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RESUME

Dans le champ des méthodologies dédiées a la éasation des microorganismes, les
méthodes spectroscopiques comme la spectroscodleatescence apparaissent des outils
particulierement sensibles. Leur puissance est oredé par [utilisation doutils
chimiométriques qui autorisent le traitement dexg@mble des informations spectrales. Ce
mémoire présente les étapes de mise au point deéthode pour la caractérisation des
Pseudomonads qui constituent une des flores lassgulaptatives et présentant la plus grande

diversité phénotypique et génotypique décrite gpae

Par l'utilisation de fluorophores intrinseques (N ADAcides aminés aromatiques +
acides nucléiques ou tryptophane) l'analyse de enspns bactériennes préparées
directement a partir de colonies permet d’obtehis gle 90 % de bonne classification pour
des souches de référence méme réparties en taxonkep. Cette méthode a permis,
également, une identification aisée d'isolats etriesultats obtenus sont apparus cohérents
avec ceux issus de PCR tout en apportant des iafmns complémentaires a ceux obtenus

par identification sur galerie APl 20 NE.

La méthode a été développée pour une lecture eidg colonies sur un milieu gélosé.
Apres différentes étapes de cadrage, la meilleargngnce a été obtenue pour une lecture des
colonies en fluorescence synchrone avec un décalagstant de 30 nm. L'analyse de la
variance a montré une excellente répétabilité dssltats mais aussi des effets « position de
la fibre optique vis a vis de la colonie » et duddacubation avant lecture (entre 48 et 72

heures) négligeables.

hY

Utilisée a des fins taxonomiques, la méthode s'ebiélée trés cohérente et
complémentaire des méthodes relevant de la génemitjle permet d’analyser extrémement
rapidement et sans ajout de réactifs les proxinatedistances entre souches et de décrire les

zones spectrales les plus identitaires.

Enfin nous avons également montré les potentiatigda spectroscopie de fluorescence
pour la mise en place d'un outil de « tracabilicti@rienne » susceptible de répondre aux

besoins des producteurs agroalimentaires dansié&unarche d’analyse des risques.

Mots clés : Spectroscopie de fluorescence, synchrdhseudomonasfibre optique,

chimiométrie, tracabilité microbienne.



ABSTRACT

In the methodological field relating to microorgsmis characterization, spectroscopic
methods such as the fluorescence spectroscopy rafppéa particularly appreciable tools.
Their power is strengthened by the use of chemaesetrhich permit to treat all the spectral
information. This work presents the elaborationgetaof the method for Pseudomonads
characterization, which form one of the most adamaflora and present the biggest
phenotypic and genotypic diversity so far depictBatough the use of intrinsic fluorophores
(NADH, aromatic amino acids + nucleic acids andotiophan), the analysis of bacterial
suspensions directly prepared from colonies perratobtain more than 90% of good
classification for reference strains even when d#idi in very related taxa. Synchronous
fluorescence spectroscopy was successfully develapepled with acquisition of spectra
directly from colonies on agar plates using anofibier. The variance analysis has shown an
excellent repeatability of the results, but also significant effects of “the optical fibre
position in the colony” nor of the incubation tirbefore reading (between 48 and 72 hours).
Sensitivity and selectivity reached 100% for badatetiscrimination at the genus, species or

subspecies level.

In these conditions, the method appears as a ediable tool for a taxonomic purpose
since our results are in agreement with the gelyesalmitted rRNA and DNA bacterial
homology grouping but they also bring out additianéormation about strain relatedness. In
the case of environmental isolates, the methodvallgood discrimination, even for strains for
which ambiguity still remained after PCR and API R& identification. It can also be a

powerfull tool to study bacterial traceability.

Keywords: Fluorescence spectroscopy, synchronous, Pseucdalesn Optical fibre,

chemometrics, bacterial traceability.
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QUELQUES ELEMENTS DE TERMINOLOGIE

La taxonomie est une science qui a pour objet la classificaties étres vivants en
groupes de similitude ou taxons. Aujourd’hui, lxamomie recouvre les approches de
classification (positionner un isolat au sein d’groupe taxonomique sur la base de
similitudes), d’identification (déterminer si urolat appartient a une unité taxonomique et lui
attribuer un nom) mais également de phylogénielyaea les relations évolutives entre

souches ou isolats). On distingue généralement :

» La taxonomie phénotypiquequi résulte de I'analyse d’'un faible nombre de
caractéres considérés comme importants tels qomighologie, la présence d'une spore, la

mise en évidence d'un caractére biochimique jugéngiel...

 La chimiotaxonomie qui résulte de I'étude de -constituants cellulaires

généralement spécifiques du taxon étudié.

» La taxonomie moléculairequi résulte de I'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 intégrantepitssiypes d’informations recueillies par

différentes méthodes (phénotypique, génotypiquriatioléculaire).

Un taxon (ou unité taxonomique ou groupe taxonomique) esgnaupe d'organismes

apparentés appartenant a un méme rang hiérarchique.

L'espececonstitue l'unité de base de la classificatiortdréanne. La définition classique
d'une espéce biologique (communauté d'étres vivaatmnaissables par leurs caracteres et
capables de se reproduire sexuellement entre ewoenant naissance a une progéniture
fertile) n'est pas applicable aux procaryotes. BAotdriologie, il n’existe pas de concept
précis :une espéce est constituée par sa souche type et fjansemble des souches
considérées comme suffisamment proches de la soudiyge pour étre incluses au sein de
la méme espéceEvidemment, derniére cette « définition » floupaait la notion de
méthode d’analyse des proximités entre souchesiéffimition généralement admise est la
suivante : une espece procaryote est une catégguie rassemble des individus
(isolats/souches) génotypiqguement cohérents epigsentent un haut degré de similitudes

pour différents caracteres comparés sous condisiamslardisées.



Ensuite, Les regles de priorité sont les mémespque les autres disciplines : lorsque
deux espéces bactériennes sont regroupées dang€mae genre, ou deux genres dans une
méme famille, selon de nouveaux criteres, la réiigatériorité de publication des noms de
taxons prévaut pour désigner ce genre ou cettdléarhe regroupement de plusieurs genres
au sein d'une sous-tribu, d'une tribu, d'une saoshe, d'une famille, d'un sous-ordre, d'un
ordre, d'une sous-classe ou d'une classe reposiesiarguments encore moins solides que
ceux qui président au rassemblement des especes wargenre. De ce fait, certains
taxonomistes sont tres réticents au placement eleeg dans un de ces rangs hiérarchiques ;

le terme de cluster est alors utilisé.

La nomenclature des taxons d'un rang hiérarchigtéiéur a la sous-espéce n'est pas
couverte par les regles du Code de Nomenclaturg@réiigue, ces taxons peuvent donc étre
désignés de manieres différentes selon les autkassprincipaux termes utilisés sont les

suivants :

Biovar (ou biotype) : taxon d'un rang hiérarchique irdéria la sous-espéce et caractérisé

par ses propriétés biochimiques ou physiologiques.

Chimiovar : taxon d'un rang hiérarchique inférieur a la saameee et caractérisé par la

production d'un composé chimique.

Cultivar : taxon d'un rang hiérarchique inférieur a la s@meee et caractérisé par ses

caracteres culturaux.

Morphovar : taxon d'un rang hiérarchique inférieur a la saameee et caractérisé par sa

morphologie.

Pathovar : taxon d'un rang hiérarchique inférieur a la saeee et caractérisé par son

pouvoir pathogene.

Phagovar (ou phagotype ou lysotypeYaxon d'un rang hiérarchique inférieur a la sous-

espece et caractérisé par sa sensibilité a ditbarctériophages.

Sérovar (ou sérotype) taxon d'un rang hiérarchique inférieur a la sapeee et
caractérisé par ses propriétés antigéniques.



Genomovar taxon résulte d’'une ségrégation de biovars emmdifits taxons par transfert
horizontal de genes.

Une nomenspeciesest un taxon défini dans un but pratique (médical,striel, etc.) par

quelques caracteres intéressants que doivent podséd les individus admis dans ce taxon.

Le rang de sous-espece est admis et sotisp. (subspecies) suivi du nom latin en
italiques (ou souligné).

L’appartenance d’'une souche isolée a un genre, @m&cssion de I'espéce, est notée du
nom du genre suivi dsp. (species) tant que l'isolat n’est pas identifian@ espece. Pour

désigner toutes les especes d’'un genre, on faitesié nom du genre dmpp.

Une souche typeest I'élément auquel le nom d'une espéce esthéttdcne maniére
permanente. La souche type est d'une importanceid@able pour la systématique
puisqu'une espece ou une sous-espece est en fatiteée par la souche type et par
I'ensemble des souches qui sont considérées conffimsmment proches de la souche type

pour étre incluses au sein du méme taxon.

Une souche de référencen'est pas une souche type. Il s'agit d'une southgée par
différentes équipes lors d'études comparatives. &fdnehe peut constituer une souche de
référence en raison de ses caractéres antigéroguas ses caractéres biochimigues ou de son
pouvoir pathogéne. Bien sdr, il peut arriver qu'snache type soit également prise comme

souche de référence dans une étude comparative.
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| NTRODUCTION

Depuis I'ere pasteurienne et la définition des @pes d’identification bactérienne, les
objectifs et méthodes taxonomiques ont considémadade évolué. En effet, ces méthodes qui
ont été tres longtemps phénotypiques (criteres hwdogiques, structuraux ou fonctionnels)
sont désormais supplantées par les méthodes diEcutaires basées principalement sur
'analyse du génome. Les possibilités analytiqufertes par les techniques relevant sur
séquencgage notamment, ont permis d’explorer largli¢egénotypique au sein des especes
ouvrant la réflexion autour de la notion méme deesp de biotype ou de population clonale.
La précision apportée par ces nouvelles méthoddargi les fonctions dévolues aux sciences
relevant de la systématique ou taxonomie bactégietinjourd’hui, la taxonomie recouvre les
approches de classification (positionner un isalasein d’'un groupe taxonomique sur la base
de similitudes), d’identification (déterminer si igolat appartient a une unité taxonomique et
lui attribuer un nom) mais également de phylogéaiealyser les relations évolutives entre
isolats). Pourtant, au-dela des apports fondamensgportés par ces méthodes pour la
connaissance des micro-organismes, leur seulsatidn apparait actuellement restrictive, et
de nombreux microbiologistes suggerent désormais approche polyphasique de la
caractérisation des micro-organismes ; a savoprite en compte aussi précisément et aussi

largement que possible des informations phénotgsigd génotypiques.

Par ailleurs, d’'un point de vue pratique, danssesteurs de la bactériologie médicale,
environnementale ou agroalimentaire, l'analyse ofimogique vise la détection, le
dénombrement, I'identification et la tracabilité mécro-organismes pathogenes, d’altération
ou d’intérét. Les qualités attendues des méthodsssnen place dépendent des objectifs de
I'analyse, mais au-dela des attentes implicitesopesateurs (fiabilité, justesse..) la rapidité et
le colt modéré sont les critéres les plus impostaidtalgré le développement de méthodes
rapides telles que le DEFT (Direct EpifluoresceilteF Technique), la cytométrie en flux,
I'ATP-métrie ou l'impédance-métrie), le dénombremsar milieux gélosés reste I'outil
principal utilisé par les petites et moyennes gmises et les laboratoires de contréle pour le
dénombrement de flores microbiennes selon les rdéthonormalisées. Ce type de
dénombrement repose sur l'utilisation de milieuxcdiure riches ou sélectifs selon les flores
recherchées. Ce type d’approche qui est long etli@sx reste tres imparfait notamment pour
les flores Pseudomonads, puisqu’il ne permet deordérer que les microorganismes

cultivables et par ailleurs souffre de nombreuxisbmmme le manque de sélectivité des
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milieux ou au contraire, une pression de sélectimp importante pour permettre le
recouvrement de toutes les flores recherchéesédlepte néanmoins I'avantage de permettre
une premiere caractérisation des flores présergesimple observation macroscopique des
caractéres de croissance. Pour améliorer la fidbilu dénombrement, lidentification des
micro-organismes dénombrés est préconisé (généatéscolonies isolées par boite de Petri

utilisée pour le dénombrement).

La rapidité d’identification des micro-organismegvdioppés sur milieux gélosés

constitue donc un enjeu majeur pour nombre de ¢dbives.

Les travaux présentés ici ont visé a la mise antpiune méthode spectroscopique, la
spectroscopie de fluorescence, apte a répondre atmmntes. Nos objectifs ont donc été de
définir les meilleures conditions de préparatiors dehantillons, d’enregistrement et de
traitement des données mais également d’évalugrettinence de la spectroscopie de
fluorescence dans une optiqgue taxonomique. Le mod&tude choisi a été celui des
Pseudomonads qui constituent une des principalessfd’altération des produits alimentaires
mais aussi un des groupes bactériens présentandesn@us grandes diversités phénotypiques

et génotypiques décrites a ce jour.

La partie bibliographique de ce mémoire s’articule autour de 2 parties sdsmpremier
temps seront présentées les méthodes spectrosespigiu leur utilisation a des fins
d’identification bactérienne avec un focus parimusur les principes de la spectroscopie de
fluorescence, puis les Pseudomonads seront daotasament au regard des méthodes mises

en place au fil du temps pour la précision de fawonomie.

La partie qui concerne la présentation des travauxéalisés et des résultats obtenus
s’attachera a décrire les difféerentes étapes qui aomduit a finaliser les conditions
expérimentales optimales pour l'utilisation de eettéthode a des fins de caractérisation

microbienne.

Dans un premier temps, nous nous sommes appuyésirsiuarticle présentant les
potentialités de la spectroscopie de fluorescermar pine approche polyphasique de la

taxonomie des Pseudomonads.
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Dans un second temps, en nous appuyant sur undsadizie (soumis) nous présenterons
les étapes de mise au point de la méthode pouramatyse directe des colonies de

Pseudomonads par I'utilisation d’une fibre optigekee au spectroscope de fluorescence.

Enfin, nous reprendrons différents éléments desilteds obtenus pour décrire les

utilisations possibles de cette méthodologie pour:
* Apporter des éléments d’analyse pour la taxonomee E&seudomonads
(travaux sur souches de référence)

* Permettre le positionnement taxonomique d’isol@ts igolés d’abattoirs de

viande)

» Permettre la tragabilité des contaminations dassateliers agroalimentaires
(ici abattoirs de viande).

La conclusionreprendra les principaux résultats obtenus eeptésa les développements

et applications futures envisageables pour cettaadé.
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SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

|. Méthodes spectroscopiques pour I'analyse biologue

|.1. La spectroscopie principes généraux

La spectroscopie est le champ d'étude qui congistieserver, mesurer et interpréter les
spectres électromagnétiques produits par une sudestqui émet ou absorbe une énergie
rayonnante, autrement dit, I'étude de l'interactidmne onde électromagnétique avec le

nuage électronique des liaisons chimiques de lgernsat

Le photon est la particule élémentaire du rayonmemlectromagnétique. L'énergie E (en

joule) d’un photon est associée a sa fréquenden hertz) selon la relation :
E=hv,
ou h est la constante de Planck.

La relation classique entre vitesse, temps et leagd’'onde permet de lier la fréquence

du photon a sa longueur d’'onde (en centimetres) :

v =ClA,

Direction de propagaton

Figure 1 : Le rayonnement électromagnétique
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ou c est la vitesse de la lumiere dans le miliewsizi®eré (trés souvent, on utilise plutot le

nombre d’ondev (en cm?) qui correspond & l'inverse de la longueur d’onde.

Traditionnellement, le rayonnement électromagnétiqui a donc comme vecteur le
photon, est décrit sous la forme d’une onde élewgnétique correspondant a la propagation

d’'un champ magnétique H et d’'un champ électriqueeipendiculaires entre eux, figure 1.

La spectroscopie repose sur le principe suivamsgu'un rayonnement électromagnétique
rencontre une molécule ou un ensemble de molédllpsut étre dispersé (sa direction de
propagation est modifiée), ou absorbé (son énexgietransférée a une molécule). Si la

radiation électromagnétique est absorbée, la miglési dite excitée.

La lumiére diffusée due aux vibrations des moléecdst appelée diffusion Raman (elle

est typiqguement décalée jusqu’a 4000 tpar rapport & la lumiére incidente).

La lumiere absorbée induit un état d’excitationacé&risé par un niveau d’énergie qui

résulte en fait de plusieurs types d’énergies :

» I'énergie de translation, qui est I'énergie fouroie¢ nécessaire a la molécule

pour se mouvoir selon les trois dimensions ;

» I'énergie de rotation (rayonnement micro-ondes) mprimet a la molécule de

tourner autour de son centre de gravité ;

» |'énergie vibrationnelle (rayonnement infrarougel @st I'énergie résultante

des vibrations des liaisons entre atomes ;

» I'énergie électronique (rayonnement visible ouaviolet) qui correspond a

I'énergie des électrons dans les orbitales moléesla

La spectroscopie optique repose sur la séparatoitadumiere en longueurs d'ondes
individuelles au moyen d'un dispositif tel qu'umspre ou un réseau de diffraction.

On distingue différentes spectroscopies selonhésngmeénes étudiés. Ainsi, 'analyse des
énergies ou spectres vibrationnels sont cellességis dans les domaines infra rouge ou
raman. Les spectres associés a une variation debres quantiques de rotation d'une
molécule sont habituellement observés dans le demaicro-ondes et les régions adjacentes

du spectre électromagnétique. Ceux qui sont assacdifme variation des nombres quantiques
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de vibration surviennent dans le domaine infraroubges spectres électroniques sont
généralement étudiés dans les domaines visiblératiolet.

La figure ci-apres (figure 2) présente les traasgiprovoquées par les différentes grandes

catégories d'ondes électromagnétiques et les methamctroscopiques associées.
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Figure 2: Ondes électromagnétiques et methods spemtcopiques associees (d’aprés D.
A. Skoog, et al. , 1992)

En spectroscopie on peut distinguer 2 types dergsec

Le spectre d’émission qui est constitué par la suqsition des ondes
électromagnétiques émises aprés excitation deti@maa une longueur d’onde donnée.

 Le spectre d’absorption qui est exactement compiémre du spectre
d’émission puisqu’il résulte de I'excitation de haatiere avec de la lumiére blanche (soit

toutes les longueurs d’ondes) et superpositionaiegieurs d’onde absorbées.

Dans les paragraphes suivants seront décrites msx dprincipales méthodes

spectroscopiques développées pour l'analyse desopténes biologiques, I'accent étant
porté sur le domaine de la microbiologie.
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1.2. La spectroscopie Infra-Rouge a Transformée de Fouer (IRTF)

Dans le cas de la spectroscopie d’absorption IRay®nnement émis par la source
polychromatique n’est généralement pas assez éimprgépour provoquer des transitions
électroniques, mais il induit des transitions eré&® niveaux d’énergie vibrationnelle. En
spectroscopie Infrarouge, c’est donc I'énergie @ggoa la vibration des liaisons chimiques
qui est étudiée généralement par balayage de inégae&omprises entre 4000 tet 625 crh
! La spectroscopie par absorption infrarouge (IR)siste & mesurer la longueur d'onde et
I'intensité d'absorption du rayonnement infraromgeyen par un échantillon, la longueur
d'onde des bandes d'absorption IR étant caraajéestde types spécifiques de liaisons

chimiques.

Trés largement utilisée dans de nombreux sectéacsiuité, la spectroscopie infrarouge
(IR) avait été decrite comme moyen de différencragt d’identification des bactéries dés les
annéees 1950 grace aux travaux de Stevenson etdo(d@52) (Stevenson et Bolduan, 1952)
et ceux de Goulden et Sharpe (Goulden et Sha§&8, INorris, 1959), mais la faible
résolution des appareils a filtres et I'absencai®ment mathématique avaient alors conduit

a délaisser cette méthodologie pourtant promettgiseis, 1959).

Il a fallu attendre I'avénement de la spectroscapieansformée de Fourier (IRTF) et le
développement de micro-informatique pour que dettnique connaisse un regain d’'intérét.
A l'initiative de Naumann et de ses collaborategesyenouveau s'est d'abord manifesté dans
le domaine clinique (Naumann et al., 1988, Nauneinal., 1991a, Naumann et al., 1991b),
puis s’est rapidement étendu aux domaines agroaiaimes grace notamment aux travaux de
Curk et collaborateurs (Curk et al., 1994). En 19Q8nsiz et coll. (Kansiz et al., 1999)
montraient que la technique IRTF combinée avetimiométrie permettait la discrimination
de différents taxons de cyanobactéries. Dans leentémps, plusieurs auteurs montraient les
potentialités de la méthode pour la caractérisaties levures et moisissures (Fischer et al.,
2006, Kummerle et al., 1998, Timmins et al., 199&telnot et al., 2000, Wenning et al.,
2002), ou plus largement, pour la caractérisatiernmicro-organismes et leur discrimination
en groupes taxonomiques comme I8taphylocoques Streptocoques Clostridium et
Legionella(Helm et al., 1991), leStreptocoquegvan der Mei et al., 1993), lésctobacillus
(Amiel et al., 2000, Curk et al., 1994, Dziuba kt 2007), lesActinomycetalegHaag et al.,
1996), led.isteria (Lefier et al., 1997, Oust et al., 2006, Rebufthi&er et al., 2007, Rebuffo
et al., 2006), leBacillus (Beattie et al., 1998), ldsnterocoquegKirschner et al., 2001) ou
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les corynebacteries (Oberreuter et al.,, 2002). D@39, Johnsen et ses collaborateurs
décrivaient l'utilisation de la spectroscopie Iménage a transformée de Fourier (Kaare
Johnsen, 1999) pour la caractérisation d’isolatsrennementaux préalablement identifiés au
genre PseudomonaslLes analyses réalisées alors indiquaient unellerteclustering au
niveau de I'espéce et la sous-espéce (sans idaiitfn) et en tous cas, un clustering similaire
a celui obtenu par Rep-PCR. En 2001, Z. Filip etH8rmann (Filip et Hermann, 2001)
évaluaient les zones spectrales les plus «ideatta desPseudomonaset de leurs
conditions de culture mais concluaient que la mié¢hwétait pas suffisamment sensible pour
différencier lesPseudomonasEn 2006, Holtze et ses collaborateurs (Holtzelgt2006)
aboutissait a la méme conclusion concernant letippeement taxonomique d’isolats de

Pseudomonads provenant de sols chargés en mercure.

Actuellement, de large banques de données spectsalet €laborées ou en cours de
construction (Amiel et al., 2000, Bosch et al., 20Dziuba et al., 2007, Fischer et al., 2006,
Goodacre et al., 1996, Helm et al., 1991, Kirsclatexl., 2001, Maquelin et al., 2003, Mariey
et al., 2001, Oberreuter et al., 2002, Oust et28I06, Tintelnot et al., 2000, Wenning et al.,
2002). Par la multiplication des spectres de réf&Fest la standardisation des protocoles de
préparation des échantillons, elles permettentefiilication rapide et fiable d’isolats
provenant d’environnements complexes (Tindall et 2000) ou médicaux (Bosch et al.,
2008) (Amiali et al., 2008). La figure 3 présenteaxemple de spectres IRFT enregistrés a

partir de différents genres de bactéries a Granatifég
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Figure 3 : Exemples de spectres IRFT enregistréspartir de différents genres de

bactéries a Gram négatif D’aprés Bosch et al. 2008

Certains auteurs ont méme montré la performanceette méthode pour analyser des
contaminations microbiennes artificiellement ensecges a la surface de matrices

alimentaires (Yang et Irudayaraj, 2003) ou pounidier des micro-organismes multipliés en
culture mixte (Yu , 2005).

Diverses déclinaisons de la spectroscopie IR ssfwamée de Fourier sont également
utilisées a des fins taxonomiques. Ainsi, la spsciopie IRTF de réflexion spéculaire, la
spectroscopie IRTF de diffus-réflexion ou encorerospectroscopie IRTF ont également été
testées avec succes, par exemple pour l'identdicatapide des différentes espéces de
Streptocoques et d’ Entérocoques par enregistredenispectres a partir de microcolonies

(Oust Janbu, 2008, Goodacre et al., 1996, Langeg,SL998, Ngo-Thi et al., 2003, Rebuffo-
Scheer et al., 2008).

Aujourd’hui, la spectroscopie Infra rouge a tramsfée de Fourrier est certainement la

méthode spectroscopique la plus aboutie pour lactanisation des bactéries, levures et
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moisissures (Wenning et al., 2007). Ses applicatéprles fins taxonomiques permettent la
classification des micro-organismes a I'échelle ginre, I'espéce, la sous-espéce ou du
biotype. Sa spécificité élevée permet égalemecaiactérisation des propriétés de ces micro-
organismes telles que la résistance aux antibiesiqu aux bactériocines ou encore I'analyse
de certains composants cellulaires et leur répangestress par exemple (Santivarangkna et
al., 2007). Les principaux avantages de la speme infrarouge sont la rapidité

d'acquisition, le faible codt et la sensibilitéldeésolution.

Mais cette méthode présente également quelquesvi@oints comme par exemple, la
largeur des bandes spectrales et surtout sa da@sibi’eau qui rend quasi impossible toute
analyse en milieu aqueux. En vue d’analyse mictobique, la préparation des cellules
nécessite des calibrations extrémement précisesr paffranchir des variations
expérimentales et instrumentales. L’état physi@ogides cellules doit étre standardisé et le
milieu de croissance de composition exactementaBj® enfin une étape de dessiccation est
indispensable qui est susceptible d’altérer lagcsires cellulaires.

I.3. La spectroscopie de diffusion Raman

Cousine de la spectroscopie Infraouge, I'autre tspgmopie vibrationnelle que constitue
la spectroscopie Raman est souvent considéréeegadéfenseurs comme « La Méthode

spectroscopique a haut potentiel pour I'analysesgisemes biologiques ».

Découverte en 1928, la diffusion Raman (du nom ldysicien Chandrasekhara Venkata
Raman qui découvrit I'effet) permet d'utiliser lantiere visible pour accéder au spectre
vibrationnel des molécules qui interagissent avedaisceau lumineux. Le principe de la
spectroscopie Raman consiste donc a envoyer uni&rkimnonochromatique (une seule
longueur d’'onde précise) sur I'échantillon a étudiea analyser la lumiere diffusée. Plus
précisément, cette spectroscopie s’appuie sur éaghene suivantlorsque la lumiere est
réfléchie par la molécule, la plupart des photam séfléchis de facon élastique. Ces photons
conservent la méme énergie et par conséquent laeni@mgueur d’'onde que les photons
incidents. Cependant une faible part de la lumi{@mviron un photon pour 1Qphotons
incidents) est réfléechie a une énergie différefgeplus souvent plus faible, que celle des
photons incidents. Le phénomeéne lié a cette réftexion élastique de la lumiére est appelé
'effet Raman. La réflexion Raman se produit aver anangement de niveau d’énergie
vibrationnelle, rotationnelle ou méme électroniqlee la molécule. La différence d’énergie

entre le photon incident et le photon réfléchi espond a I'énergie de vibration de la
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molécule réfléchissante. Lorsque I'énergie du phaoédléchi est inférieure a celle du photon
incident le phénomeéne est appelé effet Stokesindise, et plus rarement, si I'énergie du
photon renvoyé est plus élevée, on parle alorged’anti-Stokes. Le traceé des intensités de la

lumiére réfléchie en fonction de la différence @ggie constitue le spectre Raman.

Par rapport a IRTF, les avantages de la spectras&gpman résident principalement dans
la possibilité d’analyser des échantillons aquétaksorption IR intense de I'eau étant évitée.
Par ailleurs, les bandes spectrales sont plus ymsninettes), plus étroites et mieux
différenciées fournissant des informations biochumis sur la composition moléculaire des
micro-organismes étudiés. Ces propriétés ont és&sm profit dés le début des années 90
pour la classification des bactéries (Berger et, 2003, Chadha et al., 1993a, Choo-Smith et
al., 1999, Harz et al., 2005, Huang et al., 2004sdkner et al., 2001, Krause et al., 2007,
Maquelin et al., 2000, Maguelin et al., 2002, Mouovet al., 2006, Oust et al., 2006, Résch et
al., 2006a, Rosch et al., 2006b, Rosch et al., 2005

Cependant, l'effet de Raman est de faible interetities temps de collecte sont longs
(plusieurs dizaines de secondes, voire quelquestasp mais la sensibilité de la technique
peut étre augmentée en décuplant le signal et panexemple, en augmentant la biomasse
analysée par multiplication des micro-organismeaisMeci limite donc son utilité dans les
laboratoires cliniques ou les analyses de haut-c@oit nécessaires. La figure 4 présente un
exemple de spectres Raman enregistrés a partiifideedts genres de bactéries a Gram

négatif.
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Figure 4: Exemples de spectres Raman enregistrépartir de différents genres de
bactéries a Gram négatif : a. coli; b) S. Tennessee) K. pneumoniaed) E. aerogenes

e) P. mirabilis; f) P. aeruginosgPineda, 2006)

Lorsque seulement une petite quantité de I'écHantist disponible, il est indispensable

de renforcer les signaux Raman. Pour ce fairejgqlus techniques sont possibles.

