevants dans la mesure 

où les spectres obtenus étaient très largement dominés par l’absorption des pigments 

aromatiques. Ce point pourrait néanmoins faire l’objet d’explorations complémentaires pour 

une discrimination des Pseudomonads sur la seule base de la nature de leur sidérophore par 

référence aux travaux de J.M. Meyer (Meyer et al., 2007). 

Le manque d’homogénéité visible de certaines colonies (par changement de phase ou par 

nature intrinsèque) n’entache pas les résultats d’analyse. 

Les applications potentielles de la spectroscopie dans le domaine de la microbiologie et au 

regard de nos expérimentations sont présentées dans le chapitre suivant de ce document. 
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RÉSULTATS & D ISCUSSIONS : CHAPITRE 3 

Quelques exemples d’application de la spectroscopie de 

fluorescence pour la caractérisation des Pseudomonads  

I. Introduction 

Les deux premières parties de nos résultats présentaient les potentialités et la mise au 

point expérimentale de la spectroscopie de fluorescence pour la caractérisation des 

microorganismes. Nous souhaitons, dans ce troisième chapitre présenter certaines des 

utilisations possibles de cette méthode (couplée aux outils statistiques relevant de la 

chimiométrie) pour la caractérisation des Pseudomonads. Ce chapitre s’articule ainsi en trois 

parties :  

• La première s’attache au positionnement taxonomique de 37 souches de 

référence à partir des spectres de fluorescence synchrone ( ∆λ de 30 nm et ∆λ de 70 nm) 

obtenus en lecture directe des colonies par fibre optique. 

• La seconde présente la démarche d’identification de 58 souches isolées sur 

gélose sélective CFC à partir de différents points d’un abattoir, les données spectrales ayant 

été recueillies en spectroscopie de fluorescence synchrone (∆λ de 30 nm) par lecture directe 

des colonies à l’aide d’une fibre optique. 

• La troisième partie s’appuie sur les données spectrales recueillies à partir de 

133 souches isolées sur gélose CFC à partir de différents points de deux abattoirs, pour tracer 

l’origine des contaminations dans les abattoirs et mettre en évidence l’existence d’un 

« microbisme » d’atelier. Les données spectrales ont été recueillies en spectroscopie de 

fluorescence synchrone (∆λ de 30 nm) par lecture directe des colonies à l’aide d’une fibre 

optique. 
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II. Analyse du positionnement taxonomique de 37 souches de 

référence sur la base des données spectrales recueillies par 

fluorescence synchrone en lecture directe des colonies par fibre 

optique 

 

L’objectif du travail présenté dans ce paragraphe a été d’évaluer les potentialités de la 

spectroscopie de fluorescence pour une analyse des proximités taxonomiques au sein des 

Gammaproteobacteria. Cette analyse a porté sur 37 souches de référence dont le choix a été 

guidé (comme décrit la seconde partie de ce chapitre) par une diversité des proximités 

taxonomiques entre souches mais également par le choix d’espèces testées en séquençage sur 

ARN 16S par référence à l’étude de Y. Anzaï (Anzai et al., 2000). La représentativité de 

taxons “non” Pseudomonas a été maintenue (Burkholderia cepacia, Xanthomonas campestris, 

et Stenotrophomonas maltophilia), et au sein des Pseudomonas, des espèces distantes (P. 

stutzeri versus P. chlororaphis) aussi bien que des espèces proches comme P. chlororaphis, 

P. fragi, P. lundensis et P. taetrolens. Plusieurs biotypes ou biovars d’une même espèce ont 

également été inclus (P. putida: 3 souches, P. fluorescens: 4 souches, P. fragi: 2 souches, P. 

chlororaphis: 2 souches, P. stutzeri: 2 souches, P. syringae: 2 souches). 

Dans un premier temps nous nous sommes appuyés sur les méthodes descriptives que sont 

l’analyse en composantes principales et l’analyse factorielle discriminante pour investiguer 

les différences et proximités des données spectrales (Herbert et al., 2000, Jolliffe, 1986). 

L’ACP, réalisée sur les spectres normés, a permis de sélectionner les dix premières 

composantes principales à partir desquelles, l’AFD a été réalisée. Les 37 groupes formés en 

vue de réalisation de l’AFD ont été composés sur la base des données spectrales recueillies à 

partir des 37 souches de référence. Les codes utilisés pour les souches de référence sont 

présentés en Tableau 3. 

II.1. Fluorescence synchrone avec ∆λλλλ de 30 nm 

Sur la carte factorielle présentée en figure 18, les deux facteurs F1 et F2 ne représentent 

que 62,7 % de la variance totale. Ils permettent cependant une bonne discrimination de la 

majorité des souches. Seules les souches P. stutzeri1, P. lundensis, P. taetrolens, P. putida, P. 

fragi 1, P. fluorescens, P. fragi 2, P. mentelii, P. orientalis, P. cichorii, P. marginalis, P. 
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stutzeri 2 et P . putida B forment un groupe compact non différencié par la seule projection en 

2 dimensions. Le facteur discriminant F3 qui présente 11,8 % de la variance totale permet une 

discrimination correcte de ces souches entre elles (résultats non présentés). 

Cette première analyse simple confirme le potentiel discriminant de la spectroscopie de 

fluorescence dans les conditions utilisées. 

Observations (axes F1 and F2: 62.78 %)
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Figure 18 : Carte factorielle de l’AFD réalisée sur les données spectrales de 37 souches 

de référence recueillies par spectroscopie de fluorescence synchrone (∆λλλλ de 30 nm). 

Si l’on s’intéresse plus précisément aux souches de référence pour lesquelles plusieurs 

biovars ou biotypes étaient inclus dans notre analyse (Pseudomonas fluorescence avec P.flu : 

P. fluorescens CIP 69.13, P.fluB : P. fluorescens biotypeB CIP 104377, P.fluF : P. fluorescens 

biotypeF CIP 59.27, P.flu3 ou P.fluIII : P. fluorescens biotype III DSM 50124), Pseudomonas 

putida (P.put : P. putida CIP 52.191, P.putA : P. putida biotype A DSM 50208, P.putB : P. 

putida biotype B DSM 50222), Pseudomonas fragi (P.frg1 : P. fragi CIP 55.4, P.frg2 : P. 

fragi CIP 60.46), Pseudomonas chlororaphis : P.chl1 : P. chlororaphis CIP 63.22,  P.chl2 : P. 

chlororaphis DSM 50139), Pseudomonas stutzeri ( P.stut1 : P. stutzeri CIP 103022, P.stut2 : 

P. stutzeri CIP 107689), Pseudomonas syringea ( P.syr-syr : P. syringae pvar syringae DSM 

10604, P.syr-tom : P. syringae pvar tomato DSM 50315 ), on constate que cette méthode 

s’avère également très performante.  
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La figure 19 présente leur positionnement sur la carte factorielle résultant de l’AFD. 

Pour les espèces P. fragi, P. chlororaphis, P. stutzeri et P. syringae les résultats 

confirment la proximité des biovars ou biotypes au sein des taxons puisque les données 

spectrales affichent de positionnements très rapprochés sur la carte factorielle ( P.frg1 et 

P.frg2, P.chl1 et P.chl2, P.stut1 et P.stut2, P.syr-syr et P.syr-tom). 
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Figure 19 : Carte factorielle de l’AFD réalisée sur les données spectrales (∆λλλλ de 30 nm) 

de 37 souches de référence ; focus sur les espèces de P. fluorescens, P. putida, P. fragi, P. 

chlororaphis, P. syringea, P. stutzeri pour lesquelles plusieurs biotypes ou biovars 

Concernant les 4 biotypes de P. fluorescens, les résultats sont particulièrement 

intéressants : Les 4 biotypes sont parfaitement discriminés mais apparaissent éloignés sur la 

carte définie par les facteurs F1 et F2. Notamment sur l’axe F1 qui représente 45,2 % de la 

variance totale, P.flu est bien discriminée de P.fluB, P.fluF et P.fluIII . Ces trois dernières 

souches sont quant à elles, bien discriminées selon le facteur discriminant F2 qui représente 

16,5 % de la variance totale. On perçoit que P.fluB et P.fluIII possèdent des cordonnées 

factorielles proches alors que P. flu affiche plutôt des proximités avec les souches P.frag 1 et 

P. frag 2. 

Concernant les 3 biovars de P. putida ( P.put, P.putA, P.putB), le constat suivant a pu être 

fait : les biovars sont nettement séparés notamment selon l’axe F1. Cependant, si P.put B et 
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P.put affichent des proximités, ils sont nettement éloignés de la souche P.put A qui se 

positionne plutôt à proximité des souches P.fluB, P.fluIII et P.flu F. 

Ces résultats mettent en avant le fort pouvoir discriminant de la méthode et confirment par 

ailleurs l’hétérogénéité de ces deux dernières espèces telle qu’observée par de nombreux 

auteurs (Ait Tayeb et al., 2005, Anzai et al., 2000, Bossis et al., 2000). 

Afin de mieux visualiser la distribution des souches et les groupes qu’elles forment, une 

analyse par classification hiérarchique ascendante a été menée tel que décrit en « Matériel et 

Méthodes ». La classifications hiérarchique a été réalisée sur les spectres normalisés des 37 

souches de référence en utilisant la méthode de ward et la distance euclidienne. Les résultats 

ont été visualisés sous forme d’un dendrogramme (Figure 20). 

Cette représentation permet de visualiser la bonne séparation des souches mais met 

également en évidence les « erreurs » de positionnement. Ces spectres mal positionnés (car 

non similarité des 3 spectres obtenus à partir d’une même souche) concernent des souches de 

P. lundensis, P. taetrolens, P. stutzeri, P. mendocina, P. agarici, P. alcaligenes et sont 

signalées par une flèche bleue. Nous n’avons pas d’explication pertinente à avancer pour ces 

positionnements qui ne représentent que 5 % d’erreur sur la totalité des données. Les 2 

souches de P. chlororaphis sont proches et il en est de même pour les 2 souches de P. 

syringae. Par contre l’hétérogénéité au sein des groupes de P. putida et P. fluorescens telle 

qu’observée par AFD a été confirmée. Par ailleurs, ce traitement a permis de mettre en 

évidence une distance non négligeable entre les souches de P. fragi et également entre les 

souches de P. stutzeri alors que cette distance n’avait pas été décelée par AFD. Ces résultats 

sont très cohérents avec ceux qui décrivent l’énorme diversité qui règne au sein de ces deux 

taxons (Porteous et al., 2002) et surtout la proximité non parfaitement élucidée qui existe 

entre P. stutzeri et P. mendocina, P. alcaligenes, P. pseudoalcaligenes, et P. balearica 

(Lalucat et al., 2006). 
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Figure 20 : Dendrogramme de CHA réalisé à parties des données spectrales recueillies 

en fluorescence synchrone (∆λλλλ de 30 nm) à partir des 37 souches de référence. 
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Pour illustrer le positionnement de ces groupes dans la carte factorielle de l’AFD, nous 

avons renommé les souches selon leur distribution dans les différents groupes (RefGA, 

RefGB, RefGC), ainsi qu’en sous groupes, comme cela est présenté en figure 21  
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Figure 21 : Positionnement des groupes et sous-groupes RefGA ( A1, A2, A3), RefGB 

(B1,B2), RefGC définis d’après la classification hiérarchique construite sur la base de 

l’AFD réalisée sur les données spectrales (∆λλλλ de 30 nm) de 37 souches de référence. 

Le groupe RefGA a pu être séparé en 3 sous-groupes définis comme suit :  

RefGA 1 : P.stu1, P.lun, P.tae, P.put, P.frg1, P.chl1, P.psalc, P.flu, P.frg2, P. mendocina, 

P. alcaligenes, P. mentelii, P. orientalis, P. cichorii, P. agarici, P. marginalis, P.stu2, P.putB, 

P. syringa-syr, P. syringa-tom, P.chl2, P. savastanoi. 

RefGA 2 : X. campestris, S. maltophilia. 

RefGA 3 : B. cep 

Le groupe RefGB a pu être distingué en 2 sous-groupes : 

RefGB1 : P. synxantha, P. resinovorans, P. fluB, P. libanensis, P. migula, P. aurantiaca, 

P. fluIII, P. putA. 
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RefGB2 : P. fluF, P. mosselii.  

Le groupe RefGC comprenait P. verronii, P. viridiflava 

La distribution des souches dans les différents groupes montre une fois de plus 

l’hétérogénéité des souches de Pseudomonas fluorescens et Pseudomonas putida. Ainsi P.flu, 

P.put et P.putB sont dans le groupe RefGA 1 tandis que P.fluB, P.fluIII et P.putA sont dans le 

groupe RefGB1 et enfin P.fluF est dans RefGB2. Il faut également noter que les trois souches 

X. campestris, S. maltophilia et B. cepacia apparaissent dans le groupe RefGA mais nettement 

séparées des Pseudomonas stricto-sensu de ce groupe, X. campestris et S. maltophilia étant 

assemblées en RefGA2. Pour mémoire ces trois genres étaient autrefois affiliés au groupe des 

Pseudomonas et l’analyse des ARN 16S a conduit à leur redistribution au sein de taxons non 

Pseudomonas. Burkholderia cepacia est désormais positionné au sein des Betaproteobacteria, 

tandis que l’espèce P. maltophilia initialement assignée au genre Xanthomonas par P. De Vos 

(De Vos et De Ley, 1983) a été reclassée dans le genre Stenotrophomonas (Palleroni et 

Bradbury, 1993) qui appartient désormais à la sous classe γ-β des Proteobacteria.  

Le clustering que nous obtenons à partir des données recueillies par spectroscopie de 

fluorescence synchrone (∆λ de 30 nm) est donc parfaitement cohérent avec celui 

généralement admis pour ces micro-organismes. 

Les figures en annexe 1 et 2 explicitent le positionnement de ces groupes en utilisant ces 

codes de classement évoqués plus haut sur la carte factorielle résultant de l’AFD menée sur 

chaque groupe individuellement. 

Pour tenter d’aller plus loin dans l’analyse des données, les spectres moyens des différents 

groupes et sous-groupes ont été tracés.  

En figure 22 sont présentés les spectres moyens des groupes RefGA, RefGB et RefGC. 
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Figure 22 : Spectres moyens des trois groupes RefGA, RefGB et RefGC définis par CHA 

à partir des données recueillies par spectroscopie de fluorescence synchrone (∆λλλλ de 30 

nm) depuis les 37 souches de référence. 

Ces spectres représentent les spectres d’excitation synchrone entre 250 et 500 nm avec un 

décalage constant de ∆λ de 30 nm. La longueur d’onde d’émission précisée sur les graphiques 

a été obtenue comme suit : λem = λexc + ∆λ. 

D’un premier abord, on observe que les formes des spectres varient nettement d’un groupe 

à l’autre. Le spectre moyen du groupe RefGA est caractérisé par un maximum vers 306 nm 

(intensité de fluorescence vers 0.14). Ce pic existe également pour les spectres des autres 

groupes mais son intensité est moindre pour RefGB (intensité de fluorescence vers 0.07) et 

pour RefGC (intensité de fluorescence vers 0.06). Le spectre de RefGA est également 

caractérisé par un pic large (ou épaulement ) vers 351 nm.  

Le spectre moyen du groupe RefGB présente un pic vers 306 nm (intensité vers 0,8), un 

épaulement vers 350 nm, et second pic vers 418 nm qui présente quant à lui, une forte 

intensité de fluorescence (vers 0,15). 
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Enfin le spectre du groupe RefGC présente le même premier pic que les spectres des deux 

autres groupes à 306 nm, un second pic à forte intensité vers 376 nm qui n’apparaît pas pour 

les autres groupes et enfin un net épaulement vers 418 nm. 

La figure 23 présente les spectres moyens obtenus à partir des souches appartenant aux 

sous-groupes RefGA1, RefGA2 et RefGA3. 
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Figure 23 : Spectres moyens des trois sous-groupes RefGA1, RefGA2, RefGA3 définis 

par CHA à partir des données recueillies par spectroscopie de fluorescence synchrone 

(∆λλλλ de 30 nm) depuis les 37 souches de référence. 

Une fois de plus l’allure des spectres est très nettement différente : Le spectre moyen des 

souches du groupe RefGA1 est caractérisé par un maximum 304 nm (intensité de 

fluorescence vers 0,145) et un épaulement vers 356 nm. Le spectre moyen des souches du 

groupe RefGA2 (pour les souches X. campestris, S. maltophilia) est caractérisé par un 

maximum vers 307 nm (intensité de fluorescence vers 0,14) et par un autre pic vers 345 nm 

mais avec intensité de fluorescence moins élevée. Enfin concernant le sous-groupe de RefGA 

3 (B. cepacia), son spectre moyen est caractérisé par un maximum vers 303 nm ( intensité de 

fluorescence 0,1 ) et un épaulement vers 350 nm qui remonte vers un autre pic vers 479 nm. 

Les spectres moyens des sous-groupes RefGB1 et RefGB2 sont présentés en annexe 3. De 

la même façon que décrit précédemment, leurs spectres varient nettement. 
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Sur la figure 24 sont présentés les spectres moyens des 3 souches de P. putida : P.put, 

P.putB et P.putA. Cette figure permet de visualiser nettement l’hétérogénéité mainte fois 

décrite pour les Pseudomonas putida. Le spectre de la souche P.putA se distingue nettement 

des deux autres par un pic de forte intensité dans la région de 414 nm. 
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Figure 24 : Spectres des trois souches de P. putida recueillies par spectroscopie de 

fluorescence synchrone (∆λλλλ de 30) 

Pour comparaison, les spectres des 4 souches de Pseudomonas fluorescens sont présentés 

sur la figure 25. Là encore, l’hétérogénéité des souches est visualisée. La proximité 

taxonomique entre la souche P.putA et les souches de P. fluorescens P.flub et P.fluIII trouve 

son explication en la présence d’un même pic dans la région de 415-417 nm. 
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Figure 25 : Spectres des quatre souches de P. fluorescens recueillies par spectroscopie de 

fluorescence synchrone (∆λλλλ de 30) 

Pour préciser les positionnements et les relations entre les souches, deux autres AFD ont 

été réalisées sur les données spectrales recueillies à partir des souches des groupes RefGA et 

RefGB séparément (le groupe RefGC n’étant composé que de deux souches a été excu de 

cette étude). Concernant le groupe RefGA, l’AFD a été réalisée sur les 10 premières 

composantes principales de l’ACP menée sur les spectres de fluorescence synchrone des 

souches de ce groupe. Avant d’appliquer l’AFD 25 groupes ont été crées correspondant aux 

25 souches qui construisent la groupe RefGA (X. campestris, P.stu1, P.lun, P.tae, P.put, 

P.frg1, S. maltophilia, P.chl1, P.psalc, P.flu, B.cep, P.frg2, P. mendocina, P. alcaligenes, P. 

mentelii, P. orientalis, P. cichorii, P. agarici, P. marginalis, P.stu2, P.putB, P.syringa-syr, 

P.syringa-tom, P.chl2, P.savastanoi.). Les résultats de la matrice de confusion pour 

l'échantillon d'estimation de l’AFD montrent une discrimination de 100 %, tandis que les 

résultats de la validation croisée réalisée à partir de l’AFD montrent 97.3 % de discrimination. 

Deux spectres ont été mal classés l’un affilié à P.stu1 a été considéré comme P. marginalis, et 

l’autre affilié à P.lun a été aussi considéré comme P. marginalis. 

Nous n’avons pas d’explication pour ces mauvais positionnements qui peuvent résulter 

d’une simple erreur de manipulation. 
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II.2. Fluorescence synchrone en ∆λλλλ de 70 nm 

Nous avons mené des analyses similaires sur les données spectrales recueillies par 

spectroscopie de fluorescence synchrone avec un ∆λ de 70 nm.  

La logique suivie a été celle décrite précédemment et ne sera pas détaillée ici. La plupart 

des graphiques générés par l’analyse sont renvoyés en annexe. 