La spectroscopie de diffusion Raman de surfaceore@fSERS (Surface-Enhanced
Raman Scattering Spectroscopy) consiste a liemligso-organismes a une surface avant
analyse. Ces liants peuvent étre de nature varetbfdusieurs essais font état de résultats
performants obtenus avec des substances colloidaegent, d’or voire d’anticorps ou de
bactériophages immobilisés (Efrima et Bronk, 1988ima et al., 1999, Grow et al., 2003,
Jarvis et al., 2004a, Jarvis et Goodacre, 2004kaiogum et al., 1999). Bien gu’encore en
cours de développement, notamment pour 'optimisaties conditions expérimentales, cette
technique semble trés prometteuse car extrémensestbte et produisant une information
spectrale particulierement précise autorisant lim®aa I'échelle de la cellule ou de ses

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

La figure 5 présente un exemple de spectres SERSgistiés a partir de différents genres

de bactéries a Gram négatif.
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Figure 5 : Exemples de spectres SERS enregistrépartir de différents genres de
bactéries a Gram négatif. aE. coli; b) S. Tennessee) K. pneumoniaed) E. aerogenes
e) P. mirabilis; f) P. aeruginosgPineda, 2006)

Une autre déclinaison appelée spectroscopie Ranearrédonance (RRS) permet
eégalement de renforcer les signaux et ainsi l'itigaton directe de macromolécules comme
les protéines ou d’ADN. Le principe est basé sxcitation de I'échantillon a des longueurs
d’ondes voisines de 250nm. Dans ces régions, ldécumles aromatiques a doubles liaisons
conjuguées tres présentes chez les micro-organifmasss puriques et pyrimidiques, divers
coenzymes et les trois acides aminés aromatiquesant la phenylanaline, le tryptophane et
la tyrosine) générent des bandes bien identifidede@r assignation a des composeés
moléculaires est moins ambigué que ceux générésngule spectroscopie infrarouge. Dés
1988, Britton et ses collaborateurs, montraiertapacité de cette méthode pour analyser les
modifications structurelles de certains composéslages (Britton et al., 1988). Par la suite,
Manoharan et ses collaborateurs (Chadha et al3al3hadha et al., 1993b, Manoharan et
al., 1990, Wu et al., 2001, Wu et al., 2000) onti&t le métabolisme des micro-organismes et
discriminé des especes bactériennBacillus subtilis Enterobacter cloacgePseudomonas
fluorescenset Staphylococcus epidermidiBacillus cereuset des protoplastes dgacillus
megateriunmou encoreeEscherichia coli et Staphylococcus epidermitais, finalement, si la
RRS génére des spectres qui peuvent étre considéngsne de réelles signatures
phénotypiques des bactéries étudiées, le colt ebrgplexité des équipements requis ont

limité son utilisation a I'échelle exploratoire (Js et Goodacre, 2004).

13



Synthése bibliographique

La Basse Résolution en Spectroscopie de Raman Reaselution Raman Spectroscopy)
semble également étre une bonne alternative paumamalyses en spectroscopie optique
vibrationnelle par l'utilisation de faisceaux laskns le proche infrarouge. Bien que proche
de la spectroscopie infrarouge, cette méthode nHfregas de la forte interférence de I'eau.
Elle génére par ailleurs des bandes spectraledgsdarges, mais qui peuvent facilement étre
assignées a des composés moléculaires. A titrecipbe, en appliguant une analyse de
corrélations en 2 dimensions (2D-LRRS), Mello et sellaborateurs (Mello et al., 2008) ont
pu discriminer des souches de référenceSdaureusS. pyogenegt N. gonorrhoeaeen

suspension qui présentaient pourtant des specamsuiRtres similaires.
l.4. La spectroscopie de fluorescence

1.4.1. Principes

La spectroscopie de fluorescence s’appuie suréaghéene de luminescence, a savoir, le
rayonnement émis par des molécules qui, aprés adt#r excitées par une onde
électromagnétique, reviennent a leur niveau d’éedrgérieur. La luminescence est divisée

en 2 catégories selon la nature de I'état exd#dluorescence et la phosphorescence.

Le diagramme de Jablonski (figure 6) permet dealiser ces phénomenes.
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Figure 6 : Diagramme de Jablonski simplifié adapté&e Jablonski (Jabtaiski, 1935)
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L’état fondamental d’'une molécule (ici un chromop#)cest un état « singulet » de repos
stable dit & Lorsque la molécule est excitée par une onddrélaagnétique et donc aprées
absorption d'un photon de longueur d'onde suffis@mmeénergétique (dans la bande
d’adsorption des molécules), il se produit un apd@mergie E=hy (h constante de Planck,

v fréquence = @\ c vitesse de la lumierg,longueur d’'onde) que les électrons absorbent. lls
accedent alors a un niveau d’énergie plus éleyg €iSla molécule se trouve dans un état
énergétique supérieur : elle est dite “ exciték'état excité persiste pendant un temps fini
caractéristique de la molécule. Aprés I'absorptiom photon; plusieurs phénomempesivent

se produire. Quand une molécule est habituellengaitée vers n'importe quel état
vibrationnel de S1 ou de S2, les molécules retairrapidement, a part de rares exceptions,
vers I'état vibrationnel le plus bas de I'état é&ciCe phénomene qui est appebidversion
interne se produit généralement en “f0secondes. Suite a des collisions avec d'autres
molécules, une désactivation a lieu, que ce soitrathativement ou radiativement, en
fonction de I'environnement local. Si toute I'ériergn exces n’est pas dissipée par collisions
avec d'autres molécules, I'électron retourne at lféhdamental en émettant de I'énergie sous
forme de photons. Selon le spin, on distingue & étacités d’énergie et de nature différente :
I'état singulet instable (S) et I'état Triplet me&table (T). Si 'émission radiative se produit
entre deux états de méme multiplicité (singulettéxe singulet fondamental), le phénomene
est appelé fluorescence. Si I'émission se produiiteedeux états de multiplicité différente
(Triplet — singulet fondamental), le phénoméneapgtelé phosphorescence. Généralement, le
phénoméne de conversion interne est trés brefdddré de 10 secondes ) et est terminé
lorsque débute le phénoméne de fluorescence qei hiirde 10 a 10° secondes. La

phosphorescence n'apparait généralement que pisisiecondes apres I'excitation.

Donc, la fluorescence est tout simplement I'émissr@s rapide (1-10 ns) de la lumiere
(provenant de I'état excité singulet d’'une molégute®ntrairement a la phosphorescence, qui
est une libération retardée de I'énergie absonm@dnant de I'état excité). Comme la durée
de vie de I'état triplet est plus grande, les saiis désactivantes sont nombreuses. Ainsi il
est tres difficile, voire impossible, d’observer ppénomene de phosphorescence dans un
milieu liquide. Il n’est généralement observé ddas gaz ou des solides. Le temps de vie de
cet état peut alors atteindre la seconde, voire (Hunnil, 2005). Dans la fluorescence, le
photon émis aura donc une énergie moindre que dephd'excitation : pour une molécule

donnée, les longueurs d'onde d'émission serontslquirieures a celles d'excitation.
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La fluorescence habituellement observée telle geéerité précédemment est la
fluorescence de Stokes. Elle correspond a la reé@miglie photongle plus faible énergie,
donc de plus grande longueur d'onde que les pheatiosrbés. Sine énergi¢hermique est
ajoutée aun état excité ou, si un composé a beaucoup dewumveibrationneldortement
peuplés, une émissiondas longueurs d’onde plus courtes que celle utilpsgur I'excitation
peut se produire, on parle, alors, de fluorescamtestockessouvent observée dans les gaz
dilués a haute température. La fluorescence deaése est la reémission de photons ayant la
méme énergie que les photons absorbés. Ce typriatesitence n’est jamais observé en
solution du fait des interactions avec le solvauiteptrainent des désactivation par collision,

mais peut se produire dans les gaz ou les cristaux.

La figure 7 positionne le phénoméne de fluorescencée diagramme de Jablonski
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Figure 7 : Phénomene de fluorescence sur le diagrame de Jablonski(Jabtaski, 1935)

1.4.2. Les molécules fluorescentes : définition

Les molécules susceptibles de subir des transitiélextroniques conduisant au

phénomeéne de fluorescence sont appelées sondessfieates, fluorochromes ou simplement
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colorants. Quand le fluorochrome est lié a une oraotécule (acide aminé, lipide, enzymes

ou proteine), on parle de fluorophore.

Les fluorophores constituent donc la base de lactspEopie de fluorescence et
représentent I'élément clé de cette méthode. Danrssrimentation pour la spectroscopie de
fluorescence et dans l'analyse finale, la longuBomde et le temps de résolution nécessaire
des instruments sont déterminé par les proprigiéstimles des fluorophores. En outre, les

informations disponibles sur les expériences sétdrchinées par les propriétés des sondes.
Les fluorophores sont généralement caractérisés par

* Leurs longueurs d'onde: celles qui correspondemt @ias ou maxima des

spectres d'excitation et d'émission,

* Leur coefficient d’extinction moléculaire qui reliea quantité de lumiere
absorbée, pour une longueur d’onde donnée, a lzeatmation du fluorophore en solution (M

1 Cm_l),

* Leur rendement quantique défini par la quantit@ldetons émis par rapport a

la quantité de photons absorbés,

* La durée de vie de leur état excité: c'est la elwé@ractéristique pendant
laquelle la molécule reste a I'état excité avametigurner a son état basal,

bY

* L’aptitude au photoblanchiment: c’est a dire le mdv@éne résultant de
réactions chimiques de la molécule sous état exoéé exemple avec I'oxygene sous forme
de radicaux libres). Le fluorochrome perd alorsgepriétés de fluorescence. Autrement dit,
qguand on excite une solution de molécules fluorgsse une certaine proportion d'entre elles
est détruite a chaque instant et par conséquetdnsité de fluorescence décroit au cours du
temps. Ce phénoméne peut étre génant, notammeanicenscopie de fluorescence, mais il
peut également étre mis a profit pour mesurer Idilit® moléculaire par la méthode de
redistribution de fluorescence aprés photoblanchirfeRAP) ou de Perte de fluorescence au

cours d'un photoblanchiment local (FLIP).

Les fluorophores sont des substances composéesludeups noyaux aromatiques
conjugués ou encore des molécules planes et cgsliqui possédent une ou plusieurs

doubles ou triples liaisons conjuguées. Il en exmtisieurs milliers actuellement connus.
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Les fluorophores sont couramment divisés en deurgodes selon leur origine :

extrinseques et intrinseques (Lakowicz, 1999).

1.4.2.1. Fluorophores extrinseques

Les fluorophores extrinseques sont des moléculastégs a un échantillon choisi qui
n'est pas fluorescent ou qui ne possede pas Igsiges spectrales souhaitées pour marquer
spécifiguement un constituant de I'échantillon. Qeslécules peuvent étre de nature
hydrophile (solubles en milieu aqueux), hydrophdl@des: acides gras, phospholipides,
stérols...) voire amphiphiles (petites moléculgsatdes de s’échanger entre milieu aqueux et

membranaire) (Lakowicz, 1999).

Le choix du fluorophore dépend, bien entendu, ddgectifs et supports de
I'expérimentation. A titre d’exemple, certains flophores capables de s’intercaler dans
diverses molécules de la cellule étudiée sont sasli pour déterminer une activité
enzymatique, le potentiel membranaire, le pH irgllataire ou encore la viabilité des cellules
(Larsen et al., 1996, Lebrun et al., 2001, Rapp&ial., 2000). D’autres fluorophores sont
disponibles pour couplage avec des anticorps p&ntesinsi la détection de molécules
« marqueurs » au sein des cellules, les plus jajigdications concernant la détection précoce
de cellules cancéreuses. Le marquage de protéieesep lui aussi l'analyse fine des
phénomenes biologiques au niveau cellulaire etveralde fascinantes applications dans le
domaine médical. Il faut noter que I'ajout d’'un ABNodant pour un fluorophore a '’ADNc
codant pour la protéine d'intérét considérée eston@ais possible conduisant a la

construction de protéines chimeéres véritables tnacge I'activité cellulaire (Zaccolo, 2004) .

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

données des principaux fluorophores extrinsequds kurs utilisations potentielles.

1.4.2.2. Fluorophores intrinséques

Les fluorophores intrinseques sont ceux qui sordsgmts naturellement dans les
échantillons biologiques. Ceux-ci incluent les asicaminés aromatiques, les purines, les
pyrimidines, les flavines, la chlorophylle, cermitofacteurs enzymatiques comme le NADH,
la riboflavine ainsi qu’un grand nombre de vitansiremmme les vitamines A, E (Dufour et
al., 2001, Herbert et al., 2000, Lakowicz, 1999ksLmaximum d’excitation de ces
fluorophores se situent entre 250-450 nm, alorsleuemaximum d'émission se situent entre
280-700 nm (Cantor et Schimmel, 1980, Lakowicz, 999
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Le tableau ci-apres (Tableau 1) présente quelduesophores et leurs longueurs d’ondes
d’excitation et d’emission.

Tableau 1: Quelques fluorophores et leurs longueurd’ondes caractéristiques

Fluorophores intrinséques Longueur d’onbengueur d’'onde
d’excitation (nm) d’émission (nm)
Acides aminés
Tryptophane 280 350
Tyrosine 275 300
Phénylalanine 260 280
Protéines structurales
Collagéne 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’apres ( Ramanujam, 2000 )

La détection de matériel biologique par la fluosrsie est donc possible car il existe une
large variété et une forte concentration de cesposants biologiques qui présentent une

fluorescence intrinseque.

Les recherches actuelles s'intéressent de plukisraptiliser la fluorescence pour étudier
les tissus (Richards-Kortum et Sevick-Muraca, 199&)it a partir des fluorophores
intrinséques ou de sondes extrinséques ajoutéesella interrogation de la base données
Medline pour les mots clés fluorescence spectroséaip état de 3426 articles publiés entre
Mai 2008 et Mai 2009. Pour ne citer que cet exempdetryptophane et la tyrosine, les
protéines structurales telles que le collagéneéastine, ou enfin le NADH et le FAD ont

éte identifiés comme des marqueurs pertinents [famalyse du processus de carcinogenese.
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1.4.3. Recueil des données spectrales

La grande majorité des expériences de fluorescesicecalisée en solutions diluées dont
I'absorbance est inférieure a 0,1 : c'est la flsmgace a angle droit (Lakowicz, 1999). Selon
cette technique, le faisceau d'excitation travéasseuve et les photons émis sont collectés
perpendiculairement a la source d'excitation (Agn®le cas ou I'absorbance de I'échantillon
est élevée, un effet d’écran se produit, induisawet diminution de l'intensité de fluorescence
par le phénomene d’extinction (quenching) de flasoemce et une distorsion de spectres
d'excitation (Genot et al., 1992a). Pour éviter medlemes, une dilution des échantillons est
effectuée de sorte que I'absorbance des échastion inférieure a 0,1. Pour analyser des
échantillons opaques, la spectroscopie de fluonegc&ontale peut étre employée (Genot et
al., 1992hb). Dans ce cas, I'échantillon est examiméurface, mais la pénétration des photons
s’effectue sur plusieurs micrometres. Les photans &ont généralement collectés sous un
angle de 54° par rapport a I'échantillon afin daimiser la collecte de photons réfléchis (B),

figure 8.

(A) (B)

Echantillon (dilué, limpide) Echantillon (turbide, concentré, solide)
EXCItation m———- Excitation
Emission Emission

Figure 8 : Fluorescence a angle droit et fluorescee frontale

Quelle que soit la méthode utilisée, le spectroengdr fluorescence peut étre équipé d’'une

fibre optique qui permet de déporter la mesure.
l.4.4. Les spectres de fluorescence

1.4.4.1. Les spectres d’émission et d’excitation €ituorescence

Les données de fluorescence sont généralementnpFésesous forme de spectres
(d’excitation ou d’émission) constitués de plussewrentaines de points de mesure.

Contrairement aux spectres IR, les spectres d’'émisse fluorescence présentent souvent
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une seule bande avec un seul maximum parfois acgmépd’'un ou plusieurs épaulements.
L’allure du spectre d’émission d’un fluorophore ieagn fonction de la structure chimique de
la molécule excitée mais eégalement en fonctioncdeactéristiques physico-chimiques de son
environnement proche. Les modes de traitementtivadels des données spectrales en
fluorescence reposent sur la seule déterminatiofindensité de fluorescence a la longueur
d’'onde correspondant au maximum d’émissions ouece# la surface soutendue par le
spectre (Lakowicz, 1999). De méme peuvent étreidérés I'observation des déplacements
du maximum se produisant lorsque I'environnementiwlirophore est modifié. Les spectres

d'excitation de fluorescence sont obtenus en ohseevune longueur d'onde l'intensité émise
en fonction de la longueur d'onde d’excitation. @uenla longueur d'onde émise est
proportionnelle au nombre de photons absorbéssgdestres d'excitation sont tres proches,
mais pas identiques, aux spectres d'absorptiospeetre d’excitation représente I'efficacité

de différentes longueurs d'ondes d’excitation avpoguer la fluorescence, et indique les

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

1.4.4.2. Les Matrices d'excitation et d'émission déuorescence ou

fluorescence Totale.

Les matrices de fluorescence sont des cartes dweficence de l'ensemble des
fluorophores d'un mélange. Elles permettent de cténiaer plusieurs composés (ou
fluorophores) dans un mélange. L'acquisition déype de graphe est faite généralement sur
la base d'une série de spectres d'émission etitd@xe. L'expérimentation consiste a
enregistrer les spectres d’émission a différemtegueurs d’onde d’excitation, puis a collecter
ces données sur un diagramme en 3 dimensionspo(pbrte a la fois la longueur d’onde
d’émission, la longueur d’onde d’excitation et ténsité de fluorescence. Puis les points
d’égale intensité sont reliés entre eux comme oferait pour des courbes de niveau. On
obtient alors une carte de relief tres caractustide I'échantillon étudié. Cependant, il faut
noter que ce type d'acquisition présente plusidafauts : I'acquisition est lente a cause du
balayage de longueur d'onde, le spectre de fluenesctotale ne peut étre obtenu sans le
traitement informatique adéquat, la précision emgi®ur d'onde se fait au détriment du
temps. Cette méthode est donc peu utilisée dansnmksures de routine qui visent a

caractériser rapidement un échantillon.
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1.4.4.3. Les spectres de fluorescence par excitatisynchrone

Une autre méthode relativement peu employée entrepeopie classique permet
d’adapter la technique a la complexité du miliealgse. Il s’agit de la spectroscopie de
fluorescence par excitation synchrone. Pour ceéthade, la longueur d’'onde d’excitation et
la longueur d’onde d’émission varient simultanémedntt en conservant entre elles un
décalage constanpA (Peuravuori et al., 2002, Taylor et Patterson,7)9&n pratique, on
choisit une longueur d’onde d’émissidn{) de départ supérieure de quelques nanometre a la
longueur d’'onde d’excitation\{y). Puis les deux monochromateurs se mettent er retut
deéfilent a la méme vitesse. Pour mieux comprenaréiubrescence synchrone, on peut se
référer au diagramme de Jablonski Figure 9. Unetoutd peut étre excitée dans toute la
plage d'absorption, par exemple, a partir des lengud'ond\eyi, Aexa ..., Aexo €1 pourrait
émettre la fluorescence aux longueurs d'obgdg Aemz ..., ems AiNSi, en spectroscopie de
fluorescence synchrone, I'émission a la longueondéi.mi N’est observée que lorsque le

monochromateur d’excitation est placé sur la longukondeiey;.
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Figure 9 : Diagramme de Jablonski expliquant le balyage de fluorescence synchrone
(Patra et Mishra, 2002) :AX = hemi - Aexi (i varie de 1 & 9).

Au contraire de fluorescence conventionnelle, kecgpscopie de fluorescence synchrone
présente I'avantage de pouvoir caractériser plusiluophores a partir d’'un seul spectre.
Cette méthode est simple a mettre en ceuvre alerseguspectres sont recueillis en quelques

secondes, elle constitue donc un bon compromis dat® spectroscopie de fluorescence
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décrite précédemment (Andrade Eiroa et al., 20@9nBlds, 2003, Taylor et Patterson, 1987,
Vo Dinh, 1978).

La fluorescence synchrone, trés développée dandoemines de la chimie du pétrole
(Cui et al., 2008, Patra et Mishra, 2002), demeuneore tres peu utilisée dans le domaine

biologique.
1.4.5. Chimiométrie

1.4.5.1. Prétraitement des données : Normalisatiodes spectres

Le prétraitement le plus communément appliqué auectses de fluorescence est la
normalisation des spectres. Dans la plupart delicaipns de spectroscopie de fluorescence
nécessitant un traitement numérique des signawgestirés, cette opération est réalisée. Cette
normalisation a pour effet d'accorder a tous lescps enregistrés la méme importance
informative (Bertrand et Scotter, 1992) c'est-& die réduire les effets liés a l'intensité lors de
I'application de techniques d'analyse multivaridar exemple, lors de l'enregistrement de
matrices d'excitation-émission, lintensité du tasxcitateur, et donc lintensité des
rayonnements émis, et l'efficacité de l'optiquedatation sont dépendantes de la longueur
d'onde excitatrice. Une normalisation de la matrétexcitation-émission corrige cette
dépendance a la longueur d'onde excitatrice etlames disparités d'intensité. La priorité est

ainsi donnée a la forme des spectres et non ailgerssités relatives.

[.4.5.2. Analyses multidimensionnelles des données

Les méthodes danalyses multidimensionnelles soes dnéthodes statistiques
d'exploitation des données. Elles ont été déveleppgour faciliter l'interprétation et
l'utilisation des tableaux de données qui contiahnen grand nombre d'individus et de
variables. Pratiquées avec succeés dans le domair@ sbectroscopie infrarouge depuis de
nombreuses années, ces méthodes permettent deexiraformation pertinente et de
conclure sur le niveau de signification statistigles faibles différences spectrales observées.
Les mesures effectuées sur un ensemble d'indigdysésentent sous la forme d'un tableau
den lignes etp colonnes M 1, p). Chaque ligne représente un individu et chaqlenoe une
variable. Les méthodes d'analyses multidimensidesmehlculent de nouvelles variables ¢ qui

sont des combinaisons linéaires des variablegdieri
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1.4.5.2.1. Méthodes exploratoires

Les méthodes exploratoires ont comme objectif dgidéles données, sans d’introduire
d'éléments de connaissancaspriori. On peut ainsi disposer de moyens statistiques
permettant de contrdler la validité de la mesuexsple lors de l'analyse de série et s'assurer
que les échantillons « inconnus » a analyser sentde méme nature que ceux qui ont servi

a la mise au point.
Analyse en Composantes Principales (ACP)

L'Analyse en Composantes Principales est une rdétlsbatistique de projection de
données multidimensionnelles, utilisée pour la cfida de la dimension de données. Cette
méthode mise en place par Hotelling (Hotelling, 3)98st basée sur une technique décrite par
Pearson (Pearson, 1901). La méthode s’appuiehgpothese selon laquelle il existe de fortes
corrélations entre les données étudiées. Le butAtalyse en Composantes Principales
(ACP) est de condenser les données originelles emaliveaux groupements, appelés
nouvelles composantes ou composantes principakesrthogonales entre elles, de fagon a ce
gu'elles ne présentent plus de corrélation enties edt soient ordonnées en terme de
pourcentage de variance expliquée par chaque c@mi@osAinsi, la premiere composante
contient les informations relatives au pourcentageimal de variance, la deuxiéme contient
les informations relatives au pourcentage de veeauivant. Le processus peut étre répété
jusqu'a I'obtention de la derniere composanteaidd'de I'ACP, on peut souvent condenser la
collection spectrale dans des proportions tres itaptes : dix a vingt composantes sont en
général largement suffisantes pour résumer l'indbion utile, et la taille de la matrice des
données peut étre réduite par un facteur comptie 49 et 100. L'analyse en composantes
principales (ACP) est particulierement adaptéettudle exploratoire des données spectrales.
Elle permet une représentation synthétique et lleswn cartes dites cartes factorielles ou
cartes de ressemblance dans lesquelles chaqueespsttreprésenté par un point sur un
graphique. Deux spectres présentant une similisedglacent a des positions voisines sur ces
cartes. Les données condensées par I'ACP peuvetit de variables de base a d'autres
traitements statistiques tels que la régressiofiamalyse factorielle discriminante. Pour de
nombreuses méthodes supervisées, I'orthogonakté&ateables rend les calculs numériques

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

La classification hiérarchique ascendante faitipates méthodes exploratoires de type
classification. Ce sont des méthodes d'apprentissamn supervisées ayant pour but de
segmenter la population étudiée en groupes, samzaissance a priori d’'une structure. La
classification hiérarchiqgue ascendante (CHA) caesisprocéder de maniére séquentielle a
des regroupements successifs des individus étaiéslasses emboitées (Bertrand et al.,
2006). Cette méthode produit une séquence conmgdepartition. Au sommet, on retrouve un
grand nombre de classes et, a la base, I'individdi€ est représenté dans une classe unique.
Les résultats peuvent alors étre mis sous la fatengraphes, appelés dendrogrammes. Les
individus sont donc regroupés selon leurs simiégicbu leurs dissimilitudes. Il existe
différents types de calcul de distance ( distanaeligienne, distance de Minkowski,
coefficient de Pearson, etc...), et différentes nmitsod’agrégation (méthode de ward,

distances moyennes entre groupes, etc ...).
1.4.5.2.2. Méthodes prédictives

Les méthodes prédictives ont comme objectif deiprddu estimer) a partir des données,
les valeurs d’'une ou plusieurs variables pour deveaux échantillons. Parmi ces méthodes,
les méthodes de discrimination, appelées aussitkatés d’apprentissage supervisé », ont
pour objet de mettre en relation une variable tptale indiquant I'appartenance des
individus a des groupes et un ensemble de variabglemtitatives ; dans ce cas, la
structuration de la population étudiée en groupscennue a priori. La connaissance de
I'appartenance des individus aux différents groupstsalors utilisée pour définir une regle
d'affectation. Les méthodes d'analyse discrimindofeent étre distinguées des méthodes de
type classification « Méthodes de classificatiom reupervisée» comme la classification
hiérarchique, qui sont des méthodes d'apprentissage supervisé ayant pour but de
segmenter la population étudiée en groupes, samsassance a priori d'une structure. Les
analyses discriminantes peuvent avoir plusieursabifg : prédire le groupe d'appartenance de
nouveaux individus ou tester la significativitérdéypartition donnée. Elles peuvent également
avoir comme objectif de rechercher un sous-ensemdklevariables afin d'obtenir une
séparation des groupes la plus performante posdilblesélection d'un sous-ensemble de
variables discriminantes permet d'une part la coogbn des modéles « économiques » et

d'autre part de mieux cerner le role respectiffthcane des variables dans la discrimination.
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La méthode la plus usuelle pour a la fois décritepedire est I'analyse factorielle
discriminante (AFD) (Vigneau et al., 2006).

Analyse factorielle discriminante

L'analyse factorielle discriminante (AFD) réponddaux objectifs : le premier est de
séparer au mieux les groupes d'individus identifiégpréalable a l'aide des p variables ; le
second est d’affecter de nouvelles observationgraupe dont elles sont les plus proches.
Elle a été introduite par Fisher en 1936 (Fish®B86) dans le cas particulier ou il s'agit de
discriminer deux groupes. L'approche intuitive dentéthode consiste a choisir des axes
factoriels qui séparent au mieux les centres deitgrales groupes. Pour cela, les axes
discriminants doivent restituer au mieux l'inedie nuage de points formés par les centres de
gravité des groupes. Par ailleurs, il est souhl@itadpue les projections des points
correspondant aux observations d'un groupe donightskes plus” concentrées" possible
autour de leur centre de gravité afin d'éviterdeouvrement des groupes aprés projection.
L'AFD permet de mettre en évidence les liaisonstaries entre un caractére a expliquer
qualitatif et un ensemble de caracteres explicgtiftitatifs. Chaque individu est caractérisé
par un ensemble de p variables quantitatives. hewidus sont également caractérisés par
une variable qualitative qui définit leur appartece a un groupe ou une classe d'individus.
L'AFD va créer de nouvelles variables appeléestétas discriminants" qui seront des
combinaisons linéaires des variables d'origine w8t pprmettent de séparer au mieux les
groupes d'individus (Lebart et al., 1977). Les dac$ discriminants sont calculés de telle

facon que :

* lavariance a l'intérieur de chaque groupe saiimmle
* lavariance entre les groupes soit maximale

Apres le calcul des facteurs discriminants, lesvidds du jeu de validation peuvent étre
réaffectés aux différents groupes. Pour chaqueviohdi la distance qui le sépare des
différents centres de gravité de chaque groupeadstilée. L'individu est affecté au groupe
pour lequel cette distance est la plus courte. dmparaison du groupe d'affectation par
rapport au groupe réel est un indicateur de laitgudk la discrimination des groupes. La
qualité de la prédiction est estimée par companades groupes d'affectations avec les
groupes réels. Le pourcentage d'échantillons dement classés est calculé en comptant le

nombre d'échantillons correctement affecté et empawant ce nombre au nombre total
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d'échantillons. Un tableau d'affectation des édtamsé permet d'indiquer les groupes les
mieux discriminés et les confusions entre les gesufComme pour I'ACP des cartes de
ressemblances peuvent étre dessinées a partiragésurs discriminants et des profils

spectraux sont associés aux facteurs discrimirfiar®ui et al., 2003, Vigneau et al., 2006).

I.5. La spectroscopie de fluorescence et ses applicatsordans le

domaine de la microbiologie

Dans le domaine de la microbiologie, la spectroecafe fluorescence a, a I'heure
actuelle, trouvé trois types d’applications : laedfion voire la quantification des micro-
organismes, la caractérisation des micro-organisan@ss fins taxonomiques et I'analyse de

la physiologie ou du métabolisme microbien.

1.5.1. Les fluorophores

Les analyses qui s’appuient sur la fluorescencénggique des cellules concernent en
général les fluorophores que sont certains acidesés aromatiques, les acides nucléiques,
les co-enzymes NADH (Forme réduite du coenzyme thiamide Adénine Dinucléotide),
NADPH (Forme réduite du coenzyme Nicotinamide Adénbinucléotide Phosphate), FAD
(Flavine Adénine Dinucléotide), les flavines et lgues métabolites secondaires produits par
les bactéries durant leur croissance (Estes e2@03, Glazier et Weetall, 1994, Nealson et
Hastings, 1979).