L’analyse factorielle discriminante des 37 souches a été réalisée à partir des 10 premières 

composantes principales résultantes de l’ACP appliquée sur les spectres de fluorescence 

synchrone à ∆λ de 70 nm. La figure 26 représente la carte factorielle selon les deux premières 

facteurs F1 et F2: 
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Figure 26 : Carte factorielle de l’AFD réalisée sur les données spectrales de 37 souches 

de référence recueillies par spectroscopie de fluorescence synchrone (∆λλλλ de 70 nm) 

Une division nette des souches en deux groupes séparés sur l’axe F1 qui représente 51,08 

% de la variance totale est observée, tandis que les souches suivantes restent groupés selon les 

deux axes : P.psalc, P.stu1, P.lun, P.tae, P.put, P.frg1, P.flu, P.frg2, P. mentelii, P. orientalis, 
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P. cichorii, P. mendocina, P. alcaligenes, P. agarici, P. syringa-syr, P. marginalis, P.stu2, 

P.putB . Leur séparation est cependant nettement améliorée selon l’axe F3 qui représente 11,2 

% de la variance totale (résultats non présentés). 

Même si le graphique ne donne qu’une vision partielle des distances entre souches, les 

résultats générés par la matrice de confusion montrent 100 % de bonne classification pour 

l'échantillon d'estimation, alors que les résultats de la validation croisée résultant de l’AFD 

ont montré 99,1 % de bonne classification ( un spectre de P.frg1 a été considéré comme 

P.put). 

Si l’on s’intéresse plus précisément aux souches de référence pour lesquelles plusieurs 

biovars ou biotypes étaient inclus dans notre analyse (figure en annexe 5), on constate la 

même hétérogénéité au sein des P. fluorescens et P. putida que constaté précédemment. Les 

souches de P. chlororaphis apparaissent cependant plus distinctes selon l’axe F1 qui présente 

51,08 % de la variance totale. 

Les résultats sont globalement similaires à ceux obtenus par recueil des données en 

spectroscopie de fluorescence avec un ∆λ de 30 nm.  

L’analyse par classification hiérarchique ascendante réalisée tel que décrit dans le 

paragraphe précédent (voir figure en annexe 5) apporte globalement les mêmes informations 

que celles recueillies en fluorescence synchrone à un ∆λ de 30 nm. Curieusement, seulement 

3 spectres sont mal positionnés et ne correspondent pas (sauf P. agarici) à ceux observés en 

fluorescence à ∆λ de 30 nm. Une fois de plus nous n’avons d’explication à proposer si ce 

n’est une erreur de manipulation. 

La répartition des souches en trois groupes principaux RefGA(70), RefGB(70) et 

RefGC(70) est similaire à celle décrite pour les données recueillies en fluorescence synchrone 

à ∆λ de 30 nm (voir figure en annexe 5). 

Par contre la répartition en sous groupes a été quelque peu différente.  

Remarque : les règles de codage des souches sont similaires à celles adoptées 

précédemment. 
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RefGA(70) comprenait 3 sous groupes : 

RefGA1(70) : P.stu1, P.lun, P.tae, P.put, P.frg1, P.psalc, P.flu, P.frg2, P. mendocina, P. 

alcaligenes, P. mentelii, P. orientalis, P. cichorii, P. agarici, P. marginalis, P.stu2, P.putB, 

P.syringa-syr, P.syringa-tom, P.chl2, P. savastanoi. 

RefGA2 (70) : X. campestris, S. maltophilia. 

RefGA3 (70): B.cep, P.chl1. 

RefGB(70) comprenait 2 sous-groupes 

RefGB1(70) : P. synxantha, P.fluF, P. mosselii, P. libanensis, P. migula,  

RefGB2(70): P. resinovorans, P.fluB, P. aurantiaca, P.fluIII, P.putA. 

Et RefGC(70) comprenait les souches P. verronii, P. viridiflava,  

Comme il a été remarqué avec les spectres à ∆λ de 30 nm, les souches des espèces P. 

fluorescens et P. putida se répartissent entre les différents sous groupes, puisque l’on trouve 

P.flu, P.put et P.putB dans RefGA1(70), P.fluB, P.fluIII et P.putA dans RefGB2(70), et enfin 

P.fluF dans RefGB1(70). Ce clustering est tout à fait cohérent avec celui observé 

précédemment. La seule différence notable observée concerne le positionnement de l’une des 

2 souches de P. chlororaphis (P.chl1) qui affiche ici des proximités avec la souche de 

Burkhloderia cepacia RefGA3 (70) (figure en annexe 6).  

Comme dans le paragraphe concernant les données recueillies en fluorescence synchrone 

à ∆λ de 30 nm, nous avons cherché à préciser les longueurs d’onde discriminantes en 

analysant les spectres moyens des isolats au sein de chaque groupe et sous-groupe. 

Les spectres moyens des souches des groupes RefGA (70), RefGB(70) et RefGC(70) sont 

présentés en annexe 7. 

Les spectres moyens des souches des sous-groupes RefGA1(70), RefGA2 (70), et 

RefGA3(70) sont présentés en annexe 8. 

Les spectres moyens des souches des sous-groupes RefGB1(70) et RefGB2 (70) sont 

présentés en annexe 9. 
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Pour comparer avec les données acquises à ∆λ de 30 nm, les spectres d’excitation 

synchrone (∆λ de 70 nm) générés à partir des 3 souches de P. putida ont été présentés sur un 

même graphique (Figure 27). 
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Figure 27: Spectres des trois souches de P. putida recueillies par spectroscopie de 

fluorescence synchrone (∆λλλλ de 70 nm) 

On retrouve la même différence flagrante entre la souche P.putA et les autres souches. 

Cette différence provenant principalement du pic à forte intensité présente vers 402 nm et de 

l’absence d’épaulement vers 372 nm observé pour les autres souches. Les longueurs d’onde 

des maxima et épaulements sont légèrement décalés par rapport à celle observées par ∆λ de 

30 nm. 

Concernant les spectres des 4 souches de P. fluorescens (P.flu, P.fluF,  P.fluB, P.fluIII), 

les observations sont similaires à celles décrites en ∆λ de 30 nm, à savoir de nettes différences 

entre les allures des spectres et un même pic à 402 nm que celui observé pour P.putA , pic 

dont la présence pourrait expliquer la proximité taxonomique entre ces souches (figure 28).  
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Figure 28 : Spectres des quatre souches de P. fluorescens recueillies par spectroscopie de 

fluorescence synchrone (∆λλλλ de 70 nm) 

Comme dans le paragraphe précédent, pour préciser les positionnements et les relations 

entre les souches, deux autres AFD ont été réalisées sur les données spectrales recueillies à 

partir des souches des groupes RefGA(70) et RefGB(70) séparément (le groupe RefGC(70) 

n’étant composé que de deux souches a été exclu de cette étude). Concernant le groupe 

RefGA, l’AFD a été réalisé sur les 10 premières composantes principales de l’ACP réalisée 

sur les spectres de fluorescence synchrone des souches de ce groupe. Avant d’appliquer 

l’AFD 25 groupes ont été crées correspondant aux 25 souches qui construisent la groupe 

RefGA(70) (X. campestris, P.stu1, P.lun, P.tae, P.put, P.frg1, S. maltophilia, P.chl1, P.psalc, 

P.flu, B.cep, P.frg2, P. mendocina, P. alcaligenes, P. mentelii, P. orientalis, P. cichorii, P. 

agarici, P. marginalis, P.stu2, P.putB, P.syringa-syr, P.syringa-tom, P.chl2, P. savastanoi.). 

Les résultats de matrice de confusion pour l'échantillon d'estimation de l’AFD montrent une 

discrimination de 100 %, tandis que les résultats de la validation croisée de l’AFD montrent 

97,3% de discrimination ; un spectre a été mal classé, il s’agit d’un P.frg1 considéré comme 

P.put. 

Nous n’avons pas d’explication pour ces mauvais positionnements qui peuvent résulter 

d’une simple erreur de manipulation. 
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Les cartes factorielles réalisées sur la base des données spectrales recueillies à partir des 

souches des groupes RefGA(70) et RefGB(70) sont présentées en annexes 10 et 11. 

II.3. Conclusion 

Depuis l’avènement des méthodes moléculaires, de nombreux auteurs ont cherché à 

préciser la taxonomie des Pseudomonads (Palleroni et al., 1973, Kersters, 1996) en 

s’appuyant d’abord sur l’analyse de l’hybridation ARNr-ADN puis des séquences des ARN 

16S. Ces travaux ont permis, entre autres de délimiter le genre Pseudomonas stricto-sensu et 

de repositionner diverses espèces au sein des Gammaproteobacteria (De Ley, 1992, De Vos et 

De Ley, 1983, De Vos et al., 1985, De Vos et al., 1989). Mais ces méthodes ont montré leurs 

limites et de nombreux auteurs se sont attachés à rechercher des marqueurs plus pertinents 

(Ait Tayeb et al., 2005, Anzai et al., 2000, Anzai et al., 1997, Bennasar et al., 1996, 

Christensen et al., 1994, De Vos et al., 1998, Moore, 1996, Yamamoto et Harayama, 1998, 

Yamamoto et al., 2000). 

Leurs résultats ont confirmé ou infirmé les résultats décrits précédemment. Par exemple 

en s’appuyant sur les séquences des gènes gyrB et rpoD, Yamamoto et collaborateurs 

(Yamamoto et al., 2000) ont construit un arbre phylogénique des espèces très différent de 

celui basé sur l’analyse des ARN 16S. Dans une autre étude s’appuyant sur le gène codant 

pour la protéine membranaire oprF, l’équipe de S. Barray a analysé 69 isolats et souches de 

référence de Pseudomonas et a présenté une approche assez différente de celle proposée par 

les autres auteurs. Ainsi, il apparaît nettement que la taxonomie des Pseudomonas et flores 

apparentées est loin d’être finalisée et de nombreuses espèces sont encore taxonomiquement 

extrêmement hétérogènes (Bodilis et Barray, 2006). 

Les résultats que nous avons obtenus par analyse de souches de référence en fluorescence 

synchrone (∆λ de 30 et de 70 nm) sont, dans leur globalité, cohérents avec ceux générés par 

analyse génomique. Par exemple, l’hétérogénéité des espèces P. fluorescens et P. putida et la 

proximité de certains de leurs biovars telle que nous l’avons décrite est en accord avec les 

constatations de nombreuses équipes (Bossis et al., 2000, De Vos et al., 1998, Hilario et al., 

2004, Yamamoto et al., 2000). A titre d’exemple, Moore et ses collaborateurs (Moore, 1996) 

ont délimité la lignée des P. fluorescens en y incluant les espèces P. fluorescens, P. 

aureofaciens, P. chlororaphis, P. marginalis, P. tolaasi et P. viridiflava, mais il régnait le 

même degré d’hétérogénéité au sein des l’espèce P. fluorescens qu’entre les différentes 

espèces de la lignée. Plus précisément, P. fluorescens peut être séparé en un certain nombre 
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de biotypes A, B, C, F et G également été nommés biovars I, II, III, IV et V, (Palleroni, 1984). 

Il est généralement admis que le biotype G est hétérogène. Au moins une partie des membres 

du biotype G peut être considéré comme Pseudomonas tolaasii (Vancanneyt et al., 1996), 

tandis que le biotype B a intégré Pseudomonas marginalis (Arnaut-Rollier et al., 1999), les 

biotype D et E ayant accueilli Pseudomonas chlororaphis et Pseudomonas aureofaciens (ce 

dernier étant un synonyme subjectif de Pseudomonas chlororaphis (Johnson, 1989). Le 

biotype C détient une position taxonomique jusqu'ici anonyme, selon les hybridations ADN-

ADN (Brosch, 1996), et au moins quelques souches du biotype F peuvent être couvertes par 

Pseudomonas lini (Delorme et al., 2002). Il faut également noter qu’un nombre important de 

nouvelles espèces de Pseudomonas ont été décrites durant la dernière décennie (Dabboussi et 

al., 1999, Reddy et al., 2004, Verhille et al., 1999) comme étant membres de P. fluorescens, 

rendant encore plus dramatique la confusion taxonomique de ce groupe. 

Les résultats de classification que nous avons obtenus par traitement des données 

spectrales recueillies en fluorescence sont particulièrement intéressants dans la mesure où ils 

apparaissent corrélés aux données globales résultants des analyses génomiques. Ils apportent 

par ailleurs un éclairage nouveau sur la proximité de certaines souches. Le recueil de ces 

données est particulièrement rapide et dans les conditions de l’expérimentation, leur 

traitement statistique aisé et rapide. 

Ces traitements ne permettent pas encore d’ouvrir « la boite noire » que constitue le 

spectre enregistré par excitation en fluorescence d’un micro-organisme. Cependant, il est 

possible d’identifier très rapidement les longueurs d’onde discriminantes ou au contraire 

similaires pour les souches étudiées. La caractérisation des composés à l’origine de ces pics 

d’émission semble à priori complexe mais possible. 
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III. Identification des isolats  

Comme précisé dans le chapitre « Matériel et Méthodes » toutes les souches présentées 

dans ce chapitre proviennent de différents prélèvements réalisés sur une journée dans un 

abattoir. L’objectif de l’analyse était de d’une part : (i) de comparer les données spectrales 

recueilles pour ces souches à celles des 37 souches de référence présentées précédemment et, 

d’autre part (ii) de comparer le positionnement taxonomique de ces souches à celui obtenu en 

galerie API 20 NE et / ou par PCR (au niveau du genre). Tous les isolats ayant, par ailleurs, 

été caractérisés en coloration de Gram, par test oxydase et par test d’assimilation fermentaire 

du glucose. 

III.1. Comparaison des données spectrales recueillies en spectroscopie 

de fluorescence synchrone (∆λλλλ de 30 nm) par lecture directe des colonies à 

l’aide d’une fibre optique 

Pour précision, trois différents spectres ont été réalisés pour chaque isolat à partir de trois 

différentes colonies. 

Dans un premier temps, toutes les données spectrales recueillies à partir des isolats ont été 

regroupées dans une même matrice. C’est à partir de cette matrice qu’une classification 

hiérarchique ascendante a été réalisée selon la méthode de Ward et la distance euclidienne 

(figure non présentée). L’objectif a été d’établir une typologie des données spectrales (les 

souches) et donc une première visualisation de leur répartition en clusters et sous-clusters. 

Ainsi, les isolats ont montré une répartition en 2 groupes principaux dits groupe A et groupe 

B. 

Le groupe A (atelGA) contenait 46 isolats codés comme suit : AB, AM, AV, BA, BQ, 

EA, EB, EI, EJ, EK, EN,. AD, AE, AQ, AR, BB, BC, BL, CG, CV, DH, DM, DO, DV, EM, 

EO, W.AH, AI, AJ, AT, AZ, B, BE, BG, BK, BN, CL, DD, DJ, DW, E, EP, N, T,.AK, AY, Q 

Le groupe B (atelGB) contenait les 12 isolats restants codés comme suit : AL, AN, BP, 

BY, CI, CQ, CY, DF, DQ, DS, M, Z. 

Sur la figure suivante (figure 29) sont présentés les spectres moyens de ces deux groupes : 
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Figure 29: Spectres moyens des deux groupes d’isolats (atelGA, atelGB) segmentés par 

classification heriarchique ascendante. 

On constate effectivement une nette distinction entre les spectres moyens des deux 

groupes et un profil particulier des souches du groupe B qui présentent 2 maxima localisés à 

306 nm et 423 nm. 

Le clustering du Groupe A a permis de distinguer 5 sous groupes répartis comme suit : 

atelGA1: AB, AM, AV, BA, BQ, EA, EB, EI, EJ, EK, EN. 

atelGA2: AD, AE, AQ, AR, BB, BC, BL, CG, CV, DH, DM, DO, DV, EM, EO, W. 

atelGA3: AH, AI, AJ, AT, AZ, B, BE, BG, BK, BN, CL, DD, DJ, DW, E, EP, N, T. 

atelGA4: AK 

atelGA5: AY, Q 

Leurs spectres moyens sont présentés ci-après (figure 30) : 
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Figure 30 : Spectes moyens des sous-groupes du groupe A (atelGA1, A2, A3, A4, A5) 

segmentés par classification hiérarchique ascendante 

Les spectres des souches du groupe atelGA5 se distinguent des autres par un épaulement 

marqué à 347 nm. Ces spectres correspondent à des isolats qui ont par la suite été identifiés en 

tant que Stenotrophomonas maltophilia par spectroscopie de fluorescence. 

Le clustering du Groupe B a permis de distinguer 5 sous groupes répartis comme suit : 

AtelGB1: AL, BY, CI, DF, DQ, DS, M. 

AtelGB2: AN, BP, CQ, CY, Z. 

La figure 31 présente les spectres moyens de ces sous-groupes 
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Figure 31 : Spectres moyens des sous-groupes du groupe B (atelGB1, B2) segmentés par 

classification hiérarchique ascendante 

Globalement, ces spectres semblent similaires notamment quant à la position de leurs 

maxima ; les différences semblant résider dans l’intensité de l’excitation au niveau de ces 

maxima. 

Cette première approche ne permet pas, bien entendu, une identification des isolats, mais 

elle permet une visualisation de la diversité des souches étudiées et leur regroupement en 

clusters qui semblent caractérisés par une proximité taxonomique comme le confirment les 

résultats présentés ci-après. 

III.1.1. Comparaison des données spectrales recueillies pour les 58 isolats 

à celles recueillies, dans les même conditions, à partir des 37 souches de référence 

L’ensemble des données spectrales recueillies à partir des isolats et des souches de 

référence ont été regroupées en une seule matrice sur laquelle a été menée une analyse en 

composantes principales. Les dix premières composantes principales ont été retenues pour 

mener l’analyse factorielle discriminante. Les données des souches types ont constitué les 

observations principales alors que les données des isolats constituaient les observations 

supplémentaires. Dans ces conditions, les données recueillies sur les isolats sont considérées 

comme des observations et ne contribuent pas au modèle de départ. 
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Les résultas sont présentés dans le tableau ci-après qui donne, par ailleurs, les résultats 

d’identification obtenus par galerie API 20 NE et PCR ainsi que les résultats de quelques tests 

de caractérisation des isolats. 

Tableau 4 : Résultats comparés d’identification d’isolats de Pseudomonads par PCR, 

API 20 NE et spectroscopie de fluorescence synchrone 

Souches 
atel1 

Gram Oxydase Fermentation 
du Glucose 

Api20NE PCR Résultats de 
spectroscopie de 

fluorescence 

observations 

B - + - 0347455: Non-ID Pseudomonas P.agarici 3/3 

E - + - 1143557 : Non-ID mais 1143555 : P.fluorescens Pseudomonas P.flu 3/3 

M - + - 1156555: P.fluorescens 49.1%, P.pseudomallei Pseudomonas P.fluIII 3/3 

N - + - 0340455 : Non-ID Pseudomonas P.frg1 3/3 

Q - - - 1452341: X.malthophilia Exc.Ident  Non-Pseudomonas S.maltophilia 3/3 

T - - - 0047441: P.Chlororaphis faible discrimination Pseudomonas P.frg2 3/3 

W - - - 0047455: P.chlororaphis Pseudomonas P.frg2 3/3 

Z - + - 0147555: P.fluorescens  Pseudomonas P.fluF 3/3 

AB - + - 0000063 : Bordetella avium, tr.b.ide Non-Pseudomonas P.chl2 3/3 

AD - - - 0040445: Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3 

AE - + - 01341555 : Non-ID Non-Pseudomonas P.frg2 3/3 

AH - + - 0347455 : Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3 

AI - + - 0157555 : P.fluorescens Pseudomonas P.frg2 (lun) 3/3 

AJ - + - 0351455 : Non-ID Pseudomonas P.frg1 3/3 

AK - + - 0047651 : Flavi.oryzihabitas Non-Pseudomonas P.frg2 3/3 

AL - - - 1156555 : P.fluorescens Pseudomonas P.fluIII 3/3 

AM - + - 0040405 : Non-ID  Pseudomonas P.mentelii 3/3 

AN - + - 1156555 : P.fluorescens Non-Pseudomonas P.fluIII 3/3 

AQ - + - 0346455 Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3 

AR - + - 0141455: P.putida. Pseudomonas P.put 3/3 

AT - + - 0151455 : Non-ID mais 0152455 : 
P.fluorescens. 