Les chaines latérales de trois acides aminés lsmme$centes, il s’agit du tryptophane, de
la tyrosine et phénylalanine (Lakowicz, 1999). lsespectres d'absorption et d’émission sont
présentés sur la figure 10,11. A une longueur @datiexcitation inférieure a 280 nm, les trois
acides aminés peuvent étre excités (Lakowicz, 1998)280 a 295 nm, la tyrosine et le
tryptophane sont fluorescents, mais le transfémeatgie de la tyrosine au tryptophane est
envisageable. Aux longueurs d'onde d'excitationésapres a 295 nm seulement le
tryptophane est fluorescent.
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Figure 10 : Spectres d’absorption de quelques fluophores
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Figure 11 : Spectres d’émission de quelques fluorbpres Adapté de G. Wagnieres, et
al.(Wagnieres et al., 1998)

Le groupement indole des résidus de tryptophantagstiincipale source d'absorption et
d’émissions des protéines. Mais la tyrosine esteégent un marqueur intéressant car son
émission est souvent masquée (quenched), par dtiteraavec la chaine peptidique ou
transfert d'énergie au tryptophane. Ainsi la démaditon des protéines se traduit souvent par
une augmentation des émissions de tyrosine. Less@ns provenant de la phénylalanine ne
sont observées que si I'échantillon de protéinegrésente pas des résidus de tyrosine et de
tryptophane, ce qui est un événement rare (LakqQwi9).

Le NADH et le FAD sont des coenzymes métaboliquesrs intensités de fluorescence

(proportionnelles a leurs concentrations) sont déingitement liées a I'activité métabolique
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des cellules étudiées. Le NADH présente une fohtmrdscence avec des maxima
d'absorption et d'émission respectivement a 34b@t475 nm alors que la forme oxydée du
NADH, le NAD", est non fluorescente. Il faut cependant noterlgUeADPH présente des
spectres d’absorption et d’émission similaires &icdu NADH pouvant induire une
confusion mais les concentrations cellulaires erDRA sont généralement tres faibles par
rapport a celles en NADH. Les autres composant&cuatdires tels que les flavoprotéines le
FAD ou les cytochromes présentent des spectresatjption et d’émission dans les méme
régions, mais leurs concentrations sont inférieafaa facteur 10 a 100. Ainsi, la NADH
constitue « Le » marqueur d'activitté métabolique awix pour I'analyse de lactivité
respiratoire et métabolique des micro-organismegefEet al., 2003, Kierdaszuk et al., 1996,
Luong et Mulchandani, 1990).

Les 4 bases constitutives des acides nucléiquesaqid’'adenine, la guanine, la cytosine
et l'uracile présentent une fluorescence exploggbbur I'étude des cellules procaryotes
(Lakowicz, 1999). Leurs maxima d’absorption seesiturespectivement a 260, 275, 267 et
260 nm, tandis que leurs maxima d’émission sersitaex longueurs d’onde de 321, 329, 313
et 308 nm respectivement. lls sont rarement usiles@ tant que marqueurs individuels si ce
n'est dans les études visant a mettre en évidenpegbence de cellules vivantes dans ou sur
des matrices inertes. Les spectres d’absorptiord’émission du complexe dit « acides
nucléique » sont néanmoins exploités dans les gtudant la caractérisation des bactéries a

des fins taxonomiques.

Enfin, certains composants spécifiques fluorescpats/ent également étre exploités. A
titre d’exemple, le complexe acide dipicolinique?2@aa été utilisé pour différencier la forme
sporulée de la forme végétative de cellule8deillus (Estes et al., 2003, Powers et al., 2005,
Powers et Lloyd, 2004).

1.5.2. Détection ou caractérisation des micro-organismesdes fins

taxonomiques

Dés 1985, W. H. Nelson (Nelson, 1985) avait présdamtspectroscopie de fluorescence
comme une méthode prometteuse pour l'identificatagide des micro-organismes mais il a
fallu attendre les années 2000 et I'émergence dthadés chimiométriques pour que
I'exploitation statistique des spectres de fluoeese autorise la différenciation des micro-
organismes a I'échelle du genre, de I'espéce wdgréa sous espece. Dans le paragraphe ci-

apres, sont présenteés les principaux travaux [gubhece sens.
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En 2006, H. Bhatta et ses collaborateurs (Bhattalet2006) ont montré que la
différenciation des levures et bactéries était ipisspar comparaison des spectres
d’excitation et d’émission de fluorescence. Darttecétude, les auteurs se sont appuyés sur 4
souches d&accharomyce€3 S. cerevisiaet 1S. pastorianuset 1 souche deactobacillus
caseicultivées en milieu liquide durant 24, 48 et 72ifes. Les spectres d’excitation ont été
enregistrés entre 200 et 320 nm pour une émissBi®am et les spectres d’émission ont été
recueillis entre 310 et 420 nm apres excitatiorD@ 2m. Les spectres ont été recueillis sur
cellules préalablement débarrassées de leur nuléewulture, lavées puis reprises en eau

distillée stérile.

La différenciation entre levures et bactérie lagtiq été optimale sur des cellules ayant 24
heures de croissance et pour la région 340-460 esnsgectres d’émission soit pour le

fluorophore intrinséque qu’est le tryptophane.

La différenciation des levures entre elles étaitamie pour des cellules cultivées 24 ou 72
heures mais médiocre apres 48 heures. Par analys@mrgosantes principales, 2 des levures
de S. cerevisiaeétaient peu distinguables, mais tout de mémendiss de l'autreS.
cerevisiaeet deS. pastorianusLa différenciation optimale était observée damsrédgion

proche ou inférieure & 310 nm du spectre d’exoitati

Leblanc et Dufour (Leblanc et Dufour, 2002) se sqgmbur leur part, attachés a
différencier 25 souches de collection répartied &nlactis sspcremoris 1 P. pentocaseyd
K. varians 1 P. fluorescensl L. innocua 5 Lactobacillusd’especes différentes,L1 sakej 6
S. carnosugset 7 autresStaphylococcsi d’especes différentes. L'analyse a été menédesur
suspensions de cellules préalablement cultivéesndigu gélosé puis concentrées et lavées
en eau distillée. Les spectres d’émission de feaeece ont été recueillis entre 305 et 400 nm
par excitation a 270 nm (résidus tryptophane),ee280 et 480 nm apres excitation a 250 nm
(acides nucléiques et acides aminés aromatiquestet 380 et 550 nm apres excitation a
316 nm (NADH). Une tres bonne reproductibilité deectres pour une méme souche a été
observée. D’autre part, quel que soit le fluorophdtilisé, le pouvoir discriminant a été avéré

pour la discrimination des souches au niveau duegele I'espece et méme de la sous-espece.

En s’appuyant sur un protocole similaire (méme®riiphores excités et recueil des
données d’émission aux mémes longueurs d’ondejntinor et ses collaborateurs (Ammor

et al., 2004) se sont intéressés a la discriminat®20 souches de collections appartenant au
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groupe des bactéries lactiques réparties eac®bacillus 2 Carnobacterium2 Weissella 1
Leuconostoc1 Pediococcus?2 Enterococcus?2 Lactococcuset 1Vagococcugdans chaque
genre plusieurs especes taxonomiquement prochékigmées étaient incluses). Par analyse
factorielle discriminante, les pourcentages desdiaation correcte au niveau du genre ou de
I'espéce ont varié de 89 a 98 % en utilisant Le FADle NADH comme fluorophore, mais
100 % de classification correcte ont été obtenustiisant les acides aminés aromatiques +
acides nucléiques comme fluorophores. Ce résufiats@rprenant dans la mesure ou les
auteurs avaient pris la précaution de « synchromides cultures bactériennes en début de
phase exponentielle avant analyse. Pour parfaireéiide, les auteurs ont testé leur modéle
sur 29 isolats d'ateliers préalablement identifid&notypiquement. Entre 92 et 100 % de
classification correcte ont été obtenus confirmiast potentialités de la méthode pour la

discrimination de bactéries au niveau du genrgpkee ou la sous-espece.

Plus tard S. Ammor (Ammor et al., 2007) confirmaitpertinence de cette méthode en
s’'appuyant sur la fluorescence produite par leslemciaminés aromatiques et acides
nucléiques (par excitation a 250 nm et recueil sfEctres d’émission entre 208 et 480 nm)
pour caractériser 53 isolats Bdidobacteriumpar comparaison avec 9 souches de collection
appartenant au méme genre et 3 non-bifidobactenmare témoins négatifs. Pour cette étude,
les bactéries étaient d’abord cultivées jusqu’easphstationnaire en bouillon nutritif puis
centrifugées, lavées plusieurs fois en tampon HEPE&fin resuspendues dans le méme
tampon. Dans ces conditions, 100% de classificatiomecte était observé au niveau de
'espéce et de la sous-espece. Pour ces bactémgérobies strictes, l'utilisation des
fluorophores NADH ou FAD n’était pas apparue penite. L'auteur précisait par ailleurs
que les spectres de fluorescence des acides angh@esles nucléiques recueillis n’étaient
pas affectés par I'état physiologique (stade dessamce) des populations analysées (Ammor
et al., 2007, Ammor et al., 2004).

En 2003, Giana et ses collaborateurs (Giana eR@D3) avaient entamé une démarche
similaire en analysant par spectroscopie de floamse, 60 isolats hospitaliers répartis en 20
Escherichia coli 20 Enterococcus faecali®t 20 Staphylococcus aureu@dentifiés par
méthodes phénotypiques). Les suspensions bactésgsans précision sur les modalités de
préparation) ont été analysées au moyen de matfieesitation /émission de fluorescence en
faisant varier I'excitation entre 330 et 510 nmslaaiteurs ont obtenu 100 % de classification

correcte pour lek. coli etE. faecaliset seulement 10% d’erreur pd8r aureugpositionnés
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en E. faecaliy. Par ailleurs, les auteurs ont précisé que lgiomé spectrales les plus
discriminantes sont celles comprises entre 416t alors que I'excitation & une seule

longueur d’onde n’apportait aucune discriminatientipente.

Toujours en 2003, H.Y Mason sous I'égide de L. Rsv®lason et al., 2003) développait
un protocole original basé sur une étape préaldbliixation des bactéries sur lame de verre
avant analyse. Dans I'étude présentée, 50 soueheslldction différentes représentatives des
especes pathogenes pour 'homme étaient d’abortivées jusqu’en milieu de phase
exponentielle puis centrifugées 2 fois (afin d’éher le milieu de culture et ses métabolites)
avant d’étre resuspendues en milieu minimum etradss via un ligand specifique sur
plagues de verre et enfin lysées par action duzlyne. La fluorescence du NADH/NADPH
était alors enregistrée. Cette méthode ne permetisi I'identification des bactéries en tant
que telle, mais conduisait au dénombrement spéitjfie de groupes (ici genre) bactériens au

sein de mélanges complexes, et un avec un sedétéetion de I'ordre de 20 a 50 cellules.

Cette méme équipe de chercheurs s'attache d'sjlléurdévelopper des méthodes
innovantes basées sur la spectroscopie de fluoresqeour la détection et la quantification
spécifigue des micro-organismes (et de spores)eempd réel. Ces auteurs ont déposé

plusieurs brevets en ce sens (Estes et al., 2@0&1®B et al., 2005, Powers et Lloyd, 2004).

La seule étude s’appuyant sur l'utilisation dedilmptique pour une analyse bactérienne
in-situ est décrite ci-apres. Il s’agit d’'une étudenée par B.C Spector et ses collaborateurs
en 2000 : 14 Chinchilla se sont vus contaminéfi@eliement et en aveugle par une souche
de collection deH. influenzaeou deS. aureuou deS. pneumoniaePour chaque animal une
seule oreille était contaminée. Aprés 24 a 48 twediiafection, les oreilles de I'animal étaient
examinées par fibre optique reliée au spectrométes. spectres de fluorescence étaient
enregistrés entre 265 et 565 nm apres excitatiore @50 et 550 nm. Bien que le temps
d’acquisition des spectres ait été long (environ Midutes par oreille), les auteurs ont
finalement réussi a identifier correctement tous &chantillons, laissant entrevoir les
potentialités de cette technique pour un diagnasgiide de linfection auriculaire chez le
chinchilla ! (Spector et al., 2000).

1.5.3. Mesure d’activité microbienne et métabolisme

La spectroscopie de fluorescence et ses différel@elinaisons (non présentées ici) a été

largement exploitée pour caractériser I'activitétabélique de populations microbiennes
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cultivées en conditions contrélées ou au sein dieicea complexes. Ainsi, a titre d’exemple,
I'activité dénitrifiante d’'une souche deaeruginosacultivée sous différentes conditions a pu
étre évaluée par mesure de la fluorescence. La rmesuporté sur I'évaluation de la
concentration intracellulaire en NAD(P)H, par eatiiin des suspensions bactériennes dans la
région de 340 + 20 nm et mesure de I'émission etz et 480 nm (Chen et al., 200Bn
s’'appuyant sur le méme fluorophore, S.C.W. KwoneRao ont développé un intéressant
systeme de mesure en ligne permettant de suiveer@mu l'activité fermentaire de souches
de Corynebacterium glutamicurultivées en fermenteur (Kwong et Rao, 1994). aeblet
Dufour (Leblanc et Dufour, 2002) ont également emistvidence la sensibilité de la méthode
pour évaluer le statut physiologique de bactéridgvées en milieu liquide. Pour 3 especes
bactériennes, a savoitactococcus lactis Staphylococcus carnosust Escherichia coli
'analyse comparée des spectres d’émisslentryptophangiexc=270 nmAiemi=305-400
nm)ou des acides aminés aromatiques + acides nuckicprc=250 nmjemi=280-480 nm)

a permis de différencier la croissance en phaséatd@ce, phase exponentielle et phase

stationnaire.

La fluorescence intrinséque des cellules a égaleéténutilisée par plusieurs auteurs pour
évaluer I'effet de biocides sur différentes popolad bactériennes. Ainsi, la fluorescence du
tryptophane collectée entre 300 et 500nm apresadixei a 275 nm a permis a A. Alimova et
ses collaborateurs (Alimova et al., 2005) d'évalliefficacité de lI'eau de javel et du
peroxyde d’hydrogéene sur des populations Riillus subtilis Staphylococcus aureus
Enterococcus faecalig€scherichia colet Pseudomonas aeruginosaus forme planctonique.
La quasi disparition de fluorescence du tryptophamgmait la destruction des structures
protéiques donc la destruction des bactéries tapdisle déplacement du pic (maximum) de
fluorescence de ce méme tryptophane observé [ur@ureussoumis au peroxyde
d’hydrogéne confirmait la résistance de cette lvacte I'agent oxydant. De la méme facon,
Ammor et col. (Ammor et al., 2006) ont examinédagtiques d’absorption de la tétracycline
chez 35 souches dgifidobacterium longumsolées du tractus gastro-intestinal humain par
spectroscopie a fluorescence. L'utilisation de rmé#s descriptives et discriminantes a
permis une excellente distinction entre les souckasceptibles, semi-résistantes et
résistantes. En 2006, Wang et ses collaborateappsyaient sur un protocole similaire pour
évaluer I'effet de I'iodure de potassium sur laissance d’'une population &scherichia coli
(Wang et al.,, 2006). Dans cette étude, la dimimutite I'intensité de fluorescence du
tryptophane Xexc=280 nmiemi=350 nm) et du NADHAeXc=350 nmiemi=430nm) était
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interprétée comme un blocage de la synthése puatét) du métabolisme respiratoire sous

I'action d’'une concentration définie de KO

1.6. Conclusion

Les spectroscopies optiques s’appuient sur l'icteya entre les rayonnements et les
molécules et les modifications énergétiques induiei sont caractéristiques de la structure
moléculaire ou de toute modification liée a un g chimique, énergétique ou dynamique
(Lakowicz, 1999).

La spectroscopie de fluorescence est une méthgilderat une des méthodes d’analyse
les plus sensibles et les plus sélectives ; ellenio des informations sur la présence de
certaines molécules présentant des doubles liaisongiguées (fluorophore) et sur leur
environnement dans les échantillons (Marangoni, 2L9%lle permet d'obtenir des
informations sur un grand nombre de molécules. eCetthnique a été largement et est
toujours exploitée pour étudier les structures wwdhares et leurs fonctions dans les
domaines de la chimie et de la biochimie. Les appbns dans le domaine de la
microbiologie ont été décrites des 1950 (SambursR¢8) mais il a fallu attendre le milieu
des années 80 (Bronk et Reinisch, 1993, Nelson5)1@8 l'apparition des méthodes
chimiométriques pour que l'analyse et la comparaises données contenues dans les

spectres d'excitation et d'émission soient possifiieahma et al., 1985, Meglen, 1988).

Il existe aujourd’hui de nombreuses déclinaisonsadspectroscopie de fluorescence qui,
a titre expérimental, visent a I'analyse de fonusiepécifiques de certains micro-organismes.
Mais concernant la caractérisation des micro-ogyaes a des fins taxonomiques, tres peu
d’études ont été publiées a ce jour, méme si &tix initiés sont fortement encourageants

guant aux potentialités de cette technique quegeiére pas d’additif ou réactifs colteux.
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Il. Pseudomonads

II.1. Généralités

Les bactéries appartenant au groupe des Pseudom@oadt a dire présentant des
caractéristiques phénotypiques communes a cellegraconent décrites pour les
Pseudomonastricto-sensu) sont le sujet de nombreuses étdeesis plusieurs décennies.
Certaines d'entre elles sont des microbes pathegemrtants pour les plantes, les fungi, les
animaux et méme I'humain (Lyczak et al., 2000) iwrgle d'autres présentent un fort
potentiel en tant qu'agents de biocontrole (WelkfQ7) ou a des fins de bioprotection des
cultures et productions végétales (Mark et al.,62MacSpadden Gardener, 2007). Tout le
long des chaines d'approvisionnements alimentdaiegenéralisation de rapport au froid a
favorisé la prédominance d'un certain nombre de lastéries psychrotrophes. Elles
représentent maintenant la flore principale impdeja@ans la détérioration des produits a base
de viande, de lait et de légumes pendant le steckégobie, et sont responsables des pertes

economiques considérables.

I.2. Principales caractéristiques phénotypiques du group.

(D’'aprés Le Bergey’'s Manual of Systematic Bacterialgy- Volume Two — The

Gammaproteobacteria, 29 edt)

Le groupe des Pseudomonads renferme des baciBean négatif, droits ou léegerement
incurvés, de 0,5 a 1,0 um de diameétre sur 1,5 am Qou plus) de longueur, non sporulés, le
plus souvent dépourvus de granules de poly-bétesRybutyrate (quelques souches Ele
pseudoalcaligenest P. corrugataaccumulent de I'acide poly-béta-hydroxybutyrigoenme
matériel de réserve en fin de croissance exporleNti€es bactéries sont tres généralement
mobiles grace a un ou plusieurs flagelles polainésne si certaines espéces telles Bue
mendocinaou P. stutzeriprésentent également des flagelles latéraux datemes conditions

de culture.

La grande majorité d’entre elles produisent de®rsigghores (pyocianine, pyorubine,
chlororaphine, oxiphenazine), macromolécules chéést des ions ferriques qui sont
synthétisées en réponse a une carence en fer dw mdd culture. Certaines de ces molécules
sont souvent considérées comme caractéristiguspate telles la pyocanine, pigment vert-

bleu de P. aeruginosa,la chlororaphine verte dd. chlororaphis ou la phenzine-
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monocarbixilique caractéristique ¢ aureofaciensll faut également préciser que certaines
especes telles que. stutzeri bien que dépourvues de pigment, forment des msdoqui
deviennent marron foncé au cours de leur vieilliemat par I'accumulation de cytochrome ¢

oxydase dans les cellules

Ces bactéries sont aérobies, a métabolisme steaterespiratoire. Toutefois certaines
espéeces sont capables de se multiplier en conslismaérobies par utilisation des nitrates
comme accepteur final d'électrons ou par hydrolgsel’arginine via le systeme dit de
I'arginine dihydrolase. Dans leur grande majorles bactéries de ce groupe sont chimio-
organotrophes, catalase positive, oxydase variafua, indologénes, et ne produisent pas
d'acétoine. Mais leur caractéristique majeure résteliversité et pluralité des substrat
carbonés qu'elles sont capables d'utiliser et leichesse en enzymes hydrolytiques

(protéases, lipases, estérases...).

Nombre de ces bactéries présentent un caracteahrpsypphe avec une température
minimale de croissance voisine de 4°C et une teatypér optimale de I'ordre de 28°C, tout
en étant incapables de se multiplier & des tempésasupérieures a 35°C. (la croissance de
certaines souches a des températures voisineSd€ 4 cependant été observee). Dans leur
grande majorité, elles incapables de pousser dHumfgrieur a 4,5. Enfin, peu de données
précisent la valeur AW limitée pour leur dévelepment, mais leur présence dans des

milieux a trés haute concentration en sel a éteesdlobservée (données personnelles).

Pour conclure sur les caractéristiques généraledaetéries du groupe Pseudomonad, il
convient de mentionner l'originale « fluidité » tlur génome. Celui ci, qui est de grande
taille, est riche de nombreuses séquences répttéessant les recombinaisons internes,
mais aussi, le transfert facilité de genes inteingta especes séquences régulatrices. |l
s’accompagne d'une grande diversité de plasmidas denférant, dans des circonstances
définies, des propriétés de résistance a de nomlatedivers antibiotiques, de résistance a
certains agents chimiques et physiques (molécudesamment biocides, sels de bore, de
chrome et métaux lourds, ultraviolets...), de rémasaaux bactériophages et a certaines

bactériocines.

Le remarquable potentiel génétique et physiologiag@ptatif de ces bactéries est, selon
A.J. Spiers (Spiers et al., 2000) responsable distabution universelle de ces espéces dans

environnements naturels et élaborés. Effectiventent,présence a été mise en évidence dans
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les sols et la rhizosphere de divers végétaux, dassaux douces ou marines et méme dans
les nuages. lls sont présents dans la flore in@dstide 'hnomme et des animaux, et peuvent
contaminer les denrées alimentaires et méme lggam@ions pharmaceutiques pourtant

dépourvues d’éléements nutritifs facilement métadadiles.
I1.3. Taxonomie et phylogénie

11.3.1. Généralités

C’est en 1673 qu’Antoni Van Leeuwenhoek (1632-17f28)le premier a observer les
bactéries qu’il appela animalcules. En 1774, dansasticle intitulé "Vermium terrestrium et
fluviatilum, seu Animalium Infusodorum, Helminthizon et Testaceorurn, non marhorum,
suczhcta", Otto Frederik Mduller (Muller, 1774) pigblce qui semble étre la premiére
description d'une bactérie. Cet auteur désigne onem deMonasdes micro-organismes
mobiles en forme de batonnet et sous le nonVitkeio les micro-organismes mobiles de
forme spiralée. Le genmglonas était en fait tres hétérogene car il renfermalia dois des
organismes eucaryotes et des organismes procaryene4894, Migula proposa le genre
Pseudomonapour classer les bactéries initialement inclusessde genrédlonas En 1895,
Migula inclut dans le genfeseudomonades bactéries possédant une ciliature monotriahe o
multitriche dont I'espéceP: pyocyaneak (aujourd'huiP. aeruginosa Petit a petit, furent
classées dans ce genre, toutes les bactéries ar@gatif et a métabolisme non fermentaire.
En 1975, la huitieme édition du "Bergey's ManuaDeterminative Bacteriology" recensait

294 espéces, le genre était alors un genre « foaute».

11.3.2. Approche génotypique

(Cette partie concerne I'approche phylogénétique &iu classification de la taxonomie,
les travaux présentés portent principalement sur desouches de référence)

Remarque préalable : ce paragraphe n’a pas prétentle présenter une liste exhaustive des
études relatives a l'analyse génétique de la phgigy des Pseudomonads, mais plutét un
regard sur I'évolution de la taxonomie et des mé#wassociees.

Une équipe de chercheurs de I'Université de Beyki@alifornie) dirigée par Doudoroff
et Palleroni avait initié, dés le milieu des anné@sune étude étendue sur la caractérisation
de ces bactéries en s’appuyant notamment sur larenés contenu en G+C évaluée par le
ratio de la quantité des nucléotides guanine aisay¢ sur la quantité totale de nucléotides,

autrement dit par le G + C %. Ce critére étaitsttdeailleurs toujours considéré comme un
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indicateur taxonomique intéressant ; une similitdteu moins 90 % semblant significative
d’appartenance a un méme genre. Chez les procangopourcentage de G+C peut varier de
25% (Mycoplasma capricolumd 75% Micrococcus luteus)chez lesPseudomonas varie
entre 59 et 68%. Cette méthode permit, par exeng@econfirmer I'écartement du genre
Pseudomonades espéeces du germarkholderia(G+C % de 64 a 68 %), du gerRalstonia
(G+C de 62 a 70 %), du genfeidovorax(G+C de 62 a 67 %) ou du gerG®mamonas
(G+C de 65 a 67%). Mais comme le signalait plug Railleroni (Palleroni, 1984, Palleroni et
Moore, 2004), bien que les différences sensibless da G+C% soient susceptibles de
différencier des taxons, des contenus similaire&en C n’indiquent pas nécessairement la
parenté.

Quoi gu’il en soit, le démantelement du gefseudomonaslécrit en 1976 par R.Y.

Stanier (Stanier, 1976) ne faisait que débuter.

A partir de 1968, les tests d'hybridation ADN-ADMtcété décrits (Johnson et Ordal,
1968), conduisant au regroupement de souches paésedes caractéres génotypiques
similaires en genomovars: étaient considérées coappartenant a un méme génomovar, des
souches présentant plus de 70% d’homologie ou mdas5°C de différence pour la
température de dénaturatiodTfm) de leur ADN. Appliquée au¥Pseudomonascette
méthode confirma les classifications phénotypigpasque les especes incluses dans un
groupe étaient liées entre elles par des homolatgdsur ADN alors qu'elles ne présentaient

pratiguement aucune homologie avec les souchesutiess groupes (Swings et al., 1983).

Ultérieurement, Doudoroff et Palleroni ont utilidés tests d'hybridation ADN-ARN dont
les premiers résultats ont été présentés par $téomie du "Congrés de Microbiologie
Générale" de Mexico (1971). Comme le soulignait .RStanier en 1976, il était tentant
d'accorder a chaque groupe d’homologie de 'ARNsomal le rang d'un genre, sinon d'une
famille bactérienne. Doudoroff et Palleroni n'oasgranchi ce pas car les espéeces d'un méme
groupe étaient tellement diverses qu'il était diiii de trouver des caracteres phénotypiques
permettant de les différencier des autres groupes.

Néanmoins, c’est bien en s’appuyant sur les étalde$hybridation ARNr-ADN que
Palleroni et ses collaborateurs (Palleroni, 19%8)pu subdiviser le genf@seudomonagn
cing groupes d’homologie des ARNTr (les groupes ARRErV) entre lesquels I'éloignement
génétique était aussi grand que I'éloignement gprede chacun de ces groupes vis-a-vis
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des entérobactéries ; ils posérent alors les bagesla taxonomie « moderne » des

Pseudomonset des flores apparentées.

La figure 12 présente les résultats tels qu'ilsaapissaient dans son article « Nucleic

Acid Homologies in the genuseudomonas daté de 1973.
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P cepocia /P lestosteron

) P pseudomalier
P marginata [ P motiel

|| P caryophylli

Xonthomonas sp

W P Sstutzrer
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Figure 12 : Les espéeces deseudomonagt biotypes organisées sur la base des recherche
d’homologies au niveau des ADN et ARN ribosomiaux.es cercles ombrés représentent
les groupes d’homologie ARNTr (Palleroni, 1973)

Durant les années qui suivirent, I'analyse de d#érents groupes se poursuivit et des
précisions furent apportées, grace notamment aak/ses basées sur la comparaison de
séquences des ARN 16S (De Ley, 1992, De Vos etdye 1983, De Vos et al., 1985, De

Vos et al., 1989).