Pseudomonas P.flu 3/3 

AV - + - 0341455 : Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3 

AY - + - 0470345 :X.maltophilia Non-Pseudomonas S.maltophilia 3/3 

AZ - + - 0041445: P.pickettii (68%), P.putida: (14%); 
 0041447 : P.putida (très bonne ID au genre) 

Pseudomonas P.flu 3/3 

BA - + - 0042555 : P.fluorescens Pseudomonas P.flu 3/3 

BB - + - 0041445: P.pickettii (68%), P.putida: (14%); 
 0041447 : P.putida (très bonne ID au genre) 

Pseudomonas P.mentelii 3/3 

BC - + - 0141445 : P.putida Pseudomonas P.frg2 3/3 

BE - + - 1241465: P.picketti Non-Pseudomonas P.frg2 3/3 

BG - + - 0145455: P.fluorescens 50.1%, P.putida  Pseudomonas P.frg2 3/3 

BK - + - 0142455: P.putida ; 0142555 P.fluorescens Pseudomonas P.flu 3/3 

BL - + - 0347455 : Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3 

BN - + - 0347455 : Non-ID Pseudomonas P.frg1 3/3 

BP - + - 0157475: P.fluorescens Pseudomonas P.fluIII 3/3 
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BY - + - 1156575 : P.pseudomallei 
(Très bonne ID au genre) ;1156555 
P.fluorescens 

Pseudomonas P.fluIII 3/3 

BQ - + - 0157555 : P.fluorescens Pseudomonas flu 3/3 

CG -  - 0342455 :Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3 

CI - + - 1156555 : P.fluorescens Pseudomonas P.fluIII 3/3 

CQ -- + - 1156575 : P.pseudomalli 
 (Très bonne ID au genre);1156555 
P.fluorescens 

Pseudomonas P.migula 3/3 

CV - + - 0343445 : Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3 

CY - + - 1156557: P.pseudomallei Pseudomonas P.mosselii 2/3mosselii 
1/3fluIII 

DD - + - 0147455: P.fluorescens Pseudomonas P.flu 3/3 

DF - + - 1156575 : P.pseudomallei  
(Très bonne ID au genre) ;1156555 
P.fluorescens 

Pseudomonas P.fluIII 3/3 

DH - + - 0157555 : P.fluorescens Pseudomonas P.flu 3/3 

DJ - + - 1140455: P.mendocina Pseudomonas P.mendocina 3/3 

DO - + - 0341455 :Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3 

DQ - + - 1156555: P.fluorescens 49.1%, 
 P.pseudomallei 22.7%. 

Pseudomonas P.fluIII 3/3 

DS - + - 1156575 : P.pseudomalli 
(très bonne ID au genre) ;1156555 P.fluorescens 

Pseudomonas P.fluIII 3/3 

DV - + - 0043445 : P.chlororaphis Pseudomonas P.frg2 3/3 

DW - + - 0346455 : Non-ID  Pseudomonas P.frg2 3/3 

EA - + - 1146575 : Non-ID  Pseudomonas P.frg1 3/3 

EB - + - 1146575 : Non-ID  Pseudomonas P.frg1 3/3 

EI    1156575 : P.pseudomallei Pseudomonas P.agarici 3/3 

EJ - + - 0157555 : P.fluorescens Pseudomonas P.flu 3/3 

EK - + - 0157555 : P.fluorescens Pseudomonas P.flu2 3/3 

EM - + - 0156575 : Non-ID Pseudomonas P.lun 2/3lun 1/3 flu 

EN -  - 1156575 : P.pseudomallei  Pseudomonas P.marginalis 3/3 

EO - + - 1156575: P.pseudomalli Pseudomonas P.frg2 3/3 

EP -- + - 5341455 : Non-ID Pseudomonas P.frg1 3/3 

 
 
 

III.1.2. Identification au niveau du genre  

Par API 20 NE, des 58 souches, 4 ont été identifiées comme Non-Pseudomonas : Q et 

AY qui sont considérés comme des Xanthomonas maltophilia (renommé désormais 

Stenotrophomonas) , AB en tant que Bordetella avium, et enfin, AK comme Flavbacterium 

oryzihabitans. 54 souches ont été identifiées en tant que Pseudomonas ou Non identifiées. 

Par PCR : des 58 souches, 7 ont été identifiées comme Non-Pseudomonas. 4 des ces 

souches étaient celles déjà identifiées en Non-Pseuodomonas par API 20 NE. Les trois autres 

souches consistaient en AE, Non-identifiée par API 20 NE, AN identifiée en tant que P. 
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fluorescens par API 20 NE et BE identifiée en tant que P. picketti par API 20 NE. Concernant 

cette dernière souche, il convient de préciser que cette espèce a été reclassée en tant que 

Rastolnaria récemment. Finalement 51 souches ont été identifiées en tant que Pseudomonas. 

Par spectroscopie de fluorescence : deux souches ont été identifiées en tant que Non-

Pseudomonas : les isolats Q et AY. Il s’agit, dans les 2 cas, de souches identifiées en tant que 

S. maltophilia par API 20 NE et exclues du genre Pseudomonas par PCR. 56 souches ont été 

identifiées en tant que Pseudomonas. La souche AN a été identifiée comme Pseudomonas 

(fluorescens) par la spectroscopie de fluorescence et API 20 NE mais cette souche n’était pas 

identifiée par PCR en tant que Pseudomonas ; Cette différence peut être liée à un résultat 

erroné par PCR ou une erreur de manipulation.  

III.1.3. Identification au niveau de l’espèce 

Il faut noter en premier lieu que l’identification des isolats au niveau de l’espèce n’a été 

réalisée que par le système API 20 NE tout simplement car la recherche d’amorces 

spécifiques pour PCR pour chaque espèce n’était pas possible dans le temps imparti et ne 

faisait d’ailleurs pas partie de nos objectifs. 

Parmi les parmi les 58 isolats testés par le système API 20 NE, 21 n’ont pas pu être 

identifiées. Des 37 autres, 15 l’ont été en tant que P. fluorescens, 8 en tant que P. 

pseudomallei (désormais classé en tant que Burkholderia pseudomallei), 3 en tant que P. 

putida, 3 en tant que P. chlororaphis, 3 en tant que P. picketti (désormais classé en tant que 

Ralstonaria picketti), 2 en tant que X. maltophilia (désormais classé en tant que 

Stenotrophomonas maltophilia), 1 en tant que P. mendocina, 1 en tant que Bordetella avium, 

et enfin, 1 en tant que Flavi. oryzihabitans (Tableau 4). 

Le système automatisé d’identification API 20 NE s’est révélé de peu d’intérêt pour ces 

isolats qui ont probablement subi des pressions adaptatives complexes. Ce résultat est 

d’ailleurs cohérent avec celui déjà observé par de nombreux auteurs (Bosshard et al., 2006) et 

peu surprenant dans la mesure ou ce système n’intègre, dans sa base données actuellement 

commercialisée, que 14 espèces de Pseudomonas (P. aeruginosa, P. aureofaciens, P. 

chlororaphis, P. fluorescens, P. putida, P. mendocina, P. stutzeri, P. alcaligenes et P. 

pseudoalcaligenes, P. vesicularis, P. diminuta, P. paucimobilis, P. mesophilica et P. 

putrefaciens).  
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Par spectroscopie de fluorescence et en utilisant l’analyse factorielle discriminante pour le 

traitement des données et la comparaison des spectres d’isolats à ceux des souches de 

référence, toutes les souches sauf une ont pu être positionnées avec une cohérence pour les 3 

spectres enregistrés par souche (sauf pour la souche EM).  

Des 15 souches identifiées en tant que P. fluorescens par API 20 NE , 13 ont été 

identifiées en tant que P. fluorescens par spectroscopie de fluorescence, 1 en tant que P. 

lundensis et 1 en tant que P. fragi. Ce résultat est peu surprenant dans la mesure où ni P. fragi 

ni P. lundensis ne font partie des souches de référence de la base de données API 20 NE.  

Des 8 souches identifiées en tant que P. pseudomallei (en fait Burkholderia pseudomallei) 

par galerie API 20 NE, 3 qui présentaient le même profil métabolique (même code API 

1156575 et très bonne identification au genre mais présomptive au niveau d’espèce) ont été 

identifiées en tant que P. fluorescens biotype III par spectroscopie de fluorescence. Les 5 

autres ont été positionnées en tant que P. migula, P. mosselii, P. agarici, P. marginalis et P. 

fragi. Les résultats de spectroscopie de fluorescence semblent donc pertinents, d’autant que 

ces huit souches avaient été identifiées en tant que Pseudomonas spp. par PCR. Il convient 

tout de même de préciser qu’aucune des espèces migula, mosselii, agarici, marginalis et fragi 

ne sont pas intégrées dans les bases de référence API.  

Des 3 souches identifiées en tant que P. putida (3/58) par API 20 NE, une a été identifiée 

en tant que P. putida par spectroscopie de fluorescence, une en tant que P. fragi et une en tant 

que P. fluorescens.  

3 souches identifiées en tant que P. chlororaphis par API 20 NE, ont été identifiées par 

spectroscopie de fluorescence en tant que P. fragi.  

3 souches ont été identifiées en tant que P. picketti (reclassée en tant que Ralstonia 

pickettii) par API 20 NE. En fait, pour 2 d’entre elles, le code API proposait P. picketti à 68 % 

et P. putida à 14 % ; par spectroscopie de fluorescence, l’une a été identifiée en tant que P. 

fluorescens et l’autre en tant que P. mentelii, il faut noter que ces deux souches ont identifiées 

en tant que Pseudomonas spp. par PCR. La troisième souche a été identifiée en tant que P. 

fragi.  
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Les deux souches identifiées par API 20 NE en tant que Xanthomonas maltophilia ( 

reclassé en tant que Stenotrophomonas maltophilia) ont été identifiées en tant que 

Stenotrophomonas maltophilia par spectroscopie de fluorescence.  