39



Synthése bibliographique

Les 5 groupes d’homologie précités comprenaient fah des especes largement
distribuées au sein des Proteobacteria. Dans leergW'il publia en 1996, Kesters (Kersters,
1996) présenta une liste révisée de la nouvellgipogsaxonomique des Pseudomonads. Pour
ne citer que quelques exemples, des espéeces dpegRNA Il furent transférées aux genre
Burkholderiaet Ralstonia(Xiang Li, 1993, Yabuuchi, 1992, Yabuuchi, 1995¢s especes du
groupe d’ homologie ARNr Il furent transférés daes genref\cidovorax Comamona ou
HydrogenophagaTamaoka et al., 1987, Willems et al., 1990, Wilkeet al., 1992); ces
genres appartiennent a la sous cla@sdes Proteobacteria Des espéces du groupe d’
homologie ARNr IV furent transférés dans le geBrevundimonagSegers et al., 1994) qui
appartient désormais a la sous clagsdes Proteobacteria.Enfin I'espéceP. maltophilia
initialement assignée au genfanthomonagar P. De Vos (De Vos et De Ley, 1983) était
reclassée dans le genB&tenotrophomonagPalleroni et Bradbury, 1993) qui appartient
désormais a la sous clasg@desProteobacteria.Le genrePseudomonas stricto-senfut
alors délimitéau seul groupe | de 'ARNr qui appartient désornaik sous classg des
Proteobacteria; ce groupe comprenait alors 3 sous groupes avecaeruginosa, P.
fluorescens et P. syringamme souches typ&loore et ses collaborateurs (Moore, 1996)
délimita la lignée deB. fluorescen®n y incluant les especks fluorescensP. aureofaciens
P. chlororaphis P. marginalis P. tolaasiet P. viridiflava, mais il régnait le méme degré
d’hétérogénéité au sein de I'esp&dluorescensgju’entre les différentes especes de la lignée.
Un constat similaire était décrit pour le grolheputida; ce point sera discuté plus loin dans
ce documentPlusieurs équipes se sont attachées a la carattmisplus fine de ces
PseudomonagAnzai et al., 1997, Bennasar et al., 1996, Moa896), leurs résultats étaient
généralement cohérents avec ceux décrits par MNalleréhi. En 2000 Anzai et ses
collaborateurs ont comparé les séquences des ARNABR8 especes validées du groupe |
de 'ARNr et mené une analyse phylogenétique éterdlu genrePseudomonasPour 57
especes, les auteurs ont confirmé l'appartenancgeatePseudomonasel que défini par

Palleroni en 1984, ces espéces ont été subdivesééslusters (Figure 13).
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Figure 13 : Arbre phylogénétique def?seudomonastricto-sensu tel que proposé par

Anzai et al. (Anzai et al., 2000) sur la base deahalyse comparative des séquences ARN

avantP. aureofaciens
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Les autres especes n‘ont pas trouvé leur positiosem du genr®seudomonastricto-
sensu et ont été redistribuées dans d’autres gelesssous classes, [3, ou y-f des

Proteobacteria

Aujourd’hui, la comparaison des séquences d’ARNIgéséralement admise comme une
méthode pertinente pour attribuer une position @ighetique a une souche bactérienne (avec
un point de coupe de 3% de divergence maximum @ogouches d’'un méme cluster
(Stackebrandt et Goebel, 1994)), elle s’appuielldiais sur de larges bases de données
(GenBank-EMBL-DDBJ). Bien évidemment, cette teclieiqa été largement exploitée pour
préciser la classification dédseudomonast pour proposer une position taxonomique a un
isolat. Néanmoins, plusieurs auteurs ont décritentain nombres de limites a cette approche
(Bennasar et al., 1996, Bosshard et al., 2006,t@agt al., 1995, Janda et Abbott, 2007,
Mignard et Flandrois, 2006), et notamment pour Rseudomonads suscitant ainsi la
recherche d'autres marqueurs pertinents et proposkn nouvelles classifications

sensiblement différentes

Ainsi, L. Ait Tayeb publiait en 2005 une vaste é@ugortant sur la comparaison de
séquence du gempoB (sous unité beta de I'ARN polymerase) de 186 saadeeréférences
dont 75 especes identifiees au gdAaseudomonadans les collections de référence et les 111
restantes apparentées aux genres proches dan€uges lmanques de collection. Les auteurs
montraient alors que le pouvoir résolutif de ce quaur était triplé par rapport a celui de
I'’ARN 16S (Ait Tayeb et al., 2005).

D. De Vos, sous I'égide de P. Cornelis tenta deipeé la phylogénie deBseudomonas
(ARNr 1) en s’appuyant sur la comparaison des sécggoprl (le gene codant pour la
lipoproteine | de la membrane externe) de 17 saudfe référence, 20 isolats dre
fluorescenset 25 isolats d®. aeruginosgDe Vos et al., 1998) Les auteurs confirmérent la
proximité génotypique de I'ensemble de souchedPdaeruginosale bon clustering des
souches de°. chlororaphis(3 souches), la proximité de. cichorii et deP. syringae. P.
pseudoalcaligene$. mendocinaet P. oleovoransitant plus proches d& aeruginosaCes
résultats confortérent les résultats obtenus flaues, mais mirent en évidence la trés grande

hétérogénéité au sein desfluorescens

Christensen et ses collaborateurs (Christensen.etl@4) s’étaient appuyés sur la

comparaison de 4 régions des ARNS 23S pour digueinZi2 isolats ou souches de collection
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préalablement identifies par SDS-Page en tant Bueaeruginosa %), P. putida (9), P.
syringae(2), P. cepacia(1) (ultérieurement renommnt. cepacia , P. fluoresceng27) etP.
cholororaphis (1).La classification obtenue fut tres mal coreél@vec les données
phénotypiques et ne fut pas suffisamment discrimiapour lesP. fluorescens, P.
chlororaphiset P. putidabiovar B ni pour les différents biovars &e fluorescensMais |l
convient de préciser qu'a cette époque, les basedodnées de séquences étaient encore

restreintes concernant ces micro-organismes.

En s’appuyant sur le gene codant pour la protéieenbmanaireoprF, I'équipe de S.
Barray analysa 69 isolats et souches de référeadeséudomonagt construisit un arbre
phylogenetique assez différent de celui basé analyse des séquence des ARN 16S mettant
une fois de plus en évidence, les limites de lsdtion de ce dernier marqueur pour la

taxonomie de®seudomona@Bodilis et Barray, 2006).

A noter également, I'utilisation de la région nandante située dans la région entre les
génes 16S et 23S d'ARNr. Cet ADN est excisé auscdurprocessus de transcription de
I'ARN ribosomal au cours de la synthése des rib@soet, par conséquent, est exposé a
beaucoup moins de conservation évolutive que leegd'ARNr. Il a ainsi été possible de
résoudre les différents genomovars e stutzeri en corrélation avec la différenciation
d'ADN déterminée par hybridation ADN-ADN (Guasmé&t2000).

En s’appuyant sur les séquences des genes gyrBricpdur la sous_unifg@ de 'ADN
gyrase) et rpoD (gene codant pour la sous-unit@aide 'ARN polymérase), Yamamoto et
ses collaborateurs (Yamamoto et al.,, 2000) comeatei25 souches dPseudomonas
réparties en 31 espéces (figure 14). L'analysepdesimités phylogénique des especes était
tres différente de celle basée sur I'analyse dedl ABS. lIs proposerent I'organisation du
genrePseudomonasn 2 clusters majeurs. Le premier comportait ér2faous complexes : le
« complexeP. aeruginosa» qui comprenaiP. aeruginosaP. alcaligenesP. citronellolis P.
mendocinaP. oleovoranset P. pseudoalcaligene®t le complexd®. stutzeriqui incluaitP.
balearica et P. stutzeri Le second cluster était réparti en 3 complexes« complexeP.
putida» qui incluait P. putida et P. fulvg le « complexeP. syringae»> comprenant?.
amygdalj P. caricapapayagP. cichorii, P. ficuserectageP. viridiflava et P. savastanoiEnfin
le complexeP. fluorescen®tait lui méme divisé en 2 sous-groupes : le gedufluorescens
avec P. fluorescensbiotypes A, B et CP. azotoformansP. marginalis pathovars,P.
mucidolensP. synxanthaet P. tolaasiiet celui ded?. chlororaphisavecP. chlororaphis P.
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agarici, P. asplenij P. corrugata P. fluorescensiotypes B, G eP. putida biovar BUne fois
encore les ambiguités taxonomiques®efuorescenst desP. putidaétaient révélées.

e o

KNnue=01

Figure 14 : Arbre phylogénétique de 125 souches déférence dePseudomonasel que
proposé par Yamamoto et al., 2000 sur la base daiialyse comparative des séquences

des genes gyrB et rpoD.

En 2004, Elena Hilario et ses collaborateurs (ltilat al., 2004) se sont attachés a

comparer les proximités phylogénétiques de PA&2udomonagsouches de collection) en
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s’'appuyant sur 4 séquences moléculaires provemangéhestpD (sous unité catalytique du
complexe FOF1-ATP synthétase), carA (sous unitéeAadcarbamoyl phosphate synthase),
recA (proteine Recombinase A) et ARN 16S (petitessonité de '’ARN ribosomial 16S).
Les résultats sont présentés ci-apres ( figura@yp,
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Figure 15 : Analyse des relations phylogénétiquesite Pseudomonadasée sur la

comparaison des séquences des genes atpD, carAAret ARNr 16S. Les triangles

symbolisent les séparations de clusters (Hilario eil., 2004) .
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Combined data
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Figure 16 : Analyse des relations phylogénétiquesige Pseudomonasasée sur I'analyse
combinée des genes atpD, carA, recA et ARNr 16S. 4 &iangles symbolisent les

séparations de clusters

La proximité observée entke flavescens, P. mendocina, P. stutzeri, P. resiranset P.
aeruginosaa été cohérente avec les divisions majeures oleepa¥ d’'autres auteurs tels que
le ‘P. aeruginosantrageneric cluster’ _IG | décrit par Moore @il. en 1996, le cluster |
décrit par Yamamoto aol. en 2000 et le groupe dEs aeruginosadécrit par Anazai etol.
en 2000 (sauf que pour ce dernier autéustutzeriforme un groupe indépendant). Les
Biotypes A, B, C, F et G dB. fluorescensont apparus proches de la souche type mais la
proximité observée avede. putidg P.agarici ou P. syringaeselon les marqueurs utilisés est
restée inexpliquée pour les auteurs. Par 'analgs€ARN 16S, la position phylogénétique
de P. chlororaphisreste ambigué, mais I'analyse comparative des nege clairement
positionné cette espéce au sein @efluorescensmontrant par ailleurs des proximités fortes
avecP. aureofacien®t P. aurantiacacomme cela avait d’ailleurs été observé aupargvant
Palleroni et sescollaborateurs.Malgré les différencephénotypiques importantes entre ces
especes, les auteurs suggérerent Bueaureofacienset P. aurantiacasoient considérés
comme des synonymes Be choloraphis Finalement les auteurs de cette étude confirméren

les ambiguités taxonomiques dedluorescengt desP. putida
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Ce dernier point qui apparait redondant dans |#éreintes analyses a été parfaitement
décrit par les équipes de la Station de Patholegagtale et phytobactériologie (INRA de
Beaucouzé) et du laboratoire de recherche supta flathogene dans le sol (INRA-CMSE,
Dijon) dans leur article de revue intitulé « Thedmomy of P. fluorescenset P. putida:
current status and need for revision » paru en 2066 auteurs ont comparé différentes
approches méthodologiques pour résoudre les andgtaixonomiques qui regnent au sein
des différents biotypes de ces derniéres espés@siticonfirmé la nécessité de poursuivre les

travaux en ce sens (Bossis et al., 2000).

Au vu de ces différentes publications, il apparattement que le pouvoir résolutif de
'analyse moléculaire serait nettement amélioré panalyse combinée de plusieurs
séquences génétiques. Cette approche, évidemnanefpeuse, a longtemps été limitée par
les difficultés meéthodologiques. Aujourd’hui cedfidultés techniques sont en passe d’étre
surmontées et lintérét du concept de Multilocusgqugdce Typing (ou MLSA pour
Multilocus Sequence Analysis) est désormais largemeartagé par la communauté
scientifique. Briévement ce concept s’appuie sur sidection de plusieurs genes
“représentatifs” du chromosome et l'analyse de deséquences et de leurs produits
peptidigue en tant que séquences concaténées EGatval.,, 2005). Malheureusement, a ce
jour, cette méthode n’a été utilisée que pour oertaespéces deseudomonagiohnson et
al., 2007, Frapolli, 2007, Sarkar et Guttman, 2004ng et al., 2007) et aucune étude étendue

au genrd’seudomonas’a éte publiee.

En parallele de I'approche génotypique présenté@vamt, de nombreux chercheurs ont
cherché a mettre en évidence des marqueurs phéneotgpoour I'analyse phylogénétique ou
le positionnement taxonomique des Pseudomonadspdragraphe suivant s’attache a

présenter les principales études publiées en & sen
11.3.3. Approche chimiotaxonomique

Remarque préalable : cette partie concerne l'appecphylogénétique et I'approche
classification de la taxonomie, les travaux préésrtortent sur des souches de référence ou

des isolats.

11.3.3.1. SDS-PAGE et la composition protéique desellules
Le SDS-PAGE ou Sodium Dodecy sulfate — Polyacryan@el Electrophoresis, est une

technique qui repose sur la séparation électrofiqae des macromolécules en gel
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dénaturant. Cette technique peut étre appliquéaffareshts composants mais c'est la
séparation des protéines cellulaires totales guiagslus couramment utilisée concernant les
Pseudomonads. M Vancanneyt et collaborateurs (Vaega et al., 1996) ont ainsi construit
une vaste base de données de profils électrophoestia partir de 210 souches de collections
appartenant au groupe des Pseudomonads. Les aatgursis en évidence le fort pouvoir
discriminant de la technique a I'échelle de I'espé&t de la sous-espece et sa capacité a
identifier des isolats (29 dans I'étude présenseehiveau de I'espece. Bien que les travaux
présentés ne permettent pas une comparaison avelaldres techniques, des informations
relatives a la position taxonomique de certainegises ont été présentées. Ainsi, une fois de
plus, I'hétérogénéité au sein deB. fluorescens P. putidg P. marginalis P.
pseudoalcaligene®. stanieriet P. stutzeria été rappelée. La méme méthode appliquée a la
caractérisation de 106 isolats provenant d’écHansilde poissons et préalablement identifiés
au genrePseudomonast a 9 souches de référenbe fluorescendiovar V-1,P. fluorescens
biovar V-5, P. fluorescenshiovarlll-1), P. fluorescensiovar I-1,P. fragi, P.putida biotype

A, P.lundensis P. putida) s’est cependant révélée inapte a différencier ctameentP.
fluorescensbiovar V de P. putidaet deP. fragi groupés en méme cluster. Ces résulbats
confirmé I'ambiguité qui regne quant a la posititaxonomique de ces espeéces telle
gu’évaluée par les expériences d’hybridation ADNMBuU méme par comparaison des ADN
codant pour les ARN 23S.

11.3.3.2. FAME et les compositions lipidiques desetlules

L’analyse des Fatty acid methyl ester (FAME) camesien la caractérisation par
chromatographie en phase gazeuse des produits tle/lvastérification des acides gras
cellulaires. Cette technique, trés rapide, pewt @pliquée aux acides gras totaux ou a
certaines fractions. Cependant, la composition eidea gras d'une bactérie étant tres
dépendante de la composition du milieu de croissancle la température d’incubation, cette
technique a longtemps souffert d’'un manque de abgéé et reproductibilité. Aujourd’hui il
existe un systéme automatisé : Le Sherlock® Mialoldentification System (Newark,
Delaware), qui s’appuie sur une large base de agmnnéuvrant 1500 espéces bactériennes
dont 60Pseudomonastricto-sensu et quelques 30 especes proches.

En fait, I'analyse des acides gras est considégere a valeur taxonomique pertinente et
fait I'objet de nombreuses études depuis plus dard(lkawa, 1967, Ratledge et Wilkinson,
1988). La composition en acides gras cellulaire® £6 en isoméres de 18:1 et 16:1 semble
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étre typique de la plupart des protéobactéries mgaiscernant les Pseudomonads, les
chercheurs sont cependant plus partagés (Bultreys.,e2003, Vancanneyt et al., 1996).
Plusieurs études ont été publiées dans les anGé@@, Ta plus vaste d’entre elles étant celle
de D.E Stead qui a comparé plus de 500 profils idésc gras cellulaires de 340
Pseudomonads (Stead, 1992a) mais les clustersn@gseoncernaient principalement
I'origine écologique des isolats. Dans le méme t&enpar comparaison des teneurs en acides
gras totaux et de la fraction phospholipidique, Wancanneyt (Vancanneyt et al., 1996)
présentait un clustering dé¥seudomonagohérent avec la classification en cing groupes
d’homologie des ARNTr présenté par Palleroni etcedisborateurs en 1973 (Palleroni, 1973).
Les souches du groupe | d’homologie étaient catiaées des acides gras 10:0 30H et 12:0
30H, celles du groupe Il par les acides gras 1@H,Xelles du groupe Il par 10:0 3 OH, et
celles du groupe IV par 10:0. La comparaison de§lprde la seule fraction phopholipidique

n'apportait quant a elle aucun élément additio@nehleur taxonomique.

[1.3.3.3. Typage sur siderophores

Les pyoverdines sont des pigments trés t6t corésdédcomme des marqueurs
taxonomiques potentiels dBseudomonadits fluorescents. J.M. Meyer et ses collaborateur
explorent cette possibilité depuis plus de 30 aesyér et al., 2008); ils ont mis en évidence
I'existence de plus de 100 composeés de type pyowerdous présentent une structure
centrale identique, a savoir, un chromophore geimgue ((1 S)-5-amino-2,3-dihydro-8,9-
dihydroxy-1H-pyrimido-[1,2-a)quinoline-1-carboxyliacid) sur laquelle sont branchées des
chaines peptidique dont la nature et la tailleevdglobalement de 6 a 12 D et L- acides
aminés). Ainsi, de faibles différences dans la cttme¢ des sidérophores peuvent étre
considérées comme des eléments discriminants aulesiPseudomonads. La caractérisation
fine de ces siderophores a été rendue possibleughsation de techniques d’électrophoréese
et séparation sur point isolélectrique des sidévogsh isolés des milieux de culture et
maintenant par spectrométrie de masse (Meyer,e2Q08). Les résultats obtenus a partir de
plusieurs centaines de souches fluorescentes @uomscentes ont été en corrélation avec
les résultats des analyses de génotypage, signifiasi que cette approche est extrémement
prometteuse pour la différenciation au niveau éspkce (Fuchs, 2001, Meyer et al., 2002,
Mossialos et Amoutzias, 2007). D’ailleurs, dansauiicle en date de 2007, J.M. Meyer et ses
collaborateurs montraient I'intérét de cette méehpdur la différenciation en 35 siderovars
de 144 isolats d&seudomonapréalablement identifiés a I'espépatida (Meyer et al.,
2007).
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[1.3.3.4. Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse n’'est pas une méthodéragmpique, son principe réside
dans la séparation en phase gazeuse de molécalegeh (ions) en fonction de leur rapport
masse/chargen(/?. Cette méthode est présentée ici car son hautoporésolutif a été
exploité recemment pour la caractérisation de semicle référence non fermentaires dont la

plupart étaient des Pseudomonads.

Les méthodes s’appuyant la spectrométrie de madsét® utilisées dés 1975 (Anhalt et
Fenselau, 1975) pour caractériser les micro-orgassa des fins taxonomiques. Ces
méthodes sont nombreuses et variées car les giésibie couplage de la spectrométrie de
masse a des meéthodes séparatives (chromatograpluiguex) ou spectroscopiques sont tres
étendues; il n’est pas question d’en faire iciM@ntaire, seules les plus connues seront citées.
La spectrométrie de masse sur Pyrolyse (Py-MS)d'dée des premiéres techniques de
spectrométrie de masse a générer des données @éesicomme des empreintes digitales
des bactéries étudiées. Développée des le milisuadeées 1990 parallelement par les
équipes de Goodfellow et de Goodacre (Atalan e2800, Chun et al., 1993, Goodacre et
Berkeley, 1990, Goodacre et Kell, 1996, Goodacral.et1996, Sanglier et al., 1992), cette
technique permet la discrimination de bactériegyiai niveau de la sous-espece voire de
variants environnementaux d’une méme espéce (Gooaadell, 1996, Goodfellow, 1995,
Gutteridge, 1987, Helyer, 1997, Magee et al., 18s0n et al., 1998). Diverses déclinaisons
de cette technique telles que la laser desorptnization (SELDI-TOF-MS) (Mellmann et
al., 2008), la plasma desorption (PD-MS) et la Fagim bombardment (FAB-MS)-
spectrometrie de Masse ont également montré lewrgiodiscriminant mais ces techniques
requiérent une étape limitante d’ionisation quémdtles matrices cellulaires et limite ainsi
'analyse. Des méthodes d’ionisation plus doucdesteque celles utilisées electrospray
ionisation (ESI-MS) ou Matrix Assisted Laser Degsmnp/lonization Time-Of-Flight
(MALDI-TOF) apparaissent plus pertinentes. Cettentge a permis l'identification a des
niveaux de précision variables de différentes espéeEscherichia coli, E. coli 0157 :H et
Listeria  monocytogenes(Mazzeo et al., 2006),Staphylococcus aureusBacillus,
Pseudomona®t des especes ddycobacterium(Bright et al., 2002, Fox, 2006) ou plus
largement, différents isolats provenant de I'enwirement (Bernardo et al., 2002, Bright et
al., 2002, Jackson et Lay, 2001, Krader et D., 26084hov et al., 2000, Smole et al., 2002,
Walker et al., 2002) ou de 'lhomme (Hsieh et aD0& Williamson et al., 2008). Plusieurs
sociéetés telles que la société Anagnostec (htyww\enagnostec.eu/products-
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services/saramis.html proposent une version autségatie la technique et une large base de
données permettant l'identification rapide des oymrganismes couramment rencontrés dans

le secteur médical, agroalimentaire, environnenmentaitilisés en biotechnologies.

La figure 17 présente les spectres enregistréspmatrométrie MALDI-TOF de 3 genres

bactériens
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Figure 17 : Exemples de spectres enregistrés paresgrométrie MALDI-TOF a partir de
bactéries appartenant a 3 genres distincts ( d’apeM.G. Kedney et al., 2007)

Récemment A. Mellmann et collaborateurs ont pré&@viellmann et al., 2008) une vaste
étude portant sur l'identification de 80 isolatsspitaliers (bactéries non fermentaires) par
spectrométrie de Masse MALDI-TOF. Pour cette étumhe base de données portant sur des
données spectrales de plus de 240 souches dendféra été construite. Quant aux isolats,
leur identification s’est faite par comparaison @Vanalyse partielle de la séquence de leur
ARN 16S. Pour 85,9% des isolats l'identification miveau d’espece fut cohérente avec la
méthode de référence, pour 11,5 % l'identificatfom erronée et pour le reste, aucune
identification de fut possible. Concernant IBseudomonas sppnclus dans I'étude, les

résultats furent les suivants :
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Tableau 2 : Résultats d’une étude portant sur l'idatification de 80 isolats hospitaliers
(bactéries non fermentaires) par spectrométrie de lsisse MALDI-TOF

Identification par séquencage des ARN 1&®entification par spectrométrie de masse
MALDI-TOF

. aeruginosd17 isolats) . aeruginosg17 isolats)

. stutzeri(3 isolats) . stutzeri(3 isolats)

. putida(2 isolats) . putida(l isolats) eP. fluorescengl isolat)

. citronellolis(1 isolat)

. fulva(1 isolat) . fulva(1 isolat)

. koreensig1 isolat) . koreensig1 isolat)

. oleovorang1 isolat) . oleovorangl isolat)

P
P
P
P. citronellolis(1 isolat)
P
P
P
P

seudomonaspp. (7 isolats) . savastanof2 isolats) P. monteilii(1 isolat),

. putida(4 isolats)

pvimvancinvinvimvimvipeiinvline

P. monteiliiouP. putida(6 isolats) . putida(4 isolats) eP. monteilii(2 isolats)

P. psychrotoleran®u P. oryzohabitang1

isolat) P. oryzohabitans (1 isolat)
P. synxanthaou P. mucidolensou P. )
libanesisou P. gessardi(1 isolat) P. tolaasi

Stenotrophomonas maltophil{&4 isolats) | Stenotrophomonas maltophil{&4 isolats)

Stenotrophomonaspp. (3 isolats) Stenotrophomonas maltophil{@ isolats)

Par comparaison a la méthode de séquencage de I'Bd8\ le pouvoir résolutif de la

méthode spectrale apparait tres supérieur, et plnticulierement prometteur.

L’ensemble de ces techniques repose sur la casattén a des niveaux plus ou moins
précis de différents constituants cellulaires (@ras, lipides..) dont la composition varie trés
fortement en fonction des condition de croissatemgérature, nature des substrats..) ou de
'état physiologigue des populations (phase expbeks de croissance, phase
stationnaire...). Ainsi, outre une phase de préparales cellules (phase de lyse notamment)
qui se doit d’étre parfaitement repétable et repctiile, les modalités de préparation des

échantillons (ici les bactéries) a analyser doivre parfaitement calibrées.
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Il.4. L'identification d’un isolat : moyens disponibles aijourd’hui ou

en cours de développement

11.4.1. Milieux selectifs et/ou élctifs

L’isolement des bactéries sur milieux sélectifsébectifs peut étre considéré comme la
premiere étape d’identification puisqu’il orientenplicitement I'expérimentateur vers le
groupe taxonomique recherché. Concernant les Pseudls, de nombreuses études se sont
attachées a mettre au point des milieux de cuktireonditions d’incubation adéquats. La
plupart de ces milieux concernent lisolement desdd®emonads a partir de niches
écologiques particulieres mais globalement tousntiéisux s’appuient sur la polyrésistance
des Pseudomonads aux antibiotiques (milieu gélds&trimide) ou sur la mise en évidence
de caracteres métaboliques tels que la producgopigments (milieux King A et King B)
couplés au caractere psychrotrophe de la plupaedebactéries. Actuellement, plusieurs
milieux complexes sont commercialisés et largematilisés dans les laboratoires de

recherche ou les laboratoires d’analyse. Il s'dgit

La gélose CFC(Céphalosparine / Fucidine / Cetrimide) gsi un milieu nutritif de la
composition suivante: peptone de gélatine 16 §.Hydrolysat de caséine 10 gXLsulfate
de potassium 10 g.1. chlorure de magnésium 1.4 g:Lagar 11 g.[* supplémenté en 3
agents antimicrobiens: cétrimide 10 mg.lfucidine 10 mg.L*; céphalosporine 50 mg.
destinés a améliorer la sélectivité de ce miliea.gélose CFC est celle préconisée par la
norme (NF V 04-504) pour le dénombrement Bssudomonadans les viandes et produits
carnés. Son utilisation pour le dénombrement Besudomonasians d’autres produits
alimentaires est largement répandue et décrite tmrdgtérature scientifique, les auteurs
modifiant, selon les travaux, les durées et tentpiga d’incubation: 2 jours a 20°C
(Tryfinopoulou et al., 2001), 2 jours a 25°C (Jegme 1995, Neumeyer et al., 1997); 1 a 2
jours a 30°C (Guven Uraz, 1998), 1 a 3 jours a 3(R@eger et Sheikh, 1987) et 2 jours a
30°C (Cho et Tiedje, 2000).

Le milieu GSP (Glutamatate Starch Phenol-red agar) esii un milieu nutritif de la
composition suivante : L-glutamate de sodium: 10*gamidon soluble: 20 g, phosphate
monopotassique: 2 g, sulfate de magnésium: 0.5 §,Lrouge de phénol: 0.36 g'Lagar-
agar: 12 g.[* supplémenté par un ou deux antibiotiques : pdinieilG-sodique: 100 000 U. |

et éventuellement piramicine: 0.01 d.LCe milieu a été proposé pour la détection des
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Pseudomonast Aeromonagsians les aliments, les eaux usées et des équipeeremTbntact
avec les aliments (Flint et Hartley, 1996). Les ditans d’incubation préconisées par le
distributeur Merck sont de 72 h a 25°C.

La gélose a la cétrimideest un milieu nutritif préconisé pour lisolemeet la
différenciation deP. aeruginosadans divers produits (Merck). Sa composition est |
suivante : peptone de gélatine 207Y.thlorure de magnésium 1.4 g;Lsulfate de potassium
10 g.L':; agar-agar 13 git., supplémentée par la cétrimide qui un composiénambbien a
large spectre de la famille des amonniums quatem#Merck préconise 0.3 g'ldans son
milieu Agar au cétrimide). Certains fournisseurxdfd) préconisent I'ajout d’'un deuxieme
agent sélectif afin d’améliorer la sélectivitésiagit de I'acide nalidixique (Oxoid préconise
15 mg.L! dans son milielPseudomona€N et 0.2g/L de cétrimide). Dans le cas de la
recherche et/ou dénombrement &esaeruginosal’incubation est suggérée a 35°, 37° voire
45°C durant 24 a 48 heures selon les fournissduuasilisation de ce milieu avec une
incubation a plus basse température est parfoigitelépour le dénombrement des

Pseudomonads totaux.

Quant aux milieu King's A (destiné a la mise endévice de production de pyocianine
(Brown et Lowbury, 1965) et king B (destiné a lasenien évidence de pyoverdines (Kaare
Johnsen, 1999), il ne s’agit pas de milieux sékeci proprement parlé et leur utilisation
restreint la détection aux seuls Pseudomonads#ildes de produire des pigments dans les

conditions d’incubation.

De facon évidente, aucun de ces milieux et/ou ¢mmdid’incubation ne permet le
recouvrement de I'ensemble des Pseudomonads médmmd une matrice quelle que soit sa
nature. L’'agent sélectif ou électif choisi, qu'bislié a la composition du milieu ou aux
conditions d’incubation, est limitant au vu de laeisité des Pseudomonads. De la méme
maniere, de nombreux auteurs ont mis en évidenpegkence de flores non Pseudomonads
sur ces milieux obligeant a une identification omanima, orientation d’identification de

toute ou partie des colonies dénombrées.

Les méthodes mises en place pour cette démardtentification dépendent de I'objectif

de I'analyse et des moyens disponibles dans |esdtdires.
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I.4.2. Tests biochimiques et physiologiques basés sur lasa en évidence

d’'un composant ou une activité

Ces tests simples visent a orienter la démarchaedtification, généralement avec une

précision tres relative, au niveau de la famillergalu genre bactérien

Concernant les Pseudomonads, les tests les plus monment utilisés sont les

suivants :

Description des colonies avec recherche ou nonad@rbdduction de pigments par

observation sous lampe UV (365 nm).

» Description des températures critiques de croigsanec pour seuils les
valeurs suivantes : 4°C, 7°C, 25°C, 37°C et 42°C

» Description des caracteres morphologiques et notrhrta recherche de
mobilité et implantation flagellaire, descriptioe ¢a taille et la morphologie des bactéries,

réaction a la coloration de Gram.

* Description du métabolisme respiratoire avec regfer d'une activité
fermentaire (test de Hugh & Leifson, (Hugh et Leifs1953)) et de I'enzymes catalase et
enfin test oxydase.

Sont alors considérés comme deseudomonaghors P. aeruginosa les bactéries de
forme bacille, a Gram négatif mobiles présentam gaction positive aux tests oxydase et
catalase et au métabolisme strictement oxydatifs Ceteres discriminants du genre
Pseudomonasont été décrits dés 1960 (Shewan et al., 196@) ;apparaissent bien
evidemment extrément restrictifs au vu de la diershénotypique de ces micro-organismes

et excluent de nombreuses especes. lls sont eccor@amment utilisés par défaut.