Les souches identifiées en tant que P. mendocina, Bordetella avium et Flavibacterium 

oryzihabitans, par API 20 NE, et considérées comme Non-Pseudomonas par PCR ont été 

identifiées en tant que P. mendocina, P. chlororaphis et P. fragi respectivement par 

spectroscopie de fluorescence.  

Enfin, concernant les souches Non-identifiées par le système API 20 NE (21/58 souches), 

16 souches ont été identifiées spectroscopie de fluorescence en tant que P. fragi (P.frg1, 

P.frg2), 2 en tant que P. fluorescens, une en tant que P. agarici, une en tant que P. lundensis 

et une en tant que P.mentelii.  

Conclusion 
 

L’objectif de cette analyse était d’évaluer les potentialités de la spectroscopie de 

fluorescence synchrone (avec lecture directe des colonies par fibre optique) pour 

l’identification d’isolats préalablement caractérisés en tant que Pseudomonas ou apparentés 

par isolement sur milieu sélectif.  

Les résultats que nous avons obtenus sont très encourageants mais nous en présenterons 

d’abord les limites : 

• L’assignation d’un spectre d’isolat (ou plutôt de 3 spectres d’un isolat) à un 

groupe préformé correspondant aux spectres d’une souche de référence ne peut se conduire, à 

des fins de taxonomie, que sur la base de très larges bases de données qui comprennent toutes 

les espèces de référence d’un genre et tous les genres du groupe phylogénétique. Ces bases de 

données se doivent également d’intégrer des isolats représentatifs des niches écologiques des 

espèces étudiées. Or les Pseudomonads sont distribuées dans toute la nature, les sols et la 

rhizosphère de divers végétaux, dans des eaux douces ou marines et même dans les nuages. 

Ils sont présents dans la flore intestinale de l’homme et des animaux, et peuvent contaminer 

les denrées alimentaires et même les préparations pharmaceutiques, et possèdent un pouvoir 

adaptatif génétique et physiologique puissant. Nous ne nous sommes appuyés, dans cette 

étude préliminaire que sur une base de données très restreinte même si représentative des 

principales espèces isolées des ateliers carnés. Pour rappel, cette base est constituée de 37 
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souches de référence, dont 34 souches du genre Pseudomonas et 3 souches appartenant aux 

trois autres genres (Xanthomonas, Stenotrophomonas, Burkholderia). 

• Le logiciel de traitement des données spectrales s’est avéré être très limitant 

quant à la rapidité et au potentiel de comparaison des spectres. Il est très probable que des 

logiciels mieux adaptés, basées sur une approche en réseaux de neurones par exemple 

permettraient d’accroître la vitesse de traitement des résultats.  

• La validation de nos résultats devrait s’appuyer sur des méthodes fiables 

d’identification des isolats. Or à ce jour, concernant les Pseudomonads et plus précisément les 

espèces du groupe des Gammaproteobacteria, cette méthode n’existe pas (cf bibliographie). 

Nous avons néanmoins réalisé plusieurs essais pour identifier les souches au niveau de 

l’espèce par PCR en utilisant des amorces spécifiques décrites dans la littérature pour 

certaines espèces : les amorces SPSEFluF et SPSER (Scarpellini Mauro et al., 2004) pour P. 

fluorescens, les amorces putF, lunF, fraF et le gène carA en PCR multiplex pour les espèces 

P. fragi, P. lundensis et P. putida (Ercolini Danilo et al., 2007), (Hilario Elena et al., 2003). 

Malheureusement, malgré nos essais répétés, nous ne sommes pas parvenus à amplifier toutes 

les souches de référence des espèces concernées (P. fluorescens, P. putida, P. fragi et P. 

lundensis).  

Néanmoins et compte-tenu des limites précédemment évoquées, nos travaux présentent 

des résultats très encourageants.  

Dans tous les cas où les isolats étaient identifiés sans ambiguïté par galerie API, les 

résultats d’identification par spectroscopie de fluorescence se sont révélés cohérents. Ceci 

était le cas pour les souches AY et Q (S. maltophilia), DJ (P. mendocina), AR (P. putida), M, 

Z, AL, AN, BA, BP, BQ, CI, DD, DH, DQ, EJ, EK (P. fluorescens). 

La spectroscopie de fluorescence a également permis une identification au niveau des 

biotypes dans des cas où cela s’était avéré impossible par API et PCR. Ceci était net pour 

certaines souches de P. fluorescens et P . putida. A titre d’exemple, les souches M, AL, AN, 

BP, BY, DF, CI, DH, DQ et DS ont pu être identifiées en tant que P. fluorescens biotype III, 

tandis que la souche Z a été identifiée en tant que P. fluorescens biotype F et les souches E, 

AT, AZ, BA, BK, BQ, DD, DH, EJ et EK ont été identifiées en tant que P. fluorescens 

Biotype A.  
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Dans l’état actuel de nos données, la méthode que nous avons présentée ne peut être 

considérée comme une méthode alternative aux méthodes existantes mais comme une 

méthode complémentaire susceptible d’apporter très rapidement des informations quant aux 

proximités taxonomiques des souches.  

La méthode est précise répétable et extrêmement rapide pour l’acquisition des données 

spectrales. Elle ne requière aucun réactif ou additif et, sous réserve de construction de larges 

bases de données, pourrait présenter un intérêt certain pour le secteur hospitalier ou 

agroalimentaire des pays ayant difficilement accès aux réactifs de laboratoire. 

IV. Traçabilité microbienne  

Comme précisé dans le chapitre « Matériel et Méthodes » toutes les souches présentées 

dans ce chapitre proviennent de différents prélèvements réalisés sur une journée dans deux 

abattoirs. L’objectif de l’analyse était de d’une part : (i) de comparer les données spectrales 

recueilles dans les deux abattoirs (existe-t-il un microbisme d’atelier » ?) (ii) de comparer le 

données spectrales des isolats au sein d’un même atelier afin d’identifier l’origine de 

contamination des produits par les Pseudomonads. 

Les données spectrales ont été recueillies en spectroscopie de fluorescence synchrone (∆λ 

de 30 nm) par lecture directe des colonies à l’aide d’une fibre optique. 

IV.1. Microbisme d’atelier ? 

Pour cette analyse, les données spectrales correspondant à l’ensemble des isolats (133) 

analysés ont été réunies en une matrice puis analysés par ACP suivie d’une AFD. Avant 

d’appliquer l’analyse discriminante, 2 groupes ont été crées, chacun d’entre eux rassemblant 

les isolats d’un même atelier ATEL1(63 isolats, ATEL2 70 isolats). Les résultats de l’analyse 

en matrice de confusion pour l'échantillon d'estimation ont montré 100 % de bonne 

classification, les résultats de la validation croisée résultant de l’AFD ont montré 80,4 % de 

bonne classification, la présentation en est donnée sur la figure 32 : 
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Figure 32 : Carte factorielle résultant de l’AFD réalisée sur les données spectrales des 

isolats provenant de deux abattoirs (bleu : abattoir 1, rouge : abattoir 2) 

Le facteur discriminant F1 présente une forte pertinence puisqu’il explique 100 % de la 

variance totale. Selon celui ci, la différence est nette entre les isolats provenant des deux 

ateliers. Bien que l’objectif du travail présenté ne soit pas d’analyser les raisons des 

différences observées, nous pouvons tout de même émettre l’hypothèse qu’il existe bien un 

écosystème microbien propre à chaque atelier dit microbisme d’atelier. Cette idée conforte les 

résultats présentés par M.C. Montel dans son analyse comparative de la croissance de Listeria 

dans différents ateliers fromagers (Saubusse et al., 2007). 

Ceci nous amène à penser qu’il serait possible de construire une base de données 

spectrales spécifique des isolats de chaque atelier ce qui permettrait de prédire l’origine de 

contaminations d’un produit final, et d’en identifier l’origine ce qui serait d’autant plus 

interessant lorsqu’il existe plusieurs fournisseurs des matières premières. L’intérêt de cette 

approche vient aussi de la rapidité de réponse puisqu’il suffit analyser les colonies sur les 

milieux d’isolement. Ces résultats confirment, aussi la sensibilité de cette méthode. 
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IV.2. Discrimination des isolats Pseudomonads selon leurs origines de 

prélèvement au sein d’un abattoir  

• Dans le premier atelier, les données spectrales correspondant à l’ensemble des 

63 isolats analysés ont été réunies en une matrice puis analysés par ACP suivie d’une AFD. 

Avant d’appliquer l’analyse discriminante, 5 groupes ont été crées correspondant aux 5 

« lieux » des prélèvements réalisés au sein de cet abattoir (Carcasses, Eau, Equipements, 

Peau, surfaces) chacun d’entre eux rassemblant les isolats d’un même lieu de prélèvement. La 

figure 33 présente la carte factorielle de l’AFD définie par les deux premiers facteurs 

discriminants F1 et F2 qui représentent 64,5 % de la variance totale. Selon le facteur F1 qui 

représente 38,6 % de la variance totale, on observe un fort degré d’homologie pour les 

spectres issus des isolats provenant des surfaces et ceux des carcasses. Ces deux groupes sont 

également bien discriminés des autres groupes selon le facteur F2 qui représente 25,8 % de la 

variance totale. On observe également que les isolats provenant de la peau sont bien 

discriminés des autres groupes, sauf quelques isolats (3 spectres) qui montrent une 

homogénéité avec les isolats des surfaces et des carcasses. La même observation peut être 

faite pour quelques spectres dans le groupe des isolats provenant de l’eau. Il apparaît donc 

cohérent, dans ce cas de figure, de suspecter que la contamination trouvée en carcasses 

provient principalement des surfaces de contact. 
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Figure 33 : Carte factorielle résultant de l’AFD réalisée sur les données spectrales des 

isoltas de l’abattoir ATEL1 
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• Dans le seconde atelier, les données spectrales correspondant à l’ensemble des 

70 isolats analysés ont été réunies en une matrice puis analysés par ACP suivie d’une AFD. 