11.4.3. Tests biochimiques et physiologiques basés sur lasa en évidence
de plusieurs composants cellulaires ou d’'une comhkarmson d’activités
métaboliques
Ces tests reposent sur I'analyse combinée de pitssifacteurs, ils consistent en la

caractérisation des profils protéiques ou lipidiguet en tests d’assimilation des substrats

carbonés ou autres activités enzymatiques.
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11.4.3.1. Activités métaboliques

Des le début des années 60, de nombreux chercle¢uestreprises ont cherché a
standardiser et simplifier les tests permettantaliger le potentiel d’utilisation de substrats
carbonés et les activités enzymatiques des Pseuda®oAujourd’hui seulement 5 systémes
sont encore couramment utilisés dans les laboestaoiianalyse de routine, principalement les
laboratoires d’analyses médicales. Il s’agit dutsye manuel 20 NE (Biomerieux, Marcy
I'étoile, France) et des systéemes automatisés gi¢Riolog, Inc., Hayward, CA, USA).,
Microscan, VITEK (Biomerieux, Marcy I'étoile, Fraag et PHOENIX (Becton Dickinson
Microbiology system). Tous ces systemes sont d@rdéadiés a l'identification de bactéries a
Gram négatif et non fermentaires. Certains d'entnex permettent la réalisation
d’antibiogrammes. La fiabilité de ces systemesitlfabjet de multiples évaluations et il
semble que le Microscan, et le PHOENIX soient extrément rapides dans la réponse mais
présentent des déficiences pour l'identificatioa Bseudomonads. Le Vitek, dans sa derniere
version comprend environ 150 taxons dans sa baderdees et repose sur plus de 60 tests.
Le Biolog repose sur le suivi quantitaif de la nép® a plus de 95 tests mesurés sur plusieurs
périodes d’incubation.

[1.4.3.2. Caractérisation de composeés structuraux

Il existe actuellement de nombreuses techniquemgitant de séparer les constituants
cellulaires et donc de comparer les structuresce#isles bactériennes. Les plus courantes
s’appuient sur des techniques chromatographiquegl@eirophorétiques et concernent le
matériel génétique (ADN, ARN), les structures piguiés, lipidiques ou certains composés
identitaires tels, les pyoverdines des Pseudomoraddaines de ces technigues ont été

présentées en paragraph8.3 et ne seront pas évoquées ici.

Dans le paragraphe ci-apres ne seront présentéelesgtechniques majeures appliquées

aux Pseudomonads.

11.4.3.3. Techniques moléculaires sans amplificatio

PFGE
La PFGE (Pulsed Field Gel Electrophoresis) esttadenique d’électrophorése en champ

pulsé, basée sur l'utilisation d’enzymes de resbric générant un nombre restreint de
fragments d’ADN de grande taille. Développée en41p8&r (Schwartz DC, 1984), la PFGE
repose sur la séparation de fragments de granii tai1000 kbp) par changements de la
durée et la direction du champ électrique de lébgphorese. Cette technique est considérée
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comme une méthode de référence pour la caracténisdes P. aeruginosaen secteur
hospitalier mais est également largement utilis@g les non-aeruginosa. Pour ces derniers,
les enzymes de restrictiotbal , Spel, Pact Swaet Hindlll sont les plus souvent utilisées.
Mais, si les fragments générés et sépares reflstativerité des génotypes et permettent, par
exemple, d’éliminer des isolats doublons, la dikérdes profils de macrorestrictions est telle
entre et au sein des biovars que I'utilisation tmique de cette méthode semble risquée et
ce d’autant plus qu’aucune corrélation avec lesaghes phénotypiques n’a pu étre mise en

évidence (Rainey et al., 1994).

Finalement cette technique présente de nombreuxtages au regard des informations
générées mais reste lourde & mettre en ceuvrert@iaet de peu d’'intérét pour une approche

taxonomique isolée.

RFLP

La RFLP ou Restriction Fragment Length Polymorphiesh une technique basée sur la
comparaison sur la séparation de fragments d’AD®lpblement coupés par une enzyme de
restriction puis recherche d’hybridation avec desdgs specifiques par southern blotting.
Bien que présentant une bonne reproductibilité rthaut pouvoir discriminant, cette
technique est longue et laborieuse, elle est laegememplacée par la PFGE et la RAPD—

PCRet ne sera développée ici.

11.4.3.4. PCR et autres techniques dérivées baséag une phase
d’amplification
La PCR, pour Polymerase Chain Reaction, est undadétd'amplification génique in
vitro, qui permet de copier en grand nombre (avedacteur de multiplication de I'ordre du
milliard), une séquence d'ADN ou d'’ARN connue, #ipd'une faible quantité (de l'ordre de
quelques picogrammes) d'acide nucléique (séquspéeifiqued’ADN (I’Amplicon) ou

amorces spécifiques constituées d'oligonucléotigesynthese de 20 a 25 nucléotides).

La PCR est « La technique » de base de I'ensendslenéthodes d’analyse des génomes
par amplification. Cette technique et donc I'enskentes techniques dérivées reposent sur le
choix de parametres d’amplification adéquats maitoat sur le choix d’amorces pertinentes
pour lidentification des bactéries a I'échelle dienre, I'espece ou la sous-espéce
L’amplification aléatoire d'ADN polymorphe par PG RAPD-PCR (Random Amplified
Polymorphism DNA), est une de ces techniques laegeratilisées, elle consiste a réaliser
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une amplification PCR avec des amorces d'enviroplil@éfinies de facon aléatoire. Si les 2
sites d'hybridation sont suffisamment proches, pldoation PCR est possible. Une
variabilité dans la séquence des sites entre thasvest détectée par un polymorphisme du
nombre et de la longueur des fragments d'’ADN amplifCette technique a l'avantage d'étre
rapide avec peu de mise au point et révele un pmfyhisme important mais ce marqueur est
dominant et les conditions de PCR sont trés sarssithla repetitive-sequence-based (rep)-
PCR , connue sous le terme d’amplification de sécg® répétitives, permet I'amplification
de nombreux fragments de tailles différentes (aropb) representant 'ADN au sein de
séquences répétitives non codantes du généme.sphasition de ces fragments montre les
différences distinctives des microorganisrflesuws et al., 1994).

Quoi qu’il en soit, durant de longues années, tmiegce ADN de I’ARN ribosomial 16S
a été, de loin, le marqueur génétique le plus satilpour les études taxonomiques et
phylogéniques des procaryotes et ce pour les misoivantes : (1) sa présence chez toutes
les bactéries ; (2) la fonction du géne n’a padu&vau cours du temsp suggérant que les
changements aléatoires soient un indice d’évolyi@cis et (3) la taille du géne autorise un
recueil d’informations suffisament vaste (Jandalabott, 2007, Jannes et al., 2004, Johnsen
et al., 2002, Locatelli et al., 2002, Manceau etvdis, 1997, Meyer et al., 2004, Olofsson et
al., 2007, Porteous et al., 2002, Purohit et &032 Radice et al., 2006, Scarpellini et al.,
2004, Schloss et al., 2005, Segers et al.,, , Spikeal., 2004, Widmer et al., 1998).
Cependant, aujourd’hui la pertinence de cette apyrgour la taxonomie bactérienne fait
'objet de remises en question. Ainsi, il est gal@ment admis que moins de 97% de
similitude entre 2 souches indique I'appartenaneg sbuches a 2 espéces différentes. Par
contre plus de 97% d’homologies ne signe pas dbliganent I'appartenance a un méme
taxon. Pour I'identification d’un isolat, plus d@% des souches peuvent étre identifiées au
niveau du genre mais ce pourcentage chute a 65nZermnt I'identification au niveau de
I'espéce. Ce point est particulierement critiquecemui concerne les Proteobacteria et plus
particulierement les Pseudomonads. Aussi, la rebleede marqueurs identifiants non ARN
16S fait I'objet de nombreux travaux (Bennasar kf 4998, Bennasar et al., 1996,
Christensen et al., 1994, Dawson et al., 2002, s &t al., 1998, Dogan et Boor, 2003,
Ercolini et al., 2007, Ercolini et al., 2009, Hilaret al., 2004, Hirkala, 2006, Manceau et
Horvais, 1997). Il n’est pas le propos d’en fagieune description exhaustive ni d’ailleurs des
techniques afférentes mais il apparait au vu dehlae bibliographique que lidentification

des Pseudomonads par méthodes moléculaires see hemdore a des obstacles
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méthodologiques. Si la distinction du geRPseudomonades autres flores « apparentées » est
aisément réalisable, I'identification au niveaul’depece n’est, a I'heure actuelle, possible en
routine que pour seulement quelques espééesdruginosaP. fragi, P. fluorescenst P.
putida, P. putida, P. stutzeriPar ribotypage, l'Intitut Pasteur s’appuie s lgenes rrs
/lcodant I'ARNr 16S, le géne rpoB/ ou les genesantsl pour les protéines de chocs

thermique hsp65 (communication personnelle).

11.4.3.5. Autres tests

Une autre approche qui exploite les caracteres matogiques des protéines cellulaire a
été décrite par Tesar et al. (Bennasar et al., ,1968ar et al., 1996). L’électrophorese des
protéines entieres de cellule réagissant avec 'dasabrps spécifiques dans un Western Blot,
permet l'identification d'isolats répartis sur ulage gamme phylogénétique. Les anticorps
monoclonaux générés contre des épitopes des msetdim membrane externe spécifique de
Pseudomona®nt été capables de différencier les especeBseéedomonasensu stricto a

partir d'especes des genres étroitement liés (Baned al., 1998).

L'utilisation d’anticorps spécifiques a égalemené &écrite par Kragelund et col.
(Kragelund et al., 1996). Dans cette étude desamts anti OprF (proteine de mebrane
externe) étaient utilisés utilisés comme sondes paudétection par immunoblotting de
Pseudomonas(groupe | d’homologie) apres transfert des colensur membrane de
nitrocellulose. Cette technique bien qu’éléganta éné reprise que dans quelques études mais
n'est pas utilisée en routine dans les laboratogese malgré la commercialisation de
quelques anticorps dirigés contke putidg P. stutzeri P. marginalis P. fluorescens et

P.aureofacienghttp://www.anticorps-enligne ¥r

I.4.4. Quelques études ayant porté sur la comparaison deétihodes ou la

caractérisation polyphasique d’isolats de Pseudomans

A partir de viande de poulet, I. Arnault-Rollierss collaborateurs (Arnaut-Rollier et al.,
1999) ont isolé sur gélose PCA (et incubation aC308t sur gélose CFC (et incubation a
22°C) plus 720 souches pour une caractérisatiomqgtipgique basée sur environ 120
caractéres collectés en APl 20 NE et sur Biolog. itluant a I'étude 36 souches de
référence, la taxonomie numérique qui en résultmip@ux auteurs de grouper les souches en
2 «super clusters » et 8 clusters mineurs. Le j@remsuper cluster » rassemblait s

lundensis(21 souches) et le second rassemblaitP44fragi. Le cluster ditP. fragi ne
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distinguait du clusteP. putidaque par 1 caractére métabolique et par I'abseagratiuction

de pigment. Un cluster groupait tous IEs putida biova A (5 isolats) et se distinguait
nettement du cluster rassemblant Regutidabiovar B etP. marginalis(13 isolats). Les.
putida biovar B culsterisaient avele. marginalis tandis qu’un cluster rassemblait les P
fluorescens biovars A, B,C et F av@cchlororaphis Sans aller plus loin dans les détails de
cette étude approfondie, il apparut nettement debiquités sur le positionnement de
nombreux isolats pour lesquels aucune parenté hettpel décelée avec les souches de
référence. Les systeme API et Biolog, permirentendpnt aux auteurs de proposer des
marqueurs phénotypiques susceptibles de différeRciluorescensle P. fragi, P. lundens
mais pas de résoudre les positions taxonomiquedifiésents biovars de. fluorescengtP.
putida

107 isolats cliniques de bacilles a Gram négatif fesmentaires (noR. aeruginosaont

été identifiés sur une période de 26 mois par RsBardet ses collaborateurs (Bosshard et
al., 2006) par une approche comparative entre séegye manuel APl 20 NE, le systéme
automatisé VITEK et par séquencage des ARN 16SAPaR0 NE, 54% des isolats ont pu
étre identifiés au niveau de I'espéece, 0,9% auauivau genre et 46% ne purent étre identifiés.
Pour 12 isolats la technique proposait 2 espead,Bpar séquencage de I'ARN 16S, 79 %
des isolats furent identifiés au niveau de I'esp8é& au niveau du genre et finalement 12 de
98 isolats identifiés au niveau d’espece présemtales scores similaires d'affiliation a des
séquences répertoriées dans les bases de donmies etssignés a 2 especes potentielles. A
titre d’exemple, les auteurs ont cité le cas dsolat présentant 100% d’homologie avec les
séquences deéseudomonas fluoresceasPseudomonas jesseniRour 48 sur 58 souches, le
séquencage de 'ARN 16S était cohérent avec l@systAPI pour l'identification au niveau
de I'espéce. Des résultats similaires étaient alst@vec le systeme VITEK. Finalement les
auteurs ont conclu que le systeme API était plufopeant que le systeme VITEK pour
I'identification du groupe bactérien étudié (respesment 16/ 107 et 46/ 107 des isolats
correspondaient des espéeces non présentes ddrastssde données APl 20 NE et VITEK).
Les auteurs ont également émis des réserves quarfiabilité de I'analyse des ARN 16S

puisque 35 % des isolats n’ont pu finalement &sigaés sans ambiguité a une espece.

Dans une étude portant sur quelques 340 isolatPsiidomonads psychrotrophes
préalablement caractérisés par isolement sur gdli¥e et tests phénotypiques (Gram,

oxydase, catalase), B. Dogan et K.J. Boor (DogaBoetr, 2003) ont comparé les résultats
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d’identification par APl 20 NE et ribotypage (8Xliats). Par API 20 NE, 51% des isolats
étaient identifiés a I'espécP. fluorescens 14% en tant queP. putida et pour 25%

I'identifaction était ambigué entie. fluorescen®tP. putida; 10% des isolats n’ayant pu étre
identifiés au niveau d’espece. Les 81 isolats mtés¢ des codes API différents ont été
répartis en 42 ribotypes. Ces résultats mirentvaeace le faible potentiel d’identification du
systéme API pour des isolats environnementaux, rmassi le potentiel discriminant du
ribotypage. Néanmoins cette derniere méthode negitait pas l'identification des isolats
mais leur clustering cohérent avec leur originéets activités enzymatiques (lipolytique et

protéolytique).

Dans une etude assez similaire mais menée sur d€i@ries psychrotrophes a activité
protéolytique, Marchand et ses collaborateurs (Kgmd et al.,, 2009) ont comparé la
caractérisation des isolats par APl 20 NE, REP-PERpour certains d’entre eux par
séquencage des ARN 16S et du ggmaB et enfin par hybridation ADN-ADN. Par API
20NE, 7,8% des isolats étaient identifiés en tard Burkholderia sp Sphingobacterium
Photobacterium ou Acinetobacter mais 90,3% d’entre eux étaient assimilés a des
Pseudomonas sg25% du total étardes P. putidaet 66% de$. fluorescens L’analyse du
contenu en acides gras totaux (cellulaires) des@latis présentant des profils API différents
mais identifiés en tant queseudomonase permit aucune identification pertinente au dela
genre que cela soit par le systeme automatisé MiDIpar comparaison quantitaive et
qualitative aux vastes banques de données comestnpdtr le Pr P. De Vos de l'université de
Gent). Le séquencage des ARN 16S ne précisa gppaltenance des isolats a I'espéece
fluorescens désignédluorescendineage par les autegrdar contre le séquencage du gene
rpoB et le test d’hybrication ADN-ADN identifierent 4ed isolats aP. fragi et 5 aP.
lundensis 15 des isolats ne purent étre correctement iiEntiPar PCR basée sur le géne
carA selon le protocole proposé par Ercolini etladmrateurs (Ercolini et al., 2007)
I'identifiaction desP. fragi et P. lundensisfut confirmée. Dans cette étude, les auteurs ont
constaté le manque de fiabilité du systeme API 20 (§ui ne compte d'ailleurs que 14
especes dé€seudomona®t ni P. fragi ni P. lundensisdans sa base de données) et du
séquencage de 'ARN 16S pour une approche taxonmmitjsolats dePseudomonasLa
manque de potentiel discriminant de l'analyse desfilp d’acides gras apparut plus
surprenant. Finalement, le séquencage du gewi® apparut une méthode performante ainsi

que la caractérisation rapide par PGIRA deP. fragi etP. lundensis
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I. Geornaras et ses collaborateurs ont présent®@M (Geornaras et al., 1999), une étude
portant sur la caractérisation par AFLP (ampliffeeigment length polymorphism) de 88
isolats d’abattoir de poulets préalablement ideggien tant qu®. fluorescen®u P. putida
par croissance sur gélose CFC, tests oxydase aagatet identification en galerie API 20
NE. L'analyse moléculaire des isolats permit deetyles souches et donc de tracer 'origine
des contaminants décelés sur les produits. Lesursutent observé une tres grande
hétérogénéité génétique de ces souchePB.dduorescenset aussi leur proximité avec les
souches dé°. putidabiovar B. Le manque de concordance entre leserings issus de

données métaboliques et données génétiques graalési

Dans les mémes années, H. Christensen et sesaralialrs (Christensen et al., 1994)
concluaient, au terme d’'une étude portant sur dlats de Pseudomonads, au manque de
pertinence de la comparaison des séquence des BBNragions 1391 a 1545 et 1620 a
1865) pour obtenir une discrimination ente fluorescensP. chlororaphis et P. putida

biovar B et méme pour différencier les différentsvars deP. fluorescens

Pour la préparation de son doctorat, D. L. M. Haki@lirkala, 2006) a étudié 133 isolats
de rhizosphere sélectionnés parmi 447 Pseudoma@rédéablement identifiés par analyse
FAME (Misko et Germida, 2002). Tous les isolats été parallelement caractérisés par
analyse de séquence des ARN 16S et du gen® et donc par FAME. Les 3 méthodes ont
permis de distinguer les isolats au niveau du genags l'identification au niveau de I'espéce
fut plus ambigué. Ainsi, la cohérence sur I'idanéifion a ce niveau entre FAME et analyse
des ARN 16S ne fut obtenue que pour 13% des isetateulement 17% avec I'analyse du
genecpre0. Finalement entre les 3 méthodes, il n'y euttcehce que pour 11% des isolats.
Par exemple, des 63 isolats identifies en tant Buehlororaphispar FAME, 33 furent
identifiés en tant quB. putida,14 en tant que. fluorescens, 18n tant qué®. jesseniet3 en
tant que Pseudomonas spmar comparaison des ARN 168Bour ces méme isolats, la
comparaison de sequence du gepes0 conduisit a l'identification de 3B. fluorescens28
P. putidaet 2Pseudomonas sppes isolats identifiés en tant g&e chlororaphispar FAME
se répartissaient entfe fluorescen®t P. putidapar caractérisation génotypique. L. M.
Hirkala avanca plusieurs hypothéses quant au madew®hérence entre le positionnement
taxonomique des isolats par données phénotypiquegrmtypiques. L'une d’entre elle
s’appuie sur le trés fort pouvoir adaptatif desud@senonads et sur le manque de flexibilité
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des bases de données (notamment celles des prafildes gras totaux) qui s’appuient sur le

recueil de caracteres des souches cultivées ertiomsdstandardisées.

Conclusion

Au cours des deux derniéres décennies, les méthidealyse génomique ont joué un
réle crucial réle dans I'amélioration de la clasation de Pseudomonads. Beaucoup de ces
organismes initialement décrits comme des espacegdre Pseudomonas ont été reclassés
aux autres genres commeAcidovorax Aminobacter Brevundimonas Burkholderig
Comamonas Halomonas Herbaspirillum Hydrogenophaga  Marinobactes
Methylobacterium  Oligotrophg  Pseudoalteromonas Ralstonia  Sphingomonas
StenotrophomonasTelluria, Vogesellaet Zavarzinia Mais, s’il est apparu que certaines
especes du genieseudomonagP .aeruginosi sont des unités taxonomigues homogeénes,
d'autres especes comprennent des subdivisions ewvespken différents ‘biovars’ pour.
fluorescenset P. putidg en ‘pathovars’ dans le les cas Blesyringaeet P. marginalis ou
‘genomovars’ dans le cas @ stutzerj tandis que la position taxonomique d’especesgell
queP. chlororaphisreste trés discutée. Enfin, certaines espécessonte tres peu décrites.
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lll. Conclusion de la synhese bibliographique

L'hétérogénéité phylogénétique des Pseudomonadsreesinnue depuis plusieurs
décennies (De Vos et al., 1989 ) et fait I'objettds nombreuses études qui ont d’ailleurs
souvent été a la base de la mise au point de mathgids innovantes pour la caractérisation
des micro-organismes (Palleroni, 2003). Malheuneasd, la connaissance des quelques 140

especes reparties dans les classes Béta et Gamtealjarcteria reste trés inégale.

Pseudomonas aeruginosat extrémement bien décrite, notamment parceefbe espece
est la principale bactérie pathogéne opportunisiguille constitue la souche modéle pour
I'analyse des mécanismes d’interaction avec lesugisles réponses aux stress biotiques et
pour la résistance aux antibiotiques (PalleronMebre, 2004) ; son génome est d’ailleurs
entierement séquenceé pour 3 souches, comme c'ssitlaicas, d’ailleurs, pour 2 souches de
P. fluorescens3 P. putida 3 P. syringae 1 P. mendocinat 1P. entomophilgPseudomonas
genome data basettp://www.pseudomonas.cormédnsulté le 10 mai 2009).

Dans le cas d@. fluorescenst P. putidg ce sont leurs propriétés cataboliques qui ont
largement dominé les études réaliséesP.efluorescendut le premier micro-organisme
génétiquement modifié autorisé pour diffusion ddlesvironnement a des fins de bio
protection des cultures, rapidement rejoint Parstutzeriutilisé en protection des fruitiers

contre le gel ou la production de neige artifigdhttp://www.epa.qgoy/

Tres vite I'adaptabilité de ces microorganismeswr environnement a fait I'objet de la
curiosité des microbiologistes qui ont recherché tvers d’études phylogéniques les

transferts horizontaux et verticaux entre séquegéastiques.

A I'heure actuelle, il n'existe que peu de cohéeerntre les differents méthodologies
disponibles pour la caractérisation de ces demiespéces et nombre de microbiologistes
s’accordent a considérer qu’'une seule approcheogtygiques est insuffisante alors que la
caracterisation génétique par les outils couraatpermet l'identification fiable que de tres
peu d’especes. C'est donc le développement d’outigateurs permettant un approche
polyphasique de la taxonomie microbienne qui swidsormais I'intérét (Busse et al., 1996).
Les méthodes spectroscopiques et les différentedi&ons de la spectrométrie de masse
par leur sensibilité ont, en ce sens, un avenimptteur. Mais a ce jour, ces méthodes n’ont

été que trés peu développées pour une approcheoiaique des Pseudomonads.
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MATERIELS & M ETHODES

|. Souches étudiées

I.1. Souches de collection

Les souches de collection utilisées dans ce travgitoviennent des collections

internationales :

CIP (la Collection de I'Institut Pasteur)

DSM (German Collection of Microorganisms and CalltGres)

Toutes les souches recues sous forme lyophilis€éeet@nredémarrées jusqu’en phase

exponentielle dans le milieu nutritif préconiséigpété stockées a —80 °C en brouillon nutritif

additionné de 15% de glycérol. La maintenance dictser se fait de telle sorte que les

souches subissent un minimum de stress susceptitbiesluire des modifications

phénotypiques ou génotypiques. La liste des soudbegférence 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 Ill DSM 50124 P.flu3 oulRLKl
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.frgl

P. fragi CIP 60.46 p.frg2

P. chlororaphis CIP 63.22 P.chll
P. chlororaphis DSM 50139 P.chl2
P. stutzeri CIP 103022 P.stul
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

[.2.1. Prélevements

Toutes les souches sauvages utilisées dans cd pemaennent de 2 abattoirs régionaux
qui procedent a I'abattage conventionnel et ritbhalal) d’ovins et bovins (jeunes animaux et
animaux adultes). Les prélévements pour dénombriearegreté effectués tout au long de la
chaine d’abattage sur les animaux et carcassebeaurtelle gu’utilisée en différents points,
sur les surfaces au contact et sur I'air ambiaes. lnéthodes de prélévement sont présentées

ci-apres :

Sur les animaux et les carcasses, les préléevemenits été effectués pour les étapes
d’abattage suivantes :
» Apres le saignement et avant la dépouille (la peau)
» Apreés la dépouille et avant I'éviscération (la agd du carcasse) ;

» Apres l'éviscération et avant dentrer les carcasdans 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 prélevements ont été réalisés selon la méthodmalisée NF ISO 17604, février
2004 : Microbiologie des aliments — Prélévementluidtillons sur des carcasses en vue de
leur analyse microbiologique., par utilisation d'wgabarit carré stérile, délimitant une
superficie interne creuse de 100%c(0 cm x 10 cm). Les échantillons ont été prélevés
'aide des chiffonnettes (ATL, Hemeau, La chapsle-Erdre, France) imbibées de
neutralisant a 10% dans des sacs plastique stekjpeds le prélevement, les chiffonnettes ont
été réintroduites dans leurs emballages et stodR€ gpour analyse

Les prélevements sur surfaces ont concerné leéreliffs matériaux et ustensiles utilisés
dans les différents ateliers avant, pendant etsdpseopérations d’abattage de chaque espece
d’animal, ainsi que dans les salles de ressuyagke eftockage. Les prélevements ont été
réalisés selon la méthode normalisée NF ISO 18888embre 2004 : Microbiologie des
aliments — Méthodes horizontales pour les techrsgie prélevement sur des surfaces, au
moyen de boites de contact et d'écouvillons. Léepements de surface ont été effectués a
'aide de chiffonnettes (ATL) imbibées de solutioeutralisante a 10% ou d’écouvillons
(ATL) additionnés de Peptone sel + 10% de neutmalisespectivement pour les surfaces
lisses et les surfaces a rugosités. La surfacélavar était délimitée par un carré de plastique
stérile de 149 cmz. La chiffonnette ou I'écouvillétait réintroduit(e) dans son emballage et

stocké a 4°C pour analyse.

Les échantillons d’eau ont été prélevés aux robid&tlimentation (lers jets et suivants),
ou en sortie de tuyaux en caoutchouc; les derngags de ringage des surfaces et matériels
et les eaux de trempage des matériels avant, peertlapres le travail ont également été
prélevées. Toutes ces eaux ont été recueilliedagoris stériles et stockées a 4°C avant

analyses.

Enfin la contamination aéroportée des salles dailtaessuyage et stockage a été évaluée
par aspiration d’'un volume d’air connu (et variabédon les points de prélevement) au moyen
de Biocollecteur d'air ambiant, Air Sampler SASeufd00 (international pbi S.p.A. Via
Novara, Milano, Italy). L'air aspiré compactait dbeeites de pétri emplies de gélose CFC
(Biokar Diagnostics, Beauvais, France).

67



Matériels & Méthodes

1.2.2. Préparation des échantillons, incubation et dénomlament

Tous les échantillons ont été préparés pour analgm la méthode normalisée NF EN
ISO 6887-2, janvier 2004 : Microbiologie des alirteen— Préparation des échantillons, de la
suspension mere et des dilutions décimales en @d'examen microbiologique — Partie 2 :

Regles spécifiques pour la préparation des viaatlpsoduits a base de viande

Brievement, les écouvillons étaient agités de mran& disperser les microorganismes
dans I'eau peptonnée qui constituait alors la iditutL0* de I'échantillon de départ et était

utilisée pour la réalisation des gammes de dilution

Les chiffonnettes dans leur liqguide de suspenstarem traitées par broyage durant 3
minutes au Stomacher et la suspension qui conistitiaas la dilution 10 de I'échantillon de

départ était utilisée pour la réalisation des gamdwedilution.
L’eau était filtrée sur membrane millipore 0d& (Sartorius, Germany).

Tous les dénombrements ont été réalisés par étaleme surface des dilutions
appropriées des échantillons sur miliBgeudomonasigar Base (Oxoid, Unipath Ltd.,
Basingstoke, UK) additionné avec le supplém@s¢udomona€FC (Oxoid) et incubation
durant 48 heures a 25°C. Ce protocole est celuiitdpar la norme ISO 13720:1995
Décembre 1995Viande et produits a base de viande. DénombrenesRsbudomonas spp.

Pour les échantillons d’eau, les volumes de 10160, ml et 500 ml ont été filtrés a I'aide
d’'une rampe a filtration et les membranes de mitdat cellulose déposées sur le milieu gélosé
CFC.

Pour les échantillons de I'air ambiant, les bottesCFC impactées étaient récupérées et
directement incubées a 25°C pendant 48 h pour déreonent.

Toutes les colonies (pigmentées ou non) ont étérdbrees sur les boites de Petri qui en

contenaient entre 30 et 300.

Lorsque cela était possible, les ensemencementst®mnéalisés grace a 'ensemencement
Spiral (Whitly Automatic Spiral Plater, AES Labavak, Combourg, France) et dans ce cas,

le dénombrement réalisé selon les abaques fouanike fabricant.
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Pour chaque type d’échantillon, les colonies molgdiquement différentes ont été
récupérées et purifiées sur une gélose nutritidenaire (Biokar Diagnostics, Beauvais,
France). Les souches ainsi isolées ont ensuiteepiéses en culture liquide en bouillon
nutritif (Biokar Diagnostics, Beauvais, France)saickées en tube eppendorf a - 80°C apres
I'addition du glycérol a la concentration finale%5Au Total, environ 350 isolats ont ainsi

été mis en conservation.