Avant d’appliquer l’analyse discriminante, 5 groupes ont été crées correspondant aux 5 sites 

de prélèvement réalisés au sein de cet atelier (Carcasses, Eau, Equipements, Air, surfaces). 

Par comparaison avec le premier atelier, il convient de préciser qu’aucun isolat n’a pu être 

récupéré au niveau des peaux alors que des prélèvements d’air ont été effectués ce qui n’avait 

pas été possible dans le premier abattoir pour des raisons techniques. La figure 34 présente la 

carte factorielle de l’AFD définie par les deux premiers facteurs discriminants F1 et F2 qui 

représentent 76,2 % de la variance totale. On observe une forte homologie entre les spectres 

issus des isolats provenant de l’air, des équipements et des carcasses. Les spectres issus des 

isolats provenant de l’eau et des surfaces sont très bien discriminés entre eux et nettement 

distincts de ceux provenant du premier groupe précité. On peut donc suspecter que la 

contamination des carcasses provient principalement de l’air et des équipements.  

Ces résultats montrent la capacité de la spectroscopie de fluorescence à discriminer les 

souches selon leur origine à partir de leurs spectres de fluorescence et à déterminer les 

vecteurs de contaminations. Ces résultats avaient déjà été observés lors d’une étude menée au 

sein de l’Unité de Recherche de Typicité des Produits Alimentaires et concernant la 

contamination en Pseudomonads d’ateliers fromagers (Leriche et al., 2004). Les différences 

remarquées entre les isolats de chaque lieu de prélèvement surtout la peau dans le premier cas 

et l’eau et les surfaces dans le deuxième cas, évoquent l'adaptation de ces bactéries aux 

différents paramètres environnementaux et très probablement aux biocides utilisés pour la 

désinfection des petits matériels. 
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Observations (axes F1 and F2: 76.23 %)
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Figure 34 : Carte factorielle résultant de l’AFD réalisée sur les données spectrales des 

isoltas de l’abattoir ATEL2 
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

Les bactéries appartenant au groupe des Pseudomonads sont très largement répandues 

dans différents environnements et font l’objet de multiples travaux depuis plusieurs 

décennies. Pourtant, malgré les progrès des méthodes de génomique moléculaire, la 

taxonomie de ces bactéries reste encore ambiguë voire non aboutie pour de nombreuses 

espèces. 

Les méthodes traditionnelles d’identification et de classification ces bactéries reposent sur 

l’étude des caractères phénotypiques (morphologie cellulaires, coloration de Gram, tests 

physiologiques et biochimiques…). Elles sont toujours longues à mettre en oeuvre, présentent 

des limites en terme de reproductibilité et de précision et sont très consommatrices en temps 

et en réactifs tout en impliquant l'utilisation d'une grande diversité de méthodes. 

L’étude des caractères génomiques a bénéficié des progrès spectaculaires des techniques 

de biologie moléculaire, ce qui a permis de confirmer et, dans certains cas, de modifier les 

classifications et identifications phénotypiques précédemment proposées. Ces méthodes 

moléculaires sont plus rapides et plus précises mais elles ont l’inconvénient d’être lourdes à 

exécuter techniquement et nécessitent des consommables souvent très onéreux. La fiabilité, la 

justesse et la sensibilité des méthodes de caractérisation des microorganismes sont des critères 

très importants, mais la rapidité et le coût modéré sont également des critères impératifs et 

parfois prioritaires pour les laboratoires à fin de répondre aux différentes contraintes 

auxquelles ils sont confrontés (médicales, production, etc..). 

En se basant sur ce constat, nous nous sommes attachés à développer une méthode de 

caractérisation des microorganismes, rapide, sensible, précise et peu coûteuse, basée sur la 

spectroscopie de fluorescence. Le modèle d’étude choisi a été celui des Pseudomonads qui 

constituent une des principales flores d’altération des produits alimentaires mais aussi un des 

groupes bactériens présentant une des plus grandes diversités phénotypique et génotypique 

décrites à ce jour. 

En premier lieu, et afin de définir les meilleures conditions de préparation des 

échantillons, d’enregistrement et de traitement des données, nous avons travaillé sur 11 

souches de référence de Pseudomonads dont 8 espèces du genre Pseudomonas et trois 

souches appartenant à trois autres genres apparentés. Dans cette étape nous avons exploité la 
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potentialité de cette spectroscopique pour discriminer les souches de référence et étudier leurs 

taxonomies au niveau du genre et de l’espèce. 

Depuis plusieurs années notre équipe utilisait cette méthode à des fins d’identification 

bactérienne au niveau du genre de l’espèce voire du biotype (Leblanc & Dufour, 2002, 

Ammor, S. et al, 2004, Leriche, F. et al, 2004) mais, pour ces expérimentations, les isolats 

étaient repris en bouillon nutritif et mis en croissance de telle sorte que l’analyse porte sur une 

culture « synchronisée » en phase exponentielle. Nous souhaitions nous affranchir de cette 

étape, c’est pourquoi, nos premières expériences ont porté sur des suspensions bactériennes 

(DO600nm de 0,05) préparées directement à partir des colonies prélevées sur un milieu solide. 

Les spectres d'émission de trois fluorophores intrinsèques, le NADH (ex 340, em 380-550), le 

tryptophane (ex 270, em 305-400), et le complexe des acides aminés aromatiques et acides 

nucléiques (ex 250, em 280-480) ont été recueillis. Les traitements de données ont été 

effectuées par l'analyse en composantes principales (ACP) et l’analyse factorielle 

discriminante (AFD). Les souches de référence appartenant des genres Xanthomonas, 

Stenotrophomonas, Burkholderia et Pseudomonas ont été bien discriminées, avec des 

sensibilités et sélectivités supérieures à 90%. Un pouvoir discriminant similaire a été observé 

lorsque l’analyse était menée au niveau du genre Pseudomonas (stricto-sensu) de ses espèces. 

Ainsi, par exemple, par excitation du complexe acide aminés + acides nucléiques, les espèces 

P. lundensis, P. taetrolens, P. fragi, P. chlororaphis et P. stutzeri ont été séparées et 

positionnées dans un groupe distinct de P. putida, P. pseudoalcaligenes, et P. fluorescens ; 

dans cas, les pourcentages de bonnes prédictions étaient de 97,9 %. Ces résultats sont en 

accord avec la phylogénie basée de l’analyse comparatives des séquences ARN 16S (Anzai et 

al., 2000).  

La méthode a ensuite été testée sur 21 souches sauvages isolées d’abattoirs. La 

comparaison des résultats d’identification par spectroscopie de fluorescence, PCR et 

identification phénotypique en galerie API 20 NE a montré une excellente pertinence de la 

méthode notamment pour les souches pour lesquelles l'ambiguïté demeurait après les tests 

génotypiques et phénotypiques.  

Encouragés par ces premiers résultats, nos objectifs ont donc été de nous affranchir des 

étapes laborieuses de préparation (synchronisation de culture, lavages des cellules 

bactériennes, mesure de densité optique) pour développer la méthode par acquisition des 
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spectres de fluorescence en analyse directe des colonies bactériennes au moyen d’une fibre 

optique liée à au spectroscope. 

Nous nous sommes attachés à évaluer la répétabilité des résultats obtenus par l’utilisation 

de fibre optique. Pour ce faire, pour chaque souche, 3 colonies différentes issues d’une même 

suspension bactérienne ont été analysées. Pour chaque colonie, nous avons comparé les 

spectres générés à partir de 2 positions aléatoires de la fibre optique. Pour chaque souche, les 

analyses ont été réalisées de la même façon sur des colonies après 48, 72 et heures de 

croissance. Malgré l’hétérogénéité bien connue des populations clonales organisées en 

colonies, l’analyse de la variance a montré que l’ensemble des facteurs testés avait un effet 

statistiquement négligeable au regard des variations observées entre souches même si ces 

dernières appartenaient à des espèces taxonomiquement identifiées comme proches. 

Nous avons également cherché à élargir la gamme des informations recueillies à partir des 

bactéries par l’utilisation de la méthode d’excitation synchrone. Dans cette méthode, la 

longueur d’onde d’émission et la longueur d’onde d’excitation varient simultanément, tout en 

conservant entre elles un décalage constant, ∆λ .  La comparaison des données générées à 

partir de différentes valeurs de décalage, (∆λ de 30, 50, 70, 90, 110, 130 nm) a permis de 

finaliser le choix d’un ∆λ de 30 nm pour lequel 100 % de correcte classification des souches 

de référence aux niveau genre et espèce était obtenu par test de validation croisée ( à partir des 

données testées en AFD sur les 10 premières composantes principales générées par l’ACP). 

Finalement, dans les conditions expérimentales ainsi définies nous avons évalué les 

utilisations potentielles de la méthode pour la taxonomie des Pseudomonads et l’identification 

de souches sauvages. 

Les résultats des analyses que nous avons réalisées sur 37 souches de référence ont été en 

accord avec les observations décrites par comparaison de séquences génomiques (Ait Tayeb 

et al., 2005, Anzai et al., 2000, Bodilis et al., 2004, Bossis et al., 2000, De Vos et al., 1998, 

Hilario et al., 2004, Moore, 1996, Porteous et al., 2002, Yamamoto et al., 2000) tout en 

apportant un éclairage nouveau sur le positionnement de certaines souches appartenant à des 

taxons particulièrement complexes tels que les Pseudomonas fluorescens ou Pseudomonas 

putida (Bossis et al., 2000). 

Pour cet objectif taxonomique, la méthode est apparue particulièrement adaptée. En effet, 

le recueil des informations à partir des colonies se fait en quelques minutes et l’utilisation de 
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méthodes discriminantes descriptives telles que l’analyse factorielle discriminante (sur ACP) 

ou la classification hiérarchique ascendante permet de comparer extrêmement rapidement 

l’ensemble des données spectrales tout en identifiant les zones d’excitation (et d’émission) 

identitaires. 