1.2.3. Caractérisation phénotypique des isolats

La caractérisation phénotypique des isolats séleotinés a été réalisé selon le protocole
décrit dans la 2% édition du Bergey’s manual of systematic bacteriolgy, a savoir :

» Test microscopique et morphologique
* Coloration de Gram
» Reéaction d’oxydase et catalase

» Détermination le type de respiration (test de fertaton/oxydation de glucose

en conditions anaérobie).

Toutes les bactéries de forme bacille, mobiles,ranGnégatif, présentant une réaction
positive aux tests oxydase et catalase ainsi quiétabolisme uniquement oxydatif (non

fermentaire) étaient retenus pour identificatiorgaterie API 20 NE (BioMérieux, France).

Les tests étaient analysés et les résultats exprisedon les recommandations du

fournisseur.

ll. Identification des isolats par la réaction Réation de

Polymérisation en Chaine (PCR)

L’extraction de I’ADN des isolats identifiés phéppiguement au genréseudomonasa
éte réalisée a l'aide des kits d’extraction d’ADMB| Fermentas, Mundolsheim, France).
L’ADN extrait a été quantifié grace a un spectrapheetre Cary 100 Bio UV-Visible
(Varian, Australie), et les concentrations ajustéesr la suite, de facon a obtenir des
concentration entre 50 et 100 pig{concentration nécessaire pour la réaction PCitlalyse
par PCR a été réalisée selon Widmer et al (Widned.e1998), en utilisant les amorces

spécifiques pour I'identification détseudomonaau 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 theryadrc(MJ Research, Watertown,

MA, USA ), dans un volume final de %0 contenant 0,5 mM de chaque amorce (PS-FOR et
Ps-rev), 2,5 MgCI2, 200 mM de chaque deoxyriboragitie triphosphate, 1 U d€aq
polymérase ADN, 1X tampon + NBO, (MBI Fermentas, Mundolsheim, France)=e60-
100 ng d'ADN. Le mélange de réaction a été soummscgcles de température suivants : 2
min a 94°C (étape primaire), puis 30 cycles de 45 $°C (dénaturation), 45 s a 60°C
(hybridation), 2 min a 72°C (amplification) et uagpe d’arrét de 2 min a 72°C. 2,5 ml de
produits de PCR ont été soumis a I'électrophorese/a cm pour 1h sur un gel d'agarose
1,5% (Qbiogene, lllkrich, France) chargé de 1,3 inind de bromure d'éthidium (BET)
(Qbiogene) en 1X Tris-Borate-EDTA tampon pH 8,3 E)BLe marqueur 100 bp DNA
ladder, JulesTM, (Qbiogene) a été utilisé commeqoeur de taille moléculaire. Ont été
considérées comnieseudomonades souches qui montraient un produit PCR d'envé90
bp de taille selon le protocole décrit par Widmecalaborateurs (Widmer et al., 1998).

lll. Préparation des échantillons et analyse par spctroscopie de

fluorescence

l1l.1. Suspensions bactériennes et spectroscopie a angleid

I1.1.1. Préparation des souches

A partir du souchier congelé, les bactéries étateittvées en bouillon nutritif ordinaire
jusqu’en phase exponentielle de croissance puigesosur gélose nutritive ordinaire et
incubées durant 36 heures a 27°C en conditionsbi@éroPlusieurs colonies étaient alors
récupérées et suspendues dans 1 ml de l'eau pihyisjoe (2 suspensions différentes par
boite). La suspension ainsi obtenue était cen&gug 5000 rpm pendant 10 minutes a 4 °C.
Ensuite, les culots étaient récupérés et lavés beaa physiologique puis les suspensions
centrifugées comme décrit précédemment; cette tperétait répétée deux fois. Finalement,
les culots étaient suspendus dans un volume diitieau physiologique de facon a obtenir
une densité optique DGnm = 0,05. La densité optique des suspensions bewtérs était
mesurée grace a un spectrophotométre Cary 100 Bivisible (Varian, Australie). Ces

suspensions étaient ensuite utilisées, pour I'aseady spectroscopie de fluorescence.
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A partir d’'un stock congelé, les cultures sur noiligélosé ont été réalisées en triple sur
trois boites de Petri indépendantes. A partir daqak boite de Petri, deux suspensions

bactériennes ont été préparées comme indiqué Enéceent.

Au final, six spectres d’émission indépendants semtegistrés pour chaque souche

étudiée.

Remarque : Les deux lavages a I'eau physiologiggnettent d’éliminer toutes les

molécules du milieu et les métabolites secrétéardua croissance

I11.1.2. Enregistrement des spectres de fluorescence.

Les spectres de fluorescence des suspensions ibaoct® ont été obtenus grace a un
spectrofluorimetre FluoroMax-2 (Spex-Jobin Yvon, nglumeau, France) équipé d’une
cellule a angle droit. Les échantillons bactériétasent placés dans des cuves en quartz. Les
spectres d’émission de fluorescence (305-400 nésolution 1 nm; fentes: 3 nm) des
résidus tryptophanes des protéines étaient enrégjiatec une longueur d’onde d’excitation
de 270 nm. Un autre spectre d’émission de fluorestea été enregistré (280-480 nm ;
résolution 1 nm ; fentes : 3,5 nm) avec une longdéande d’excitation de 250 nm. Dans ces
conditions, un grand nombre de fluorophores peatétcité. Cette plage d’étude correspond
principalement aux acides aminés aromatiques daigipes et aux nucléotides des acides
nucléiqgues (AAA + AN). Une troisieme série de spestd’émission de fluorescence
enregistrée entre (380-550 nm ; résolution 1 nentes 4 nm) aprés excitation de 340 nm
correspondant aux NADH.

l11.2. Analyse directe des colonies par la spectroscopie dluorescence
au moyen d’une fibre optique

Cette partie de travail est congue pour développglisation de la méthode pour une
acquisition directe des spectres de fluorescenparér des colonies en milieu solide au

moyen d’une fibre optique liée a la spectroscogiélubrescence.

11.2.1. Préparation des souches

A partir du souchier congelé, les bactéries étateittvées en bouillon nutritif ordinaire
jusqu’en phase exponentielle de croissance puigesosur gélose nutritive ordinaire et

incubées a 27°C en conditions aérobies.. Afin diéu l'effet « age des colonies », les
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incubations ont été testées pour des durées d&248) 96 heures. Par la suite, une incubation
de 48 heures a été préconisée.

Les colonies formées étaient ensuite directemeatysées par utilisation d'une fibre

optique.

Pour chaque souche quatre colonies indépendantedénnalysées avec deux positions
aléatoires de la fibre optique pour chaque coldirm@lement 8 spectres ont été acquis pour

chaque souche (ou 3 spectres selon I'objectifatade).

11.2.2. Enregistrement des spectres de fluorescence
Les spectres de fluorescence (asynchrone et symehmnt été obtenus grace a un
spectrofluorimetre FluoroMax-2 (Spex-Jobin Yvon,ngumeau, France) lié & une fibre
optique. La fibre optique était positionnée a 9 aumdessus des colonies de telle sorte que le

faisceau de lumiére ait un diameétre d’au moins dar2

[11.2.2.1. Spectres de fluorescence asynchrone
Les spectres d’émission de fluorescence asynchooheété enregistrés comme décrit
précédemment a savoir : pour le complexe AAA+ AROEZ250 nm; résolution: 1nm; fentes:
20 nm) par excitation a 250 nm; pour le NADH (37E®5 m ; résolution 1 nm ; fentes 20

nm) par excitation a 340 nm.

[11.2.2.2. Spectres de fluorescence synchrone
Les spectres de fluorescence synchrone ont étgistnés entre (250-500 nm, résolution 1
nm ;) par le balayage simultanément des monocheurstd'excitation et d’émission. Par
cette méthode, la longueur d'onde d’émissiqp et la longueur d’onde d’excitatioNex
varient simultanément, tout en conservant entesalh décalage constalt = (Aem - Aey).
Afin de déterminer le décalage approprié, I'analyse a été menée dans un preemgpg sur
2 souches de référende. fragi— CIP 55.4 eP. putida— CIP 52.191) pour de&s\ variant de

20 a 150 nm avec un pas constant de 5 nm

Dans un second temps, las de 30, 50, 70, 90, 110 et 130 nm ont été comparékes
souches de référence et finalemenflede 30 etAA de 70nm ont été retenus pour I'analyse

de 'ensemble des souches référence et sauvages.
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V. Traitements des données spectrales

Toutes les analyses ont été réalisées sur lesrapegbrmalisés en réduisant laire

soutendue par le spectre a une valeur égale aartrgBd et Scotter, 1992).

IV.1. Analyse en Composantes Principales (ACP)

L’analyse en composantes principales (ACP) a dilisée en tant que méthode
exploratoire destinée a évaluer I'information comte dans les spectres recueillis (Herbert et
al., 2000, Jolliffe, 1986) et investiguer la ditféce entre échantillons. L'analyse a été réalisée
a partir de matrices d’analyse, chaque matricealj@e contenant les données spectrales pour
un fluorophore (fluorescence asynchrone) ou AN (fluorescence synchrone). Les
observation sont constituées par les spectres istréeg(par exemple, 66 observations si 6
spectres/souche et 11 souches). Les variablesnétai valeurs (intensité de fluorescence
rectifiée par normalisation) recueillies pour chaglongueur d’onde d’excitation (par
exemple, 200, 170 et 95 variables pour les spectee AAA+AN (280-480 nm), NADH
(380-550 nm) et tryptophane (305-400 nm) respecterd en fluorescence asynchrone.

L’analyse en composantes principales permet desftyemer les variables quantitatives
initiales, toutes plus au moins corrélées entresekkn nouvelles variables quantitatives, non
corrélées, appelées composantes principales (Bértea al., 2006), condensant ainsi les
informations contenues dans les spectres. Dans exp&rimentations, 10 voire 12
composantes ont, en général, été largement subsagoour résumer l'information utile,

permettant ainsi la réduction de la taille de ldrio@ de données d’un facteur 10 a 100.

Les données condensées par 'ACP ont servi deblari@de base a d’autres traitements

statistiqgues comme I'Analyse Factorielle Discrinmtea(AFD).

IV.2. La classification hiérarchique ascendante (CHA)

La classification hiérarchique a été réalisée ssrdpectres normalisés des souches en
utilisant la méthode de ward et la distance eumtide, les résultats ont été visualisés sous

forme d’'un dendrogramme.

IV.3. Analyse factorielle discriminante (AFD)

L’analyse factorielle discriminante a été utiliséei afin de décrire et prédire
I'appartenance d’individus (ici les souches repnéses par leurs spectres de fluorescence) a
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des groupes prédéfinis. Globalement, les groupégéfinis correspondaient a un genre ou
une espéce bactérienne en fonction du niveau taxigoe choisi pour la discrimination entre

les souches.

Afin d’étudier la robustesse du modéle une étapeatidation a été effectuée, les données
spectrales ont été divisées en 2 jeux de donnéabeH et al., 2000, Herbert et al., 1999) : un
jeu de calibration et un jeu de vérification (validn), ainsi, la pertinence de la regle
d'affectation définie au moyen du jeu de calibratst vérifiée a l'aide du jeu de validation.
La validation consiste a comparer la prédictiopgatenance a un groupe a l'indication de
groupe réellement observée pour chacun des indivddujeu de vérification. Ces deux jeux
ont été obtenus par division des données specfraleschaque souche en 2 groupes. Lorsque
6 spectres étaient enregistrés pour chaque sotchague condition d’acquisition, 4 spectres

étaient attribués aléatoirement au groupe de eaidor et 2 spectres au groupe de validation.

Chaque individu est caractérisé par un ensemble dariables quantitatives. Les
individus sont également caractérisés par unehlargualitative qui définit leur appartenance
a un groupe ou une classe d'individus. L'AFD veercrde nouvelles variables appelées
"facteurs discriminants” qui seront des combinasstméaires des variables d'origine et qui
permettent de séparer au mieux les groupes d'thdiv{Lebart et al., 1977). Les facteurs
discriminants sont calculés de telle facon que :

» Lavariance a l'intérieur de chaque groupe soiimum.
* Lavariance entre les groupes soit maximum.

Apres le calcul des facteurs discriminants, lesvidds du jeu de validation peuvent étre
réaffectés aux différents groupes. Pour chaqueviohdi la distance qui le sépare des
différents centres de gravité de chaque groupeastilée. L'individu est affecté au groupe
pour lequel cette distance est la plus courte. dmparaison du groupe d'affectation par

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

La qualité de la prédiction est estimée par comgpanades groupes d'affectations avec les
groupes réels. Le pourcentage d'échantillons dement classés est calculé en comptant le
nombre d'échantillons correctement affectés et @nparant ce nombre au nombre total
d'échantillons. Un tableau d'affectation des édtamsé permet d'indiquer les groupes les
mieux discriminés et les confusions entre les gesyi aroui, 2004).
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Dans la majorité des cas, I'AFD était menée surli@sou 12 premiéres composantes

principales résultant de 'ACP effectué sur lescegs de fluorescence normalisés.

IV.4. Analyse de variance (ANOVA)

Dans notre étude, I'Analyse de Variance a étésetliafin d’évaluer si les différences
spectrales observées pour une méme souche sgbositeon de la fibre optique ou I'age des
colonies étaient significatives au regard des tiaria observées entre 2 souches.

Lorsque l'analyse a été menée pour les spectresHNAdgueillis entre 375 et 550 nm
(gamme de scan : 1 AM & partir de 11 souches et pour chacune d’ellerérle 4 colonies,
2 positions de fibre, aprés 3 durées d’incubatiemodele utilisé pouvait étre exprimeé de la
facon suivante : Xkin = + TG+ E + G + PR + ¢,

ou Xijkin €taient les longueurs d’'ondes des spectres résudiC les temps de culture
(ou durée d’incubation) avec i = 3 ; E I'especeamnée j = 11, C la colonie avec k = 4 et PF
la position de la fibre avec | = 2.

Dans ce cas de figure, au total, 175 ANOVAs ontréadisées a partir de 264 spectres

individuels.

Une analyse similaire a été menée pour 37 souahesférence dont les spectres ont été
recueillis par fluorescence synchron®\( 30 nm) aprés 48 heures d’incubation comme décrit
précédemment. Dans ce cas I'’Anova pouvait étreitdguar le modéle : X, =p + E+ G +
€n

ou Xijn sont les longueurs d’ondes des spectres de flcemes synchrone podi 30
nm recueillies entre 250-500 nm; E I'espéce ave8T et C la Colonie avec j = 3.

Dans ce cas de figure, ce sont au total, 250 ANOY¥u#iont été réalisées a partir de 111

spectres individuels.

Pour repérer directement sur les spectres les zigméficativement influencées par les
facteurs étudiés, les ANOVAgrammes correspondantsét® construits st superposés aux
spectres moyen des spectres de fluorescence oldansschaque expérimentation (pour un

fluorophore donné ou ull\ donné.

Les traitements des données ont été réalisés lesantile logiciel XLStat-pro (Addinsoft,

Paris, France) et le logiciel statistica.
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RESULTATS & DISCUSSIONS: CHAPITRE 1

Présentation des potentialités de la spectroscopte fluorescence
pour la taxonomie desPseudomonas

Ce chapitre a fait I'objet d’'une publication :

Fluorescence spectroscopy as a promising tool for pmlyphasic approach to
pseudomonad taxonomy. Tourkya B, Boubellouta T, Buf E, Leriche F. Curr Microbiol.
(2009) 58 : 39-46

|. Contexte / Objectifs

Au sein de I'Unité de Recherches « Typicité deglpits alimentaires » et sous I'égide du
Professeur Eric Dufour, la spectroscopie de flumrese a fait I'objet de travaux intensifs
guant a son principe et ses applications évensidies le domaine agroalimentaire (Allais et
al., 2006, Boubellouta et Dufour, 2008, Dufour let 2006, Karoui et al., 2007, Karoui et al.,
2007, Karoui et al., 2007, Karoui et al., 2006, ¢tdaret al., 2006, Le Moigne et al., 2008, Le
Moigne et al., 2008). Mais I'exploitation de la fétle pour la caractérisation des micro-
organismes n’avait été que peu explorée. En 2002,eblanc et E. Dufour (Leblanc and
Dufour, 2002) avaient cependant présenté une éhelant en évidence sa fiabilité pour la
discrimination de 5 souches de collection apparte@ades taxons distantkactococcus
lactis, Pediococcus pentosacel&®curia varianset Listeria monocytogengsnais aussi de 7
souches déactobacilluset 5 souches dstaphylococcuprésentant des profils métaboliques

nettement distincts.

Dans le méme temps, le Dr Francgoise Leriche sladia@ évaluer la prévalence et le
comportement des flores d’altération dans les eegralimentaires et leur environnement et
était confrontée aux limites des outils disponilgear la caractérisation des Pseudomonads.

L’objectif du travail présenté dans ce premiercégtiétait donc d’évaluer les potentialités
de la spectroscopie de fluorescence pour discrinies souches de collection et des isolats

appartenant a ce groupe particulierement complexe.

76



Résultats & Discussions : chapitre 1

Il. Matériel et méthodes

Les 11 souches de référence sont issues de lztamtiale I'Institut Pasteur (CIP) et ont
été choisies de maniere a représenter des taxgimgphétiquement distinctsBurkholderia
cepacia CIP 80.24 Xanthomonagampestris- CIP 100069Stenotrophomonasmaltophilia-
CIP 60.77, et au sein du groupe de gammaproteatmdes taxons bien distinctB.(stutzeri
— CIP 103022 versuB. chlororaphis— CIP 63.22 olP. pseudoalcaligenes CIP 66.14) ou
enfin des taxons trés proches qui font I'objet aenbreuses interrogations quant a leur
position taxonomiqueR. chlororaphis P. fragi — CIP 55.4,P. lundensis-CIP 103272P.
taetrolens— CIP 103299P. fluorescens- CIP 69.13 eP. putida— CIP 52.191).

21 isolats ont été ajoutés a I'étude afin d’évaliaepertinence de la méthode sur des
souches ayant subi des pressions environnemengledonc tres probablement des
modifications adaptatives susceptibles d’induire dariations phénotypiques par rapport aux
souches de référence les plus proches (Spiers, &08l0). Ces isolats ont été identifiés au

niveau du genre par PCR selon le protocole déarityidmer et al (Widmer et al., 1998).

Les spectres de fluorescence ont été recueillisardir pde suspensions bactériennes
préparées par lavages répétées de colonies bao&sieeprises en solution saline. Dans ces
conditions, les métabolites primaires et secondasecrétés par les bactéries durant leur
croissance sur milieu gélosé sont éliminés par depes de lavage, tandis que les
exoplysaccharides sont inégalement éliminés saonfbrce d'attachement. Par ailleurs, la
suspension est constituée de bactéries en mélaéggohene au regard de leur état

physiologique (ce point sera discuté ultérieurement

Les spectres de fluorescence des suspensions ibact® ont été obtenus grace a un
spectrofluorimétre FluoroMax-2 (Spex-Jobin Yvon, ngpumeau, France) équipé d'une
cellule & angle droit. Les spectres d’émission lIderéscence des résidus tryptophane des
acides aminés aromatiques des protéines et deéotidels des acides nucléiques (AAA +
AN) et enfin du NADH selon le protocole décrit eatériels et méthodes.

sy s

L’analyse en composantes principales (ACP) a étiisée a partir de matrices d’analyse,
chaque matrice d’'analyse contenant les donnéestralesc pour un fluorophore. Les
observations sont constituées par les spectregistiégs (par exemple, 66 observations si 6
spectres/souche et 11 souches). Les variablesle®ntaleurs d’intensité de fluorescence

(rectifiee par normalisation) recueillies pour chaglongueur d’onde d’excitation, (par
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exemple et respectivement, 200, 170 et 95 vasgiderr les spectres de AAA+AN (280-480
nm), NADH (380-550 nm) et tryptophane (305-400 nm).

L’analyse factorielle discriminante a été réalisaeles données spectrales a partir des 12
premieres composantes identifiees par ACP. Afitudier la robustesse du modele une étape
de validation a été effectuée, les données spestait été divisées en 2 jeux de données
(Herbert et al., 2000, Herbert et al., 1999) : En ge calibration et un jeu de vérification
(validation). La pertinence de la régle d'affectatdéfinie au moyen du jeu de calibration est
vérifiee a l'aide du jeu de validation. La validati consiste a comparer la prédiction
d’appartenance a un groupe a l'indication de grouigdlement observée pour chacun des
individus du jeu de vérification. C’est deux jeumrt@té obtenus par division des données
spectrales pour chaque souche en 2 groupes. Lo&qpectres étaient enregistrés pour
chaque souche et chaque condition d’acquisitispettres étaient attribués aléatoirement au

groupe de calibration et 2 spectres au groupe lkitatian.

lll. Résultats/ discussion

Les résultats présentés dans cet article peuvessamer de la fagon suivante :

Les spectres de fluorescence générés par excitdesn3 fluorophores choisis sont
identitaires des bactéries étudiées et les difta®nobservées entre souches semblent
suffisamment sensibles pour autoriser leur digtinctpar traitement chimiométrique

approprié.

Le traitement des données par analyse en compsganmeipales puis analyse factorielle
discriminante, autorise un excellent clustering simsches de référence que ce soit au niveau
du genre ou au niveau des espéces. Ces résultad&aiteurs été confirmés par analyse des

données en cross-validation.

Ce méme traitement des données permet égalemenididie plus précisément les
proximités entre souches et pourrait donc étre diérét certain pour une approche de la

taxonomie des Pseudomonads. Ce point sera distttéigeme partie de ce rapport.

Aucune différence significative au regard du pouviscriminant de la méthode n’a été
observée quant a l'utilisation des fluorophores SAAAN) ou NADH ou enfin Tryptophane.
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Le fait que le « marqueur » NADH soit pertinent pta caractérisation des bactéries a
partir de colonies reprises en eau physiologiguwetge est encourageant pour la suite de

nos travaux a savoir une caracterisation directecd®nies par fibre optique.

Enfin, la spectroscopie de fluorescence, dans teglitons expérimentales décrites,
permet une identification aisée d’isolats. Les Iitdssl obtenus sur les 21 isolats inclus dans
I'étude apparaissent cohérents avec ceux issusntthodes relevant de la biologie
moléculaire (analyse par PCR sur amorces ARN 1@8Spapportent des informations

complémentaires a ceux obtenus par identificatizrgalerie API 20 NE.
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RESULTATS & DISCUSSIONS: CHAPITRE 2

Lecture directe des colonies par fibre optigue coupe au
spectroscope de fluorescence: Mise au point des nddions

expérimentales

Ce chapitre a fait I'objet d’un article

Discrimination of Pseudomonas and related speciesing optic fiber-based in situ
fluorescence spectroscopy of colonies (soumis an&han Journal of Microbiology)

|. Contexte /objectifs

Pour le travail présenté dans ce second articlein{so au Canadian Journal of
Microbiology le 3 avril 09) notre objectif a été dmettre au point les conditions
expérimentales pour une lecture directe des cadméetériennes par fibre optique reliée au
spectroscope de fluorescence. Le modéle est bierest# celui des flores Pseudomonads,
mais l'analyse a été étendue a 37 souches de mé&issues de la collection de linstitut
Pasteur et de la German Collection of Micro-orgasisand Cell Cultures (DSM). Le choix
des souches de référence a été guidé, comme @aticld’ précédent, par une diversité des
proximités taxonomigues entre souches mais égakepemle choix d'especes testées en
séquencage sur ARN 16S par référence a I'étude .dA&n¥ai (Anzai et al., 2000). La
représentativité de taxons “norPseudomonasa été maintenueB(rkholderia cepacia
Xanthomonas campestriet Stenotrophomonas maltophjli@t au sein deBseudomonasies
especes distante®.( stutzeriversusP. chlororaphi$ aussi bien que des espéeces proches
commeP. chlororaphis P. fragi, P. lundensietP. taetrolens Plusieurs biotypes ou biovars
d’'une méme espéece ont également été inélupitida: 3 souches, P. fluorescens: 4 souches,
P. fragi: 2 souches, P. chlororaphis: 2 souches,sRitzeri: 2 souches, P. syringae: 2

souchekl

Notre plus forte interrogation concernait les péohés lies a I'hétérogénéité structurelle
qui régne au sein des colonies bactériennes. En dipuis les travaux initiés par Shapiro et

ses collaborateurs dans les années 80, (ShapBb, $®apiro, 1987, Shapiro, 1995, Shapiro,
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1998, Shapiro, 2007), il est généralement admis Igsiebactéries organisées en colonies
forment des complexes extrémement hétérogénesuata plan génotypique que sur le plan
phénotypique (Ben-Jacob et al., 1998, Ben-Jacaddd.eP003). Ces variations peuvent étre
dues a I'age des bactéries (les bactéries lesggéiss en phase stationnaire de croissance se
trouvent au coeur de la colonie et les plus jeumephase exponentielle de croissance en
périphérie de la colonie) mais surtout a des réjmars fonctionnelles dédiées (Mikkelsen et
al., 2007). Par ailleurs, des changements de piase les morphotypes R et S des colonies
de Pseudomonasont fréequemment observés (Velianov et al., 1§82)ant conduire a une
hétérogénéité visuelle des colonies (Velianov gt1#82). Enfin, la production intense de
matrices polysaccharidiques par les bactéries @@es en biofilms ou en colonies (les
colonies étant considérées comme des biofilms) t€@os, 1995, Costerton et al., 1995,
Stoodley et al., 2002) est susceptible de masqgoertbre de caracteres identitaires des
bactéries. En effet, ces matrices souvent compos®gsritairement de polysaccharides,
renferment également quelques macromolécules (ANRN, protéines...) et de nombreuses
petites molécules provenant du milieu extérieur cwu métabolisme des bactéries en

croissance (métabolites primaires ou secondaiks)et al., 2009, Mace et al., 2008).

Ces derniéres années, quelgues méthodes spectqpepnt été utilisées pour décrire
I'organisation des bactéries en colonies (Goodwial.e 2006, Lawrence et al., 1991). C'est
ainsi que L.P. Choo-smith et ses collaborateursomiparé des données spectrales recueillies
a partir de la périphérie, du centre et d’'une zatermédiaire de microcolonies de 2 souches
de référence @&scherichiacoli ainsi que de 2 souches de référencSt@@hylococcus aureus
Les auteurs ont utilisé 3 méthodes relevant deitaospectroscopie : la microspectroscopie
Raman, la microspectroscopie infra-rouge et la osipectroscopie de fluorescence. Pour
I'analyse par microspectroscopie de Raman, lesngedoétaient directement lues sur milieu
gélosé de croissance aprées 24 heures d'incubaioom,I’analyse par infra-rouge, les colonies
étaient transférées sur platine de zinc, et poanalyse par microspectroscopie de
fluorescence, les colonies étaient transféréelague de verre et les spectres enregistrés
apres excitation a 360 nm. Les auteurs ont congtagd’hétérogénéité des colonies apparait
significativement aprés 6 heures d’incubation sugggainsi que les analyses soient réalisées
dans ces conditions. Concernant I'analyse par sysadpie de fluorescence, le pic spectral
était aux alentours de 442 nm pour le centre deolanie dE. coli mais les spectres
présentaient plutbt un épaulement suggérant largogidon de 2 maxima vers 442 et 451 nm

qguand les données étaient recueillies en zoneh@rque des colonies. L’hétérogénéité était
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déja décelable a 6 heures d’incubation. Les autsuggéraient donc que cette derniére
méthode n’était pas pertinente pour une discrironaaxonomique des bactéries étudiées.

Au vu de ces données, nos interrogations majeunggient sur les points suivants :

Compte tenu de I'hétérogénéité qui regne au sainedpopulation bactérienne, méme
clonale organisée en colonie, des modificationsenmi@s dans la position de la fibre optique
ne peuvent-elles entrainer la non répétabiliténtesures ?

Compte-tenu de la rapidité d’évolution des popaltsi bactériennes organisées en
colonies, la reproductibilité des mesures reposé@ie sur une lecture par fibre optique a
temps d’incubation fixes et définis pour chaqueéesp(en relation avec son temps de
génération durant la période de d’incubation) ?

La production de sidérophores par certaines bast&erait-elle susceptibles d’introduire

un biais dans l'analyse ?

La production de substances polysaccharidiquesudémment rencontrée chez les
Pseudomonads, n’est-elle pas susceptible de maleguearacteres identifiants des bactéries

en colonie ?

Par ailleurs, nous souhaitions définir, en vue dandardisation, les conditions

d’excitation et d'émission les meilleures.

Pour répondre a ces questionnements, le plan exgétal a été le suivant :

ll. Matériel et méthodes

Dans un premier tempsl’analyse a porté sur les 11 souches suivanBagkholderia
cepacia CIP 80.24 Xanthomonas campestrsCIP 100069Stenotrophomonas maltophilia
CIP 60.77,P. stutzeri— CIP 103022P. chlororaphis— CIP 63.22P. pseudoalcaligenes
CIP 66.14,P. fragi — CIP 55.4P. lundensis-CIP 103272P. taetrolens- CIP 103299P.
fluorescens- CIP 69.13 eP. putida— CIP 52.191.
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Apres décongélation les souches ont été misesogssance en bouillon nutritif ordinaire
puis sur milieu gélosé ordinaire (Nutrient agar Med Biokar diagnostic) par incubation a
27°C.

Pour chaque souche, a partir du méme « bouillocraiesance », 3 boites de Pétri étaient
ensemenceées et mises en incubation de facon a ipaueoer I'analyse aprés 3 durées
d’incubation (48, 72 et 96 heures).

A partir de chaque boite de Petri, 4 colonies étagnsuite analysées, pour 2 positions
aléatoires et différentes de la fibre optique (temtveillant a ce que le faisceau de la fibre

optique ne déborde pas de la colonie).

A chaque fois, 2 spectres d’émission étaient esneyi, 'un entre 280 et 450 nm apres
excitation a 250 nm (AAA+NA) et l'autre entre 376 %50 nm apres excitation a 340 nm
(NADH).

Une analyse de variance (ANOVA) a été réaliséeéauditisée afin d'évaluer si les
différences spectrales observées pour une méméeaeaton la position de la fibre optique

ou I'age des colonies étaient significatives awardgles variations observées entre 2 souches.

Dans cet article, 'analyse a été menée pour lestsgs NADH recueillis entre 375 et 550
nm (gamme de scan : 1 fim & partir de 11 souches et pour chacune d'ellaréirme 4
colonies, 2 positions de fibre, apres 3 duréesdbation. Dans ce cas de figure, au total, 175

ANOVAs ont été réalisées a partir de 264 spectréiwiduels.

Pour I'analyse de données en composantes prinsidaléogique a été celle décrite dans
I'article précédent : Pour la discrimination augau du genre quatre groupes ont été crées
(Pseudomonad®urkholderia,Xanthomona®t Stenotrophomonay pour la discrimination au
niveau d’espéce, huit groupes ont été crées camesmt aux 8 especes Bseudomonas
incluses dans [I'étude stutzerj lundensis taetrolens putida fragi, chlororaphis
pseudoalcaligenedluorescens) et enfin pour évaluer la discrimination de I'entgle des
souches (dite genre-espéce), 11 groupes ont étes ogurkholderia, Xanthomonas
StenotrophomonadP.stutzerj P.lundensis P.taetrolens P.putidg P.fragi, P.chlororaphis

P.pseudoalcaligene®.fluorescens.

L’AFD a été réalisé sur les 10 premieres composant@cipales déterminées par 'ACP.

Elle a d’abord été menée sur les données de cllsutemps d’incubation (48h, 72h et 96h)
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séparément. Au niveau du genre et au niveau degmmece, chague matrice consiste en 88
observations (11 souches x 8 spectres par southeh €0 variables (10 composantes
principales). Au niveau d’espece chaqgue matricesiste en 64 observations (8 souches x 8

spectres par souche) et en 10 variables (10 comigssparincipales).

Ensuite, les données de trois temps de cultures (@geolonies) ont été introduits dans la
méme matrice (48h+72h+96h). Avant de réaliser 'AlfBs groupes ont été crées selon les
différents niveaux de classification.. Au niveaugtunre et au niveau du genre-espéce, chaque
matrice d’analyse consiste en 264 observations¢lithes x 3 temps de culture x 8 spectres
par souche) et en 10 variables (10 composantesigaias). Au niveau d’espece, chaque
matrice d’analyse consiste en 192 observation®(8res x 3 temps de culture x 8 spectres

par souche) et en 10 variables (10 composantesipains).

Dans un second tempsous souhaitions tester le pouvoir discriminamialméthode en
nous appuyant sur une analyse des colonies bautésepar spectroscopie de fluorescence
synchrone. Cette méthode est fréquemment utilisés tes secteurs de la pétrochimie par
exemple (Hua et al., 2006, Nevin et al., 2008),rpmalyser la concentration ou la structure
moléculaire de certains composés a structure argueatPar contre, aucune publication
scientifique ne faisait état de son utilisation @s dins de caractérisation des micro-
organismes. Pourtant, I'intérét de cette méthodes semblait indéniable dans la mesure ou la
spectroscopie de fluorescence synchrone préseav@antage de pouvoir enregistrer les
signaux de plusieurs fluorophores simultanémerarérg’une seule acquisition. En effet, par
cette méthode, la longueur d’'onde d’excitation a&tldngueur d’onde d’émission varient
simultanément, tout en conservant entre elles waldge constantAd (Peuravuori et al.,
2002, Rubio et al., 1986, Taylor et Patterson, )9Bvatiguement, on choisit une longueur
d’'onde d’émission ) de départ supérieure de quelgques nanométre an¢meur d’onde
d’excitation (). Puis les deux monochromateurs se mettent er etudéfilent a la méme
vitesse. On peut jouer sur le rapport des deux dmpdssantes, en fixant par exemple une
petite bande a I'excitation pour que la structui¢ Isien résolue et une bande plus importante
a I'émission pour augmenter la sensibilité Les specsynchrones sont plus riches en

informations que les spectres d’excitation et d&sioin.
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L’analyse a d’abord porté sur 2 souches de référeénsavoir,P. fragi— CIP 55.4 eP.
putida— CIP 52.191 et nous avons fait varieAleentre 20 et 150 nm avec un pas constant de

5nm.

Puis, lesAA de 30, 50, 70, 90, 110, et 130 nm avec un pastaminde 5 nm, ont été

utilisés pour analyser les 11 souches de référdada premiere partie de cette étude.

Enfin, les AL de 30 et 70 nm ont été sélectionnés pour analgsei37 souches de
référence précédemment évoquées. Dans l'articls ssirésultats obtenus @i de 30 nm

ont été présentés.

Pour chaque souche, 3 spectres de fluorescenchreyecont été enregistrés a partir de 3
colonies différentes issues de croissance sur géhdritive ordinaire aprés 48 heures

d’incubation a 27°C.

L’analyse en composantes principales a été apmicuéx spectres de fluorescence
synchrone normalisés de chad\lemesuré séparément. La logique de création des gsaup
éte celle décrite précédemment. Chaque matricastann®en 33 observations (11 souches x 3
spectres par souche) et en 250 variables dans kgeckanalyse de 11 souches afgcde 30,
50, 70, 90, 110 et 130 nm), ou 111 observationss@ithes x 3 spectres par souchesM\et

70 nm et en 250 variables dans le cas d’analyselyse de 37 souches av®cde 30 nm.

L’AFD, a été réalisée sur les données de chdguséparément. Ainsi, par exemple, pour
I'analyse au niveau d'espece, 37 groupes ont éEsarorrespondant aux 37 souches utilisées

et chaque matrice consistait en 111 observations@8ches x 3 spectres par souche).

lll. Résultats/ discussion

Les résultats que nous avons obtenus ont permmaidrer que la position de la fibre
optique vis a vis de la colonie bactérienne n’agaitune incidence significative sur le spectre

obtenu.

De méme aucune différence significative n’a étéebpour des colonies ayant 48 ou 72
heures d’incubation. La méthode autorise donc uaegende manceuvre confortable pour

I'expérimentateur.
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Enfin, si le % de correcte classification au niveaugenre et de I'espéce atteint 100% par
utilisation du NADH en tant que fluorophore, noug@gérons ['utilisation de la spectroscopie
de fluorescence synchrone avecAmr constant de 30 nm qui permet d’obtenir les mémes

scores jusqu’au niveau de la sous-espece.
Certains détails expérimentaux peuvent tout de nm&neeprécises :

Les essais réalisés sur le milieu de culture (bolsnie) ont montré I'absence de bruit de
fond susceptible d’'induire un biais dans les réssilt

Les essais réalisés sur des colonies s’étant d@pelsur un milieu favorisant la
production de sidérophores (milieu carencé enderyont révélés décevants dans la mesure
ou les spectres obtenus étaient tres largement nésmpar I'absorption des pigments
aromatiques. Ce point pourrait néanmoins fairej&bl’explorations complémentaires pour
une discrimination des Pseudomonads sur la segke d& la nature de leur sidérophore par

référence aux travaux de J.M. Meyer (Meyer e28107).

Le manque d’homogénéité visible de certaines cek(par changement de phase ou par

nature intrinséque) n’entache pas les résultatsatiyae.

Les applications potentielles de la spectroscopresde domaine de la microbiologie et au

regard de nos expérimentations sont présentéededanapitre suivant de ce document.
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RESULTATS& DISCUSSIONS: CHAPITRE 3

Quelques exemples d’application de la spectroscopiede

fluorescence pour la caractérisation des Pseudomoas

l. Introduction

Les deux premieres parties de nos résultats pedsahties potentialités et la mise au
point expérimentale de la spectroscopie de fluemse pour la caractérisation des
microorganismes. Nous souhaitons, dans ce troisiehapitre présenter certaines des
utilisations possibles de cette méthode (couplée auwtils statistiques relevant de la
chimiométrie) pour la caractérisation des Pseud@u®nCe chapitre s’articule ainsi en trois

parties :

 La premieére s’attache au positionnement taxonomidee37 souches de
référence a partir des spectres de fluorescenaghyme (AA de 30 nm efAA de 70 nm)

obtenus en lecture directe des colonies par fiptigjoe.

» La seconde présente la démarche d'identificatiorb®esouches isolées sur
gélose sélective CFC a partir de différents poitis abattoir, les données spectrales ayant
éte recueillies en spectroscopie de fluorescenaehsgne AN de 30 nm) par lecture directe

des colonies a l'aide d’'une fibre optique.

» La troisieme partie s’appuie sur les données spalestrecueillies a partir de
133 souches isolées sur gélose CFC a partir déreliffs points de deux abattoirs, pour tracer
I'origine des contaminations dans les abattoirsmadttre en évidence l'existence d'un
« microbisme » d’atelier. Les données spectralets ébé@ recueillies en spectroscopie de
fluorescence synchronéX de 30 nm) par lecture directe des colonies ad'altine fibre

optique.
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Il. Analyse du positionnement taxonomique de 37 sahes de
référence sur la base des données spectrales redigs par
fluorescence synchrone en lecture directe des coles par fibre

optique

L’objectif du travail présenté dans ce paragraph&éad’évaluer les potentialités de la
spectroscopie de fluorescence pour une analysemedmités taxonomiques au sein des
Gammaproteobacteria. Cette analyse a porté suouhes de référence dont le choix a été
guidé (comme décrit la seconde partie de ce clepgar une diversité des proximités
taxonomiques entre souches mais également papie dlespeces testées en séquencage sur
ARN 16S par référence a I'étude de Y. Anzai (Anztall., 2000). La représentativité de
taxons “non"Pseudomonaa été maintenuéB(irkholderia cepaciaXanthomonas campestris
et Stenotrophomonas maltoph)licet au sein de®seudomonasdes espéces distantd?. (
stutzeriversusP. chlororaphi3 aussi bien que des espéces proches comneélororaphis
P. fragi, P. lundensiset P. taetrolens Plusieurs biotypes ou biovars d’'une méme espate o
également été inclu®( putida: 3 souches, P. fluorescens: 4 souchefaBi: 2 souches, P.

chlororaphis: 2 souches, P. stutzeri: 2 souchesyiingae: 2 souchgs

Dans un premier temps nous nous sommes appuyé&Essuethodes descriptives que sont
'analyse en composantes principales et I'analgsxtofielle discriminante pour investiguer
les différences et proximités des données spesti@erbert et al., 2000, Jolliffe, 1986).
L’ACP, réalisée sur les spectres normés, a permissélectionner les dix premiéres
composantes principales a partir desquelles, I'AFExé réalisée. Les 37 groupes formeés en
vue de réalisation de I’AFD ont été composeés slmake des données spectrales recueillies a
partir des 37 souches de référence. Les codeséstilbour les souches de référence sont
présentés en Tableau 3.

Il.1. Fluorescence synchrone avetA de 30 nm

Sur la carte factorielle présentée en figure 18,deux facteurs F1 et F2 ne représentent
que 62,7 % de la variance totale. lls permetteperdant une bonne discrimination de la
majorité des souches. Seules les soubheasutzerilP. lundensisP. taetrolensP. putida P.

fragi 1, P. fluorescensP. fragi 2 P. mentelij P. orientalis P. cichorii, P. marginalis P.
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stutzeri 2etP . putida Bforment un groupe compact non différencié paelaesprojection en
2 dimensions. Le facteur discriminant F3 qui présdri,8 % de la variance totale permet une

discrimination correcte de ces souches entre ghssiltats non présentes).

Cette premiére analyse simple confirme le potenligtriminant de la spectroscopie de

fluorescence dans les conditions utilisées.

Observations (axes F1 and F2: 62.78 %)

%

Figure 18 : Carte factorielle de I'AFD réalisée sulles données spectrales de 37 souches

de référence recueillies par spectroscopie de fluescence synchroneAQ de 30 nm).

Si I'on s’intéresse plus précisément aux soucheséti@ence pour lesquelles plusieurs
biovars ou biotypes étaient inclus dans notre aedRseudomonas fluorescenaeec P.flu
P. fluorescen€IP 69.13 P.fluB: P.fluorescens biotypeB CIP 1043#.fluF : P fluorescens
biotypeF CIP 59.27P.flu3 ou P.flulll : Pfluorescens biotype Ill DSM 501g4#seudomonas
putida (P.put :P. putidaCIP 52.191 P.putA : P.putida biotype A DSM 5020®.putB :P.
putida biotype B DSM 50222Pseudomonas fragP.frgl: P. fragiCIP 55.4 P.frg2 :P.
fragi CIP 60.4§, Pseudomonas chlororaphid?.chll :P. chlororaphis CIP 63.22P.chi2 P.
chlororaphis DSM 50139 Pseudomonas stutzgriP.stutl P. stutzeri CIP 103022P.stut?2 :
P. stutzeri CIP 107689Pseudomonas syringéaP.syr-syr P. syringae pvar syringaBSM
10604 P.syr-tom P. syringae pvar tomato DSM 503)50n constate que cette méthode

s’avere également tres performante.
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La figure 19 présente leur positionnement sur feedactorielle résultant de I'AFD.

Pour les espéceP. fragi, P. chlororaphis P. stutzeriet P. syringaeles résultats
confirment la proximité des biovars ou biotypes smin des taxons puisque les données
spectrales affichent de positionnements trés rajye sur la carte factorielle ( P.frgl et
P.frg2, P.chll et P.chi2, P.stutl et P.stut2, Fsgiet P.syr-tom).

Observations (axes F1 and F2: 62.78 %)

aa flUF
A AP.chil

P.chi2

AP.flu

AP.fluB

A P.fluF
syr-tom
frg1 o syray flunn xPirgL

flu
ut
P *P.frg2

= frg2

chi2

0 ©P.put

W Agsm stul a fuB .
stu2

chll ®P.putA

F2(16.53%)

=P.puts

AP.stul

° o * P.syringa-syr

© P.syringa-tom

20
F1 (46.25 %)

Figure 19 : Carte factorielle de I'AFD réalisée sules données spectraledl de 30 nm)
de 37 souches de référence ; focus sur les espa@lB. fluorescensP. putida P. fragi, P.

chlororaphis, P. syringeaP. stutzeripour lesquelles plusieurs biotypes ou biovars

Concernant les 4 biotypes de. fluorescens les résultats sont particulierement
intéressants : Les 4 biotypes sont parfaitemenmtridignés mais apparaissent éloignés sur la
carte définie par les facteurs F1 et F2. Notammsant’axe F1 qui représente 45,2 % de la
variance totale, P.flu est bien discriminée deuB.fIP.fluF et P.flulll . Ces trois derniéres
souches sont quant a elles, bien discriminées deléacteur discriminant F2 qui représente
16,5 % de la variance totale. On percoit que P.fiBP.flulll possédent des cordonnées
factorielles proches alors que P. flu affiche plutés proximités avec les souches P.frag 1 et
P. frag 2.

Concernant les 3 biovars &e putida( P.put, P.putA, P.putB), le constat suivant &pa
fait : les biovars sont nettement séparés notamseloh I'axe F1. Cependant, si P.put B et
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P.put affichent des proximités, ils sont netteméluignés de la souche P.put A qui se

positionne plutdt a proximité des souches P.fluBuM et P.flu F.

Ces resultats mettent en avant le fort pouvoirrgiisnant de la méthode et confirment par
ailleurs I'hétérogénéité de ces deux dernieresoespéelle quobservée par de nombreux
auteurs (Ait Tayeb et al., 2005, Anzai et al., 2@@ssis et al., 2000).

Afin de mieux visualiser la distribution des souste les groupes qu’elles forment, une
analyse par classification hiérarchique ascendarm&® menée tel que décrit en « Matériel et
Méthodes ». La classifications hiérarchique a étdisée sur les spectres normalisés des 37
souches de référence en utilisant la méthode de etda distance euclidienne. Les résultats

ont été visualisés sous forme d’'un dendrogramng(Ei20).

Cette représentation permet de visualiser la baéparation des souches mais met
eégalement en évidence les « erreurs » de positioamie Ces spectres mal positionnés (car
non similarité des 3 spectres obtenus a partirallm@éme souche) concernent des souches de
P. lundensis P. taetrolens P. stutzeri P. mendocinaP. agarici P. alcaligeneset sont
signalées par une fleche bleue. Nous n’avons palication pertinente a avancer pour ces
positionnements qui ne représentent que 5 % dersau la totalité des données. Les 2
souches de”. chlororaphissont proches et il en est de méme pour les 2 ssudbP.
syringae Par contre I'hétérogénéité au sein des groupd?. gitidaet P. fluorescengelle
gu'observée par AFD a été confirmée. Par ailleges traitement a permis de mettre en
évidence une distance non négligeable entre leshesudeP. fragi et également entre les
souches d®. stutzerialors que cettéistance n’avait pas été décelée par AFD. Cestatsul
sont tres cohérents avec ceux qui décrivent I'éeodiversité qui regne au sein de ces deux
taxons (Porteous et al., 2002) et surtout la pragimon parfaitement élucidée qui existe
entre P. stutzeriet P. mendocinaP. alcaligenes P. pseudoalcaligene®t P. balearica
(Lalucat et al., 2006).
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Figure 20 : Dendrogramme de CHA réalisé a partieses données spectrales recueillies

en fluorescence synchroneAj de 30 nm) a partir des 37 souches de référence.
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Pour illustrer le positionnement de ces groupess darcarte factorielle de 'AFD, nous
avons renommé les souches selon leur distributams des différents groupes (RefGA,

RefGB, RefGC), ainsi qu’en sous groupes, commeeadlarésenté en figure 21

Observations (axes F1 and F2: 62.78 %)

AA
A

ref GB2

A
A A

Groupe B (ref GB)
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* M ref GB2
& a R
g A A
S PovS e o “"\ A
g refGA3 N I A
B < ‘?. Fyey
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"= _Groupe C |ref c0)

Figure 21 : Positionnement des groupes et sous-gimes RefGA ( A1, A2, A3), RefGB
(B1,B2), RefGC définis d’apres la classification l@rarchique construite sur la base de

I’AFD réalisée sur les données spectraleaX de 30 nm) de 37 souches de référence.

Le groupe RefGAa pu étre séparé en 3 sous-groupes définis comitne s

RefGA 1: P.stul, P.lun, P.tae, P.put, P.frgl, P.chlis&q P.flu, P.frg2P. mendocina
P. alcaligenesP. mentelij P. orientalis P. cichorii, P. agarici P. marginalis P.stu2, P.putB,

P. syringa-syrP. syringa-tomP.chl2,P. savastanoi
RefGA 2: X. campestrisS. maltophilia

RefGA 3: B. cep
Le groupe RefGBa pu étre distingué en 2 sous-groupes :

RefGB1 : P. synxanthaP. resinovoransP. fluB, P. libanensisP. migulg P. aurantiaca

P. flulll, P. putA.
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RefGB2 : P. fluF,P. mosselii
Le groupe RefGC comprenaif. verronii P. viridiflava

La distribution des souches dans les différentsumgge montre une fois de plus
I'hétérogénéité des souchesRigeudomonas fluoresceasPseudomonas putid@insi P.flu,
P.put et P.putB sont dans le groupe RefGA 1 taquaksP.fluB, P.flulll et P.putA sont dans le
groupe RefGBL1 et enfin P.fluF est dans RefGB2auit #galement noter que les trois souches
X. campestrisS. maltophiliaetB. cepaciaapparaissent dans le groupe RefGA mais nettement
séparées deBseudomonastricto-sensu de ce group€, campestriet S. maltophiliaétant
assemblées en RefGA2. Pour mémoire ces trois gétaient autrefois affiliés au groupe des
Pseudomonast I'analyse des ARN 16S a conduit a leur rediation au sein de taxons non
Pseudomona®Burkholderia cepaciast désormais positionné au sein des Betaprottslzgc
tandis que I'espede. maltophiliainitialement assignée au gentanthomonagpar P. De Vos
(De Vos et De Ley, 1983) a été reclassée dans ree @tenotrophomonagPalleroni et

Bradbury, 1993) qui appartient désormais a la stassey-3 desProteobacteria.

Le clustering que nous obtenons a partir des dennéeueillies par spectroscopie de
fluorescence synchroneAX de 30 nm) est donc parfaitement cohérent aveci celu

généralement admis pour ces micro-organismes.

Les figures en annexe 1 et 2 explicitent le pasiteament de ces groupes en utilisant ces
codes de classement évoqués plus haut sur lafaatteielle résultant de 'AFD menée sur

chaque groupe individuellement.

Pour tenter d’aller plus loin dans I'analyse desriies, les spectres moyens des différents

groupes et sous-groupes ont éteé traces.

En figure 22 sont présentés les spectres moyengrdeges RefGA, RefGB et RefGC.
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Figure 22 : Spectres moyens des trois groupes RefGRefGB et RefGC définis par CHA
a partir des données recueillies par spectroscopeke fluorescence synchroneAQ de 30

nm) depuis les 37 souches de référence.

Ces spectres représentent les spectres d’excitgtimmhrone entre 250 et 500 nm avec un
décalage constant @& de 30 nm. La longueur d’'onde d’émission précisgdes graphiques

a été obtenue comme Suley = Aexc+ AA.

D’un premier abord, on observe que les formes pgestges varient nettement d'un groupe
a l'autre. Le spectre moyen du groupe RefGA estatérisé par un maximum vers 306 nm
(intensité de fluorescence vers 0.14). Ce pic exégfalement pour les spectres des autres
groupes mais son intensité est moindre pour Ref@Gti@nsité de fluorescence vers 0.07) et
pour RefGC (intensité de fluorescence vers 0.0®).sbectre de RefGA est également

caractérisé par un pic large (ou épaulement ) 3&tsnm.

Le spectre moyen du groupe RefGB présente un pg3@6 nm (intensité vers 0,8), un
épaulement vers 350 nm, et second pic vers 418 unpr@sente quant a lui, une forte

intensité de fluorescence (vers 0,15).
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Enfin le spectre du groupe RefGC présente le mé&eamipr pic que les spectres des deux
autres groupes a 306 nm, un second pic a fortasitéevers 376 nm qui n'apparait pas pour

les autres groupes et enfin un net épaulementi&sm.

La figure 23 présente les spectres moyens obtempastiéi des souches appartenant aux
sous-groupes RefGAL, RefGA2 et RefGA3.

0.18

0.16 e Moyen ref GAL

Moyen ref GA2|

= = = Moyen ref GA3

0.14

0.12

0.1

0.08

0.06
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0.02

0

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

Longueur d'onde (nm)

Figure 23 : Spectres moyens des trois sous-grougeefGAl, RefGA2, RefGA3 définis
par CHA a partir des données recueillies par spectiscopie de fluorescence synchrone

(AA de 30 nm) depuis les 37 souches de référence.

Une fois de plus I'allure des spectres est treemant différente : Le spectre moyen des
souches du groupe RefGAl est caractérisé par unimoax 304 nm (intensité de
fluorescence vers 0,145) et un épaulement versng@6Le spectre moyen des souches du
groupe RefGA2 (pour les souch&s campestrisS. maltophilid est caractérisé par un
maximum vers 307 nm (intensité de fluorescence 0¢rd) et par un autre pic vers 345 nm
mais avec intensité de fluorescence moins élevéfin Eoncernant le sous-groupe de RefGA
3 (B. cepaciy, son spectre moyen est caractérisé par un maxiveusn303 nm ( intensité de

fluorescence 0,1 ) et un épaulement vers 350 nmegubnte vers un autre pic vers 479 nm.

Les spectres moyens des sous-groupes RefGB1 eBRef@t présentés en annexe 3. De
la méme facon que décrit précédemment, leurs ggecarient nettement.
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Sur la figure 24 sont présentés les spectres mayess3 souches de. putida : P.put,
P.putB et P.putA. Cette figure permet de visualisettement I'hétérogénéité mainte fois
décrite pour le®seudomonas putidée spectre de la souche P.pwgé distingue nettement

des deux autres par un pic de forte intensité @darégion de 414 nm.

P.put
o, = = = P.putA

0.16 Iy
I ‘-‘ P.putB
! A
I} '
» 1
’ H H
, '
H '

Intensité de fluorescence (u.a)

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

Longueur d'onde (nm)

Figure 24 : Spectres des trois souches &e putidarecueillies par spectroscopie de

fluorescence synchroneAXA de 30)

Pour comparaison, les spectres des 4 souchBsalglomonas fluorescessnt présentées
sur la figure 25. La encore, I'hétérogénéité desickes est visualisée. La proximité
taxonomique entre la souche P.putA et les souch®&s tluorescens.flub et P.flulll trouve

son explication en la présence d’'un méme pic danggion de 415-417 nm.
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Figure 25 : Spectres des quatre souches Befluorescengecueillies par spectroscopie de

fluorescence synchroneAXA de 30)

Pour préciser les positionnements et les relatamtse les souches, deux autres AFD ont
été réalisées sur les données spectrales recsi@illpartir des souches des groupes RefGA et
RefGB séparément (le groupe RefGC n’étant compogédg deux souches a été excu de
cette étude). Concernant le groupe RefGA, I'AFD té& éalisée sur les 10 premieres
composantes principales de 'ACP menée sur lestrggede fluorescence synchrone des
souches de ce groupe. Avant d’appliquer 'AFD 26uges ont été crées correspondant aux
25 souches qui construisent la groupe Ref&XA ¢ampestris P.stul, P.lun, P.tae, P.put,
P.frgl,S. maltophilia P.chll, P.psalc, P.flu, B.cep, P.frg2, mendocinaP. alcaligenesP.
mentelii P. orientalis,P. cichorii, P. agarici P. marginalis P.stu2, P.putBP.syringa-syy
P.syringa-tom P.chl2, P.savastano). Les résultats de la matrice de confusion pour
I'échantillon d'estimation de I'’AFD montrent unesclimination de 100 %, tandis que les
résultats de la validation croisée réalisée ampaeti’ AFD montrent 97.3 % de discrimination.
Deux spectres ont été mal classés I'un affiliesiuR.a été considéré commemarginalis et

l'autre affilié & P.lura été aussi considéré commemarginalis

Nous n'avons pas d’explication pour ces mauvaistiposements qui peuvent résulter

d’'une simple erreur de manipulation.
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I.2. Fluorescence synchrone eAA de 70 nm

Nous avons mené des analyses similaires sur lesédenspectrales recueillies par

spectroscopie de fluorescence synchrone aveédute 70 nm.

La logique suivie a été celle décrite précédemmsemnie sera pas détaillée ici. La plupart

des graphiques générés par I'analyse sont ren\asyéaanexe.

L’analyse factorielle discriminante des 37 souch&dé réalisée a partir des 10 premiéres
composantes principales résultantes de 'ACP ap@éqsur les spectres de fluorescence
synchrone @A de 70 nm. La figure 26 représente la carte faglterselon les deux premieres
facteurs F1 et F2:

Observations (axes F1 and F2: 65.02 %)
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Figure 26 : Carte factorielle de I'AFD réalisée sulles données spectrales de 37 souches

de référence recueillies par spectroscopie de fluescence synchroneAQ de 70 nm)

Une division nette des souches en deux groupesésepar I'axe F1 qui représente 51,08
% de la variance totale est observée, tandis gugoleches suivantes restent groupés selon les

deux axes : P.psalc, P.stul, P.lun, P.tae, P.dug1PP.flu, P.frg2P. mentelij P. orientalis
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P. cichorii, P. mendocinaP. alcaligenesP. agarici P. syringa-syy P. marginalis P.stu2,
P.putB . Leur séparation est cependant nettemegliade selon I'axe F3 qui représente 11,2

% de la variance totale (résultats non présentés).

Méme si le graphique ne donne qu’une vision péetides distances entre souches, les
résultats générés par la matrice de confusion moENt00 % de bonne classification pour
I'échantillon d'estimation, alors que les résultisla validation croisée résultant de I'AFD

ont montré 99,1 % de bonne classification ( un spede P.frgl a été considéré comme
P.pu).

Si I'on s’intéresse plus précisément aux souchesétézence pour lesquelles plusieurs
biovars ou biotypes étaient inclus dans notre @ealfigure en annexe 5), on constate la
méme hétérogénéité au sein gedluorescen®t P. putidaque constaté précédemment. Les
souches d@. chlororaphisapparaissent cependant plus distinctes selon Faxgui présente

51,08 % de la variance totale.

Les résultats sont globalement similaires & ceuterals par recueil des données en

spectroscopie de fluorescence aveairde 30 nm.

L’analyse par classification hiérarchique ascerelardtalisée tel que décrit dans le
paragraphe précédent (voir figure en annexe 5)répptobalement les mémes informations
gue celles recueillies en fluorescence synchrome &\ de 30 nm. Curieusement, seulement
3 spectres sont mal positionnés et ne correspomadsn(saul. agaric) a ceux observés en
fluorescence @A de 30 nm. Une fois de plus nous n'avons d’exghecat proposer si ce

n'est une erreur de manipulation.

La répartition des souches en trois groupes pranoipRefGA(70), RefGB(70) et
RefGC(70) est similaire a celle décrite pour lesrdges recueillies en fluorescence synchrone

aAA de 30 nm (voir figure en annexe 5).
Par contre la répartition en sous groupes a étgue@eu différente.

Remarque : les régles de codage des souches swilaireis a celles adoptées

précédemment.
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RefGA(70) comprenait 3 sous groupes :

RefGA1(70) : P.stul, P.lun, P.tae, P.put, P.frgl, P.pdaltu, P.frg2,P. mendocinaP.
alcaligenes P. mentelij P. orientalis P. cichorii, P. agarici P. marginalis P.stu2, P.putB,

P.syringa-syr P.syringa-tomP.chl2,P. savastanoi
RefGA2 (70): X. campestrisS. maltophilia
RefGA3 (70) B.cep P.chll.
RefGB(70) comprenait 2 sous-groupes
RefGB1(70) :P. synxanthaP.fluF,P. mosseliiP. libanensisP. migula
RefGB2(70):P. resinovoransP.fluB, P. aurantiaca P.flulll, P.putA.
Et RefGC(70) comprenait les souch®s verronii P. viridiflava,

Comme il a été remarqué avec les spectrad ae 30 nm, les souches des espétes
fluorescenset P. putidase répartissent entre les différents sous groypesgue I'on trouve
P.flu, P.put et P.putB dans RefGA1(70), P.fluBJuRif et P.putA dans RefGB2(70), et enfin
P.fluF dans RefGB1(70). Ce clustering est tout & tmhérent avec celui observé
précédemment. La seule différence notable obsewéeerne le positionnement de I'une des
2 souches de°. chlororaphis (P.chl) qui affiche ici des proximités avec la souche de

Burkhloderia cepaci®efGA3 (70) (figure en annexe 6).

Comme dans le paragraphe concernant les donnéesliies en fluorescence synchrone
a AN de 30 nm, nous avons cherché a préciser les longu#onde discriminantes en

analysant les spectres moyens des isolats auseimadjue groupe et sous-groupe.

Les spectres moyens des souches des groupes RedgAREFGB(70) et RefGC(70) sont

présentés en annexe 7.

Les spectres moyens des souches des sous-group@éd1Re)), RefGA2 (70), et

RefGA3(70) sont présentés en annexe 8.

Les spectres moyens des souches des sous-groufleB1R&) et RefGB2 (70) sont

présentés en annexe 9.
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Pour comparer avec les données acquises\ ade 30 nm, les spectres d’excitation

synchrone A\ de 70 nm) générés a partir des 3 souchd3. geitidaont été présentés sur un

méme graphique (Figure 27).

301 nm \

Intensité de fluorescence (u.a)

290 310 330 350 370 390 410

Longueur d'onde (nm)

430 450 470 490

Figure 27: Spectres des trois souches &e putidarecueillies par spectroscopie de

fluorescence synchroneAA de 70 nm)

On retrouve la méme différence flagrante entreolacke P.putA et les autres souches.

Cette différence provenant principalement du piorée intensité présente vers 402 nm et de

I'absence d’épaulement vers 372 nm observé pouadg®es souches. Les longueurs d’onde

des maxima et épaulements sont légérement décaléapgport a celle observées par de

30 nm.

Concernant les spectres des 4 souches. dkiorescengP.flu,

P.flur, P.fluB, P.flulll),

les observations sont similaires a celles déceites\ de 30 nm, a savoir de nettes différences

entre les allures des spectres et un méme pic ad08ue celui observé pour P.putA , pic

dont la présence pourrait expliquer la proximitéoteomique entre ces souches (figure 28).
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0.18

402 nm

P.flu (70)
PfluF (70)

409 nm - = = P.flulll (70)

395 nm .,J"'-.

Intensité de fluorescence (u.a)

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

Longueur d'onde (nm)

Figure 28 : Spectres des quatre souches Befluorescengecueillies par spectroscopie de

fluorescence synchroneAA de 70 nm)

Comme dans le paragraphe précédent, pour préesgrositionnements et les relations
entre les souches, deux autres AFD ont été réslmdéreles données spectrales recueillies a
partir des souches des groupes RefGA(70) et Ref@B{@parément (le groupe RefGC(70)
n'étant composé que de deux souches a été exchettle étude). Concernant le groupe
RefGA, 'AFD a été réalisé sur les 10 premieres posantes principales de 'ACP réalisée
sur les spectres de fluorescence synchrone dedesoute ce groupe. Avant d'appliquer
'AFD 25 groupes ont été crées correspondant awsd@ihes qui construisent la groupe
RefGA(70) K. campestrisP.stul, P.lun, P.tae, P.put, P.fr§l,maltophilia P.chll, P.psalc,
P.flu, B.cep, P.frg2P. mendocinaP. alcaligenesP. mentelij P. orientalis P. cichorii, P.
agarici, P. marginalis P.stu2, P.putBR.syringa-syr P.syringa-tom P.chl2,P. savastano).
Les résultats de matrice de confusion pour I'édlh@amtd'estimation de '’AFD montrent une
discrimination de 100 %, tandis que les résultat$advalidation croisée de '’AFD montrent
97,3% de discrimination ; un spectre a été malsélas s’agit d’'un P.frgl considéré comme

P.put.

Nous n'avons pas d’explication pour ces mauvaistipopsements qui peuvent résulter

d’'une simple erreur de manipulation.
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Les cartes factorielles réalisées sur la base deséads spectrales recueillies a partir des
souches des groupes RefGA(70) et RefGB(70) soseptées en annexes 10 et 11.

11.3. Conclusion

Depuis I'avénement des méthodes moléculaires, debreux auteurs ont cherché a
préciser la taxonomie des Pseudomonads (Pallerbral.e 1973, Kersters, 1996) en
s’'appuyant d’abord sur I'analyse de I'hybridatioRMr-ADN puis des séquences des ARN
16S. Ces travaux ont permis, entre autres de déline genrdPseudomonastricto-sensu et
de repositionner diverses espéces au sein des Qaotewbacteria (De Ley, 1992, De Vos et
De Ley, 1983, De Vos et al., 1985, De Vos et &89). Mais ces méthodes ont montré leurs
limites et de nombreux auteurs se sont attachésthiercher des marqueurs plus pertinents
(Ait Tayeb et al., 2005, Anzai et al.,, 2000, An=i al., 1997, Bennasar et al., 1996,
Christensen et al., 1994, De Vos et al., 1998, Mot096, Yamamoto et Harayama, 1998,
Yamamoto et al., 2000).

Leurs résultats ont confirmé ou infirmé les réssl@écrits précédemment. Par exemple
en s’appuyant sur les séquences des g@yeB et rpoD, Yamamoto et collaborateurs
(Yamamoto et al., 2000) ont construit un arbre pyghique des espéeces tres différent de
celui basé sur l'analyse des ARN 16S. Dans unee aitrde s’appuyant sur le gene codant
pour la protéine membranaioprF, I'équipe de S. Barray a analysé 69 isolats etlses de
référence dé’seudomonast a présenté une approche assez différente ldepceposée par
les autres auteurs. Ainsi, il apparait nettemet lgutaxonomie deBseudomonast flores
apparentées est loin d’étre finalisée et de nonseeespeces sont encore taxonomiquement

extrémement hétérogenes (Bodilis et Barray, 2006).

Les résultats que nous avons obtenus par analyseudbes de référence en fluorescence
synchrone A\ de 30 et de 70 nm) sont, dans leur globalité, reoti¢ avec ceux générés par
analyse génomique. Par exemple, I'hétérogénéit@siasce®. fluorescenet P. putidaet la
proximité de certains de leurs biovars telle quasnbavons décrite est en accord avec les
constatations de nombreuses équipes (Bossis @080, De Vos et al., 1998, Hilario et al.,
2004, Yamamoto et al., 2000). A titre d’exemple,dvioet ses collaborateurs (Moore, 1996)
ont délimité la lignée de®. fluorescensen y incluant les especd?. fluorescensP.
aureofaciensP. chlororaphis P. marginalis P. tolaasiet P. viridiflava, mais il régnait le
méme degré d’hétérogénéité au sein des l'especBuorescensgu’entre les différentes

especes de la lignée. Plus précisémienfluorescengpeut étre séparé en un certain nombre
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de biotypes A, B, C, F et G également été nomn@sgls |, I, lll, IV et V, (Palleroni, 1984).

Il est généralement admis que le biotype G estrdgddie. Au moins une partie des membres
du biotype G peut étre considéré comReeudomonas tolaas{Vancanneyt et al., 1996),
tandis que le biotype B a intéegRseudomonas marginal{$\rnaut-Rollier et al., 1999), les
biotype D et E ayant accueillseudomonas chlororaphet Pseudomonas aureofacie(tse
dernier étant un synonyme subjectif Bseudomonas chlororaphi§lohnson, 1989). Le
biotype C détient une position taxonomique jusgaimnyme, selon les hybridations ADN-
ADN (Brosch, 1996), et au moins quelques souchekiolype F peuvent étre couvertes par
Pseudomonas liniDelorme et al., 2002). Il faut également notelugunombre important de
nouvelles espéces tseudomonasnt été décrites durant la derniere décennie (Dads et
al., 1999, Reddy et al., 2004, Verhille et al., 998omme étant membres Be fluorescens

rendant encore plus dramatique la confusion taxaoede ce groupe.

Les résultats de classification que nous avonsnabtepar traitement des données
spectrales recueillies en fluorescence sont péigifement intéressants dans la mesure ou ils
apparaissent corrélés aux données globales résuttas analyses génomiques. lls apportent
par ailleurs un éclairage nouveau sur la proxirdiécertaines souches. Le recueil de ces
données est particulierement rapide et dans leglitemms de I'expérimentation, leur
traitement statistique aisé et rapide.

Ces traitements ne permettent pas encore d’ouMar Boite noire » que constitue le
spectre enregistré par excitation en fluorescerioe thicro-organisme. Cependant, il est
possible d’identifier trés rapidement les longuedignde discriminantes ou au contraire
similaires pour les souches étudiées. La caraaténsdes composés a l'origine de ces pics

d’émission semble a priori complexe mais possible.
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l1l. Identification des isolats

Comme précisé dans le chapitre « Matériel et Mahodtoutes les souches présentées
dans ce chapitre proviennent de difféerents prélévsnréalisés sur une journée dans un
abattoir. L'objectif de I'analyse était de d'uneripa(i) de comparer les données spectrales
recueilles pour ces souches a celles des 37 sodehe&d$érence présentées précédemment et,
d’autre part (i) de comparer le positionnemenbteomique de ces souches a celui obtenu en
galerie AP1 20 NE et / ou par PCR (au niveau dugeious les isolats ayant, par ailleurs,
été caractérisés en coloration de Gram, par testame et par test d’assimilation fermentaire

du glucose.

l1l.1. Comparaison des données spectrales recueillies grestroscopie
de fluorescence synchroneAp de 30 nm) par lecture directe des colonies a
I'aide d’une fibre optique

Pour précision, trois différents spectres ont éadisés pour chaque isolat a partir de trois

différentes colonies.

Dans un premier temptutesles données spectrales recueillies a partir déstésont été
regroupées dans une méme matrice. C'est a partcette matrice qu’'une classification
hiérarchique ascendante a été réalisée selon lodetde Ward et la distance euclidienne
(figure non présentée). L'objectif a été d’étahlive typologie des données spectrales (les
souches) et donc une premiere visualisation de rigpartition en clusters et sous-clusters.
Ainsi, les isolats ont montré une répartition egr@upes principaux dits groupe A et groupe
B.

Le groupe A (atelGA) contenait 46 isolats codés mensuit : AB, AM, AV, BA, BQ,
EA, EB, El, EJ, EK, EN,. AD, AE, AQ, AR, BB, BC, BICG, CV, DH, DM, DO, DV, EM,
EO, W.AH, Al, AJ, AT, AZ, B, BE, BG, BK, BN, CL, DDDJ, DW, E, EP, N, T,.AK, AY, Q

Le groupe B (atelGB) contenait les 12 isolats m@st@odés comme suit : AL, AN, BP,
BY, CI, CQ, CY, DF, DQ, DS, M, Z.

Sur la figure suivante (figure 29) sont présertésspectres moyens de ces deux groupes :
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305 nm

Intensité de fluorescence (u.a)

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

Longueur d'onde (nm)

Figure 29: Spectres moyens des deux groupes d'istdatelGA, atelGB) segmentés par

classification heriarchique ascendante.

On constate effectivement une nette distinctiorreetés spectres moyens des deux
groupes et un profil particulier des souches dwgeoB qui présentent 2 maxima localisés a
306 nm et 423 nm.

Le clustering du Groupe A a permis de distingusos groupes répartis comme suit :
atelGALl: AB, AM, AV, BA, BQ, EA, EB, El, EJ, EK, EN

atelGA2: AD, AE, AQ, AR, BB, BC, BL, CG, CV, DH, DMDO, DV, EM, EO, W.
atelGA3: AH, Al, AJ, AT, AZ, B, BE, BG, BK, BN, CLDD, DJ, DW, E, EP, N, T.
atelGA4: AK

atelGA5: AY, Q

Leurs spectres moyens sont présentés ci-apresgfag)) :
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Moyen atelGAL
Moyen atelGA2
Moyen atelGA3
- - Moyen atelGA4
Moyen atelGAS

Inetenité de fluorescence (u.a)

H
i) 305307 nm
| ¥

250 270 290 310 330 350 370 390 410 430 450 470 490

Longueur d'onde (nm)

Figure 30 : Spectes moyens des sous-groupes du grelA (atelGA1, A2, A3, A4, A5)
segmentés par classification hiérarchique ascendant

Les spectres des souches du groupe atelGAS segiistit des autres par un épaulement
marqué a 347 nm. Ces spectres correspondent aalats iqui ont par la suite été identifiés en

tant queStenotrophomonamaltophilia par spectroscopie de fluorescence.
Le clustering du Groupe B a permis de distingusols 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 ossggoupes
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Moyen atelGB1
0.16 l - - - Moyen atelGB2

Intensité de fluorescence (u.a)

Longueur d'onde (nm)

Figure 31 : Spectres moyens des sous-groupes dupe B (atelGB1, B2) segmentés par

classification hiérarchique ascendante

Globalement, ces spectres semblent similaires motar quant a la position de leurs
maxima ; les difféerences semblant résider dansehisité de I'excitation au niveau de ces

maxima.

Cette premiére approche ne permet pas, bien entandudentification des isolats, mais
elle permet une visualisation de la diversité dmsckes étudiées et leur regroupement en
clusters qui semblent caractérisés par une pro&itatonomique comme le confirment les

résultats présentés ci-apres.

I11.1.1. Comparaison des données spectrales recueillies pdaes 58 isolats

a celles recueillies, dans les méme conditions, arfir des 37 souches de référence

L’ensemble des données spectrales recueillies @r gias isolats et des souches de
référence ont été regroupées en une seule matnickguelle a été menée une analyse en
composantes principales. Les dix premiéres compesarincipales ont été retenues pour
mener l'analyse factorielle discriminante. Les d&es des souches types ont constitué les
observations principales alors que les donnéesigsi#ats constituaient les observations

ilies sur les isolats sont considérées

supplémentaires. Dans ces conditions, les doneées

comme des observations et ne contribuent pas aelendd départ.
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Les résultas sont présentés dans le tableau @-gpiiedonne, par ailleurs, les résultats

d’identification obtenus par galerie API 20 NE @RPainsi que les résultats de quelques tests

de caractérisation des isolats.

Tableau 4 : Résultats comparés d’identification d$olats de Pseudomonads par PCR,

API 20 NE et spectroscopie de fluorescence synchmn

Souches | Gram | Oxydase| Fermentation Api20NE PCR Résultats de | observations
atell du Glucose spectroscopie de
fluorescence
B - + - 0347455: Non-ID Pseudomona P.agarici 3/3
E - + - 1143557 : Non-ID mais 114355B.fluorescensPseudomonas P.flu 3/3
M - + - 1156555P.fluorescen#9.1%,P.pseudomallei|Pseudomonas P flulll 3/3
N - + - 0340455 : Non-ID Pseudomonas P.frgl 3/3
Q - - - 1452341X.malthophiliaExc.ldent NornPseudomonas |S.maltophilia |3/3
T - - - 0047441P.Chlororaphisfaible discrimination |Pseudomonas P.frg2 3/3
W - - - 0047455P.chlororaphis Pseudomonas P.frg2 3/3
z - + - 0147555P.fluorescens Pseudomonas P.fluF 3/3
AB - + - 0000063 Bordetella aviumtr.b.ide NonPseudomonas |P.chl2 3/3
AD - - - 0040445: Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3
AE - + - 01341555 : Non-ID Non-Pseudomonag®.frg2 3/3
AH - + - 0347455 : Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3
Al - + - 0157555 P.fluorescens Pseudomonas P.frg2 (lun) |(3/3
Al - + - 0351455 : Non-ID Pseudomonas P.frgl 3/3
AK - + - 0047651 Flavi.oryzihabitas Non-Pseudomonas |P.frg2 3/3
AL - - - 1156555 P.fluorescens Pseudomonas P.flulll 3/3
AM - + - 0040405 : Non-ID Pseudomonas P.mentelii  |3/3
AN - + - 1156555 P.fluorescens Non-Pseudomonas (P .flulll 3/3
AQ - + - 0346455 Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3
AR - + - 0141455P.putida Pseudomonas P.put 3/3
AT - + - 0151455 : Non-ID mais 0152455 : Pseudomonas P.flu 3/3
P.fluorescens
AV - + - 0341455 : Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3
AY - - 0470345 :X.maltophilia Non-Pseudomonas |S.maltophilia |3/3
AZ - - 0041445P .pickettii(68%),P.putida (14%); Pseudomonas P.flu 3/3
0041447 P.putida(trés bonne ID au genre)

BA - + - 0042555 P.fluorescens Pseudomonas P.flu 3/3
BB - + - 0041445P.pickettii (68%),P.putida (14%); Pseudomonas P.mentelii  [3/3
0041447 P.putida(trés bonne ID au genre)

BC - + - 0141445 P.putida Pseudomonas P.frg2 3/3
BE - + - 1241465: P.picketti NoRseudomonas |P.frg2 3/3
BG - + - 0145455P fluorescen$0.1%,P.putida Pseudomonas P.frg2 3/3
BK - + - 0142455P.putida; 0142555 fluorescens Pseudomonas P.flu 3/3
BL - + - 0347455 : Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3
BN - + - 0347455 : Non-ID Pseudomonas P.frgl 3/3
BP - + - 0157475P.fluorescens Pseudomonas P.flulll 3/3
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BY - 1156575 P.pseudomallei Pseudomonas P.flulll 3/3
(Trés bonne ID au genre) ;1156555
P.fluorescens
BQ - 0157555 P.fluorescens Pseudomonas flu 3/3
CG - 0342455 :Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3
(¢]] - 1156555 P.fluorescens Pseudomonas P_flulll 3/3
CQ -- 1156575 P.pseudomalli Pseudomonas P.migula 3/3
(Trés bonne ID au genre);1156555
P.fluorescens
CcVv - 0343445 : Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3
CY - 1156557P.pseudomallei Pseudomonas P.mosselii  |2/3mosselii
1/3flulll
DD - 0147455P .fluorescens Pseudomonas P.flu 3/3
DF - 1156575 P.pseudomallei Pseudomonas P_flulll 3/3
(Trés bonne ID au genre) ;1156555
P.fluorescens
DH - 0157555 P.fluorescens Pseudomonas P.flu 3/3
DJ - 1140455P.mendocina Pseudomonas P.mendocina|3/3
DO - 0341455 :Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3
DQ - 1156555P.fluorescen9.1%, Pseudomonas P.flulll 3/3
P.pseudomalle??2.7%.
DS - 1156575 P.pseudomalli Pseudomonas P.flulll 3/3
(trés bonne ID au genre) ;11565985luorescens
DV - 0043445 P.chlororaphis Pseudomonas P.frg2 3/3
DW - 0346455 : Non-ID Pseudomonas P.frg2 3/3
EA - 1146575 : Non-1D Pseudomonas P.frgl 3/3
EB - 1146575 : Non-ID Pseudomonas P.frgl 3/3
El 1156575 P.pseudomallei Pseudomonas P.agarici 3/3
EJ - 0157555P.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 - 1156575P.pseudomalli Pseudomonas P.frg2 3/3
EP -- 5341455 : Non-ID Pseudomonas P.frgl 3/3

111.1.2. Identification au niveau du genre

Par APl 20 NE, des 58 souches, 4 ont été idergifémnme NorRseudomonasQ et
AY qui sont considérés comme desanthomonas maltophilia rdnommé désormais
Stenotrophomonas)AB en tant quéBordetella aviumet enfin, AK comme-lavbacterium

oryzihabitans 54 souches ont été identifiees en tantRgeudomonasu Non identifiées.

Par PCR : des 58 souches, 7 ont été identificesnenionPseudomonas4 des ces
souches étaient celles déja identifiees en Rsadodomonagar APl 20 NE. Les trois autres

souches consistaient en AE, Non-identifiée par 2@INE, AN identifiée en tant qui.
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fluorescengar APl 20 NE et BE identifiée en tant depickettipar APl 20 NE. Concernant
cette derniére souche, il convient de préciser cptte espéce a été reclassée en tant que

Rastolnariarécemment. Finalement 51 souches ont été idezgifé@ tant quBseudomonas

Par spectroscopie de fluorescence : deux souchesgtéridentifiees en tant que Non-
Pseudomonasles isolats Q et AY. Il s'agit, dans les 2 ads,souches identifiées en tant que
S. maltophiliapar API 20 NE et exclues du gerfseudomonapar PCR. 56 souches ont été
identifiees en tant quPseudomonasLa souche AN a été identifiée commseudomonas
(fluorescengpar la spectroscopie de fluorescence et API 20M€iS cette souche n’était pas
identifiée par PCR en tant qurseudomonas Cette différence peut étre liée a un résultat

erroné par PCR ou une erreur de manipulation.

111.1.3. Identification au niveau de I'espece

Il faut noter en premier lieu que l'identificatiales isolats au niveau de I'espece n’a été
réalisée que par le systtme APl 20 NE tout simphenear la recherche d’amorces
spécifiqgues pour PCR pour chaque espéce n’étaippssible dans le temps imparti et ne
faisait d’ailleurs pas partie de nos objectifs.

Parmi les parmi les 58 isolats testés par le systdl 20 NE, 21 n’ont pas pu étre
identifiees. Des 37 autres, 15 l'ont été en tané §u fluorescens 8 en tant queP.
pseudomallei(désormais classé en tant gierkholderia pseudomallgi 3 en tant queP.
putida 3 en tant qu®. chlororaphis 3 en tant qué®. picketti(désormais classé en tant que
Ralstonaria picket}i 2 en tant queX. maltophilia (désormais classé en tant que
Stenotrophomonas maltophijjal en tant qu®. mendocinal en tant qu@ordetella avium

et enfin, 1 en tant quelavi. oryzihabitangTableau 4).

Le systeme automatisé d’identification APl 20 NEss'révélé de peu d’intérét pour ces
isolats qui ont probablement subi des pressiongtatiges complexes. Ce résultat est
d’ailleurs cohérent avec celui déja observé pamatebreux auteurs (Bosshard et al., 2006) et
peu surprenant dans la mesure ou ce systeme méntdgns sa base données actuellement
commercialisée, que 14 espéces ReeudomonagP. aeruginosa P. aureofaciens P.
chlororaphis P. fluorescensP. putidg P. mendocinaP. stutzeri P. alcaligeneset P.
pseudoalcaligenes, P. vesicularis, P. diminuta, faucimobilis, P. mesophilica et P.

putrefacieny
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Par spectroscopie de fluorescence et en utili&amdllyse factorielle discriminante pour le
traitement des données et la comparaison des epedtisolats a ceux des souches de
référence, toutes les souches sauf une ont py@rgonnées avec une cohérence pour les 3

spectres enregistrés par souche (sauf pour la edtidi.

Des 15 souches identifiées en tant duefluorescenspar APl 20 NE , 13 ont été
identifiées en tant quP. fluorescengar spectroscopie de fluorescence, 1 en tantRyue
lundensiset 1 en tant quB. fragi. Ce résultat est peu surprenant dans la mesuneRUragi

ni P. lundensisie font partie des souches de référence de ladeagennées API 20 NE.

Des 8 souches identifiées en tant u@seudomallejen faitBurkholderia pseudomallgi
par galerie APl 20 NE, 3 qui présentaient le ménafilpmétabolique (méme code API
1156575 et tres bonne identification au genre mesomptive au niveau d’espece) ont été
identifiees en tant quP. fluorescensiotype Ill par spectroscopie de fluorescence. hes
autres ont été positionnées en tant Buenigulg P. mosseliiP. agarici P. marginaliset P.
fragi. Les résultats de spectroscopie de fluorescenobleet donc pertinents, d’autant que
ces huit souches avaient été identifiees en tamtPgeudomonaspp. par PCR. Il convient
tout de méme de préciser qu'aucune des espeicesa, mosselij agarici, marginaliset fragi

ne sont pas intégrées dans les bases de référéice A

Des 3 souches identifiées en tant ugutida(3/58) par APl 20 NE, une a été identifiée
en tant qud>. putidapar spectroscopie de fluorescence, une en tar giuagi et une en tant

queP. fluorescens

3 souches identifiees en tant gRechlororaphispar APl 20 NE, ont été identifiées par

spectroscopie de fluorescence en tantRyueagi.

3 souches ont été identifiees en tant Guepicketti (reclassée en tant guRalstonia
picketti) par AP1 20 NE. En fait, pour 2 d’entre ellesctale API proposal. pickettia 68 %
et P. putidaa 14 % ; par spectroscopie de fluorescence, 'ungadéntifiée en tant qui.
fluorescenset I'autre en tant que. mentelij il faut noter que ces deux souches ont idengfiée
en tant qudPseudomonaspp. par PCR. La troisiéme souche a été identdiééant queP.

fragi.
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Les deux souches identifiées par APl 20 NE en tm Xanthomonas maltophilid
reclassé en tant qu&tenotrophomonas maltophiliaont été identifiees en tant que

Stenotrophomonas maltophilgar spectroscopie de fluorescence.

Les souches identifiees en tant eemendocinaBordetella aviumet Flavibacterium
oryzihabitans par APl 20 NE, et considérées comien-Pseudomonapar PCR ont été
identifiées en tant qué®. mendocina P. chlororaphis et P. fragi respectivement par

spectroscopie de fluorescence.

Enfin, concernant les souches Non-identifiées paysteme API 20 NE (21/58 souches),
16 souches ont été identifiées spectroscopie dwetgence en tant que fragi (P.frgl,
P.frg2), 2 en tant qu®. fluorescensune en tant quB. agarici une en tant que. lundensis

et une en tant que.mentelii

Conclusion

L’'objectif de cette analyse était d'évaluer les gmbialités de la spectroscopie de
fluorescence synchrone (avec lecture directe desnies par fibre optique) pour
I'identification d’isolats préalablement caractéssen tant qu€seudomonasu apparentés

par isolement sur milieu sélectif.

Les résultats que nous avons obtenus sont tresi@gEANts mais nous en présenterons

d'abord les limites :

» L’assignation d’'un spectre d’isolat (ou plutét desf@ectres d’'un isolat) a un
groupe préformé correspondant aux spectres d’umehsade référence ne peut se conduire, a
des fins de taxonomie, que sur la base de trésddrgses de données qui comprennent toutes
les especes de référence d’'un genre et tous lessgdn groupe phylogénétique. Ces bases de
données se doivent également d’intégrer des ismdatesentatifs des niches écologiques des
especes étudiées. Or les Pseudomonads sont disilnlans toute la nature, les sols et la
rhizosphere de divers végétaux, dans des eaux slaucenarines et méme dans les nuages.
lIs sont présents dans la flore intestinale dentihee et des animaux, et peuvent contaminer
les denrées alimentaires et méme les préparatimnsnaceutiques, et possedent un pouvoir
adaptatif génétique et physiologique puissant. Noeisnous sommes appuyés, dans cette
étude préliminaire que sur une base de donnéegdsé®inte méme si représentative des

principales espéces isolées des ateliers carnés.rBgpel, cette base est constituée de 37
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souches de référence, dont 34 souches du dgmeedomonast 3 souches appartenant aux
trois autres genreXénthomonasStenotrophomonas8urkholderig.

* Le logiciel de traitement des données spectralest sivéré étre tres limitant
quant a la rapidité et au potentiel de comparades spectres. Il est trés probable que des
logiciels mieux adaptés, basées sur une approche2saux de neurones par exemple

permettraient d’accroitre la vitesse de traitenterst résultats.

* La validation de nos résultats devrait s’appuyer des méthodes fiables
d’identification des isolats. Or a ce jour, con@rhles Pseudomonads et plus précisément les
especes du groupe des Gammaproteobacteria, cdtiedaén’existe pas (cf bibliographie).
Nous avons néanmoins réalisé plusieurs essais ideutifier les souches au niveau de
'espece par PCR en utilisant des amorces spéesiqiécrites dans la littérature pour
certaines especes : les amorces SPSEFIuF et SE8BERellini Mauro et al., 2004) poBr.
fluorescensles amorces putF, lunF, fraF et le géaeA en PCR multiplex pour les espéces
P. fragi, P. lundensigt P. putida(Ercolini Danilo et al., 2007), (Hilario Elena dt,&2003).
Malheureusement, malgré nos essais répétés, nammnmaes pas parvenus a amplifier toutes
les souches de référence des especes concefédgofescensP. putidg P. fragi et P.

lundensis.

Néanmoins et compte-tenu des limites précédemmatuées, nos travaux présentent

des résultats tres encourageants.

Dans tous les cas ou les isolats étaient identggss ambiguité par galerie API, les
résultats d’identification par spectroscopie deoffascence se sont révélés cohérents. Ceci
était le cas pour les souches AY et®) ihaltophilid, DJ . mendocing AR (P. putidg, M,

Z, AL, AN, BA, BP, BQ, CI, DD, DH, DQ, EJ, EKR fluorescens).

La spectroscopie de fluorescence a également pemasidentification au niveau des
biotypes dans des cas ou cela s'était avéré immpesgar APl et PCR. Ceci était net pour
certaines souches ¢k fluorescen®tP . putida.A titre d’exemple, les souch&s, AL, AN,
BP, BY, DF, ClI, DH, DQ et DS ont pu étre identiiéen tant qu®. fluorescens biotype |lI
tandis que la souche Z a été identifiee en tantRjuiorescens biotype &t les souches E,
AT, AZ, BA, BK, BQ, DD, DH, EJ et EK ont été idefiies en tant qu®. fluorescens
Biotype A.

115



Résultats & Discussions : chapitre 3

Dans l'état actuel de nos