Pour l’identification de souches sauvages, le principe repose sur la comparaison des 

spectres générés à partir des isolats à ceux générés à partir de souches de référence ou autres 

souches sauvages pour lesquelles le positionnement taxonomique est bien défini. Compte tenu 

du nombre limité de souches en référence, nos travaux ne peuvent être considérés 

qu’exploratoires. Néanmoins, et compte tenu de cette restriction, les résultas des analyses que 

nous avons menées sur 58 isolats d’abattoir ont été encourageants puisque qu’il a été possible 

de classer l’ensemble des souches au niveau de l’espèce ou de la sous-espèce. La robustesse 

de la méthode a été confirmée et les conditions expérimentales de recueil des données 

spectrales sont apparues tout à fait adaptées à une analyse en laboratoire. Cependant, dans 

l’objectif de faire de cette méthode une méthode de routine, plusieurs points devront être 

développés. Ils concernent : (i) la construction d’une large banque de données spectrales 

(sachant que la pertinence de l’identification est directement corrélée à la taille de la 

souchothèque qui se doit d’inclure des souches de référence et des souches sauvages), (2) 

l’utilisation de méthodes chimiométriques et/ou logiciels statistiques mieux adaptés, (3) la 

comparaison des données spectrales recueillies sur colonies s’étant développées sur différents 

milieux de culture. 

Enfin, nous nous sommes appuyées sur les méthodes descriptives relevant de la 

chimiométrie pour comparer les données spectrales de 133 Pseudomonads isolés de 2 

abattoirs régionaux. Les bactéries ont été parfaitement discriminées selon l’abattoir dont elles 

provenaient ce qui a souligné une fois de plus le fort pouvoir adaptatif de ces bactéries et la 

notion de microbisme écologique. Au sein de chaque abattoir, la comparaison des données 

spectrales a permis de grouper les micro-organismes selon leur origine et par comparaison des 

proximités entre groupes, d’identifier l’origine des contaminations sur produits. Cette 

application très simple et rapide permet d’envisager, par exemple, la construction de bases de 

données spectrales spécifiques de chaque abattoir fournissant ainsi un outil de « traçabilité 

bactérienne » répondant aux besoins des producteurs agroalimentaires pour une démarche 

d’analyse des risques. 
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Pour la taxonomie en terme de phylogénie et d’identification des micro-organismes et plus 

particulièrement ici des Pseudomonads, la spectroscopie de fluorescence s’est révélée être une 

méthode sensible, robuste et fiable qui présente de nombreux avantages. Les premiers d’entre 

eux résident en la rapidité et la facilité d’acquisition des données qui ne repose sur aucune 

préparation spécifique et donc modification éventuelle des structures et ne requière aucun 

réactif.  

La spectroscopie de fluorescence comporte encore des « boites » noires » qui ne 

permettent de l’envisager qu’en complément des approches phénotypiques classiques et des 

approches génomiques mais font d’elle un outil puissant pour une approche polyphasique de 

la taxonomie microbienne. 

Dans le champ exploratoire de la caractérisation physiologique des micro-organismes, les 

possibilités qui s’ouvrent sont également très nombreuses et très prometteuses. 

La spectroscopie de fluorescence n’en est qu’aux prémices de son utilisation et nous 

espérons avoir contribué, par notre travail, à la reconnaissance de ses performances auprès des 

microbiologistes. 
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ANNEXES 

 

Annexe 1 : Carte factorielle de l’AFD du groupe RefGA (∆λ de 30) défini par CHA à partir 

des 37 souches de référence 
Observations (axes F1 and F4: 54.88 %)
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Annexe 2 : Carte factorielle de l’AFD du groupe RefGB (∆λ de 30) défini par CHA à partir 

des 37 souches de référence 

Observations (axes F1 and F2: 76.19 %)
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Annexe 3 : Spectres moyens des 2 sous-groupes RefGB1 et RefGB2 définis par CHA à partir 

des données recueillies par spectroscopie de fluorescence synchrone (∆λ de 30) depuis les 37 

souches de référence  
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Annexe 4 : Carte factorielle de l’AFD réaliser sur les données spectrales (∆λ de 70) de 37 

souches de référence, discrimination des souches des espèces de P.fluorescens, P.putida, 

P.fragi, P.chlororaphis, P.syringea, P.stutzeri. 

Observations (axes F1 and F2: 65.02 %)
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Annexe 5 : Dendrogramme de CHA réalisé à parties des données spectrales recueillies en 

fluorescence synchrone (∆λ de 70 nm) à partir des 37 souches de référence 
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Annexe 6 : Positionnement des groupes et sous-groupes RefGA(70) (A1, A2, A3), 

RefGB(70) (B1,B2), RefGC(70) définis d’après la classification hiérarchique construite sur la 

base de l’AFD réalisée sur les données spectrales (∆λ de 70) de 37 souches de référence 

Observations (axes F1 and F2: 65.02 %)
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Annexe 7 : Spectres moyens des trois groupes RefGA(70), RefGB(70) et RefGC(70) définis 

par CHA à partir des données recueillies par spectroscopie de fluorescence synchrone (∆λ de 

70 nm) depuis les 37 souches de références. 
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Annexe 8 : Spectres moyens des trois sous-groupes RefGA1(70), RefGA2(70) et RefGA3(70) 

définis par CHA à partir des données recueillies par spectroscopie de fluorescence synchrone 

(∆λ de 70) depuis les 37 souches de références 
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Annexe 9 : Spectres moyens des sous-groupes RefGB1(70) et RefGB2(70) définis par CHA à 

partir des données recueillies par spectroscopie de fluorescence synchrone (∆λ de 70) depuis 

les 37 souches de références  

0

0.02

0.04

0.06

0.08

0.1

0.12

0.14

0.16

0.18

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

M ref GB1 (70)

M ref GB2 (70)

Longueur d'onde (nm)

In
te

ns
ité

 d
e 

flu
or

es
ce

nc
e 

(u
.a

)

407 nm399 nm

301 nm

 



Annexes 

 X

Annexe 10 : Carte factorielle de l’AFD du groupe RefGA(70) défini par CHA à partir des 37 

souches de référence 
Observations (axes F1 and F2: 73.39 %)
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Annexe 11 : Carte factorielle de l’AFD du groupe RefGB70 défini par CHA à partir des 37 

souches de référence 
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ABSTRACT 
 

In the methodological field relating to microorganisms characterization, spectroscopic 

methods such as the fluorescence spectroscopy appear to be particularly appreciable tools. 

Their power is strengthened by the use of chemometrics which permit to treat all the spectral 

information. This work presents the elaboration stages of the method for Pseudomonads 

characterization, which form one of the most adaptative flora and present the biggest 

phenotypic and genotypic diversity so far depicted. Through the use of intrinsic fluorophores 

(NADH, aromatic amino acids + nucleic acids and tryptophan), the analysis of bacterial 

suspensions directly prepared from colonies permits to obtain more than 90% of good 

classification for reference strains even when divided in very related taxa. Synchronous 

fluorescence spectroscopy was successfully developed coupled with acquisition of spectra 

directly from colonies on agar plates using an optic fiber. The variance analysis has shown an 

excellent repeatability of the results, but also no significant effects of “the optical fibre 

position in the colony” nor of the incubation time before reading (between 48 and 72 hours). 

Sensitivity and selectivity reached 100% for bacterial discrimination at the genus, species or 

subspecies level. 

In these conditions, the method appears as a very reliable tool for a taxonomic purpose 

since our results are in agreement with the generally admitted rRNA and DNA bacterial 

homology grouping but they also bring out additional information about strain relatedness. In 

the case of environmental isolates, the method allows good discrimination, even for strains for 

which ambiguity still remained after PCR and API 20 NE identification. It can also be a 

powerfull tool to study bacterial traceability. 

 

Keywords: Fluorescence spectroscopy, synchronous, Pseudomonades, Optical fibre, 
chemometrics, bacterial traceability. 



RESUME 
 

Dans le champ des méthodologies dédiées à la caractérisation des microorganismes, les 

méthodes spectroscopiques comme la spectroscopie de fluorescence apparaissent des outils 

particulièrement sensibles. Leur puissance est renforcée par l’utilisation d’outils 

chimiométriques qui autorisent le traitement de l’ensemble des informations spectrales. Ce 

mémoire présente les étapes de mise au point de la méthode pour la caractérisation des 

Pseudomonads qui constituent une des flores les plus adaptatives et présentant la plus grande 

diversité phénotypique et génotypique décrite à ce jour. 

Par l’utilisation de fluorophores intrinsèques (NADH, Acides aminés aromatiques + 

acides nucléiques ou tryptophane) l’analyse de suspensions bactériennes préparées 

directement à partir de colonies permet d’obtenir plus de 90 % de bonne classification pour 

des souches de référence même réparties en taxons proches. Cette méthode a permis, 

également, une identification aisée d’isolats et les résultats obtenus sont apparus cohérents 

avec ceux issus de PCR tout en apportant des informations complémentaires à ceux obtenus 

par identification sur galerie API 20 NE. 

La méthode a été développée pour une lecture directe des colonies sur un milieu gélosé. 

Après différentes étapes de cadrage, la meilleure pertinence a été obtenue pour une lecture des 

colonies en fluorescence synchrone avec un décalage constant de 30 nm. L’analyse de la 

variance a montré une excellente répétabilité des résultats mais aussi des effets « position de 

la fibre optique vis à vis de la colonie » et durée d’incubation avant lecture (entre 48 et 72 

heures) négligeables. 

Utilisée à des fins taxonomiques, la méthode s’est révélée très cohérente et 

complémentaire des méthodes relevant de la génomique. Elle permet d’analyser extrêmement 

rapidement et sans ajout de réactifs les proximités ou distances entre souches et de décrire les 

zones spectrales les plus identitaires. 

Enfin nous avons également montré les potentialités de la spectroscopie de fluorescence 

pour la mise en place d’un outil de « traçabilité bactérienne » susceptible de répondre aux 

besoins des producteurs agroalimentaires dans leur démarche d’analyse des risques. 

Mots clés : Spectroscopie de fluorescence, synchrone, Pseudomonas, fibre optique, 
chimiométrie, traçabilité microbienne. 
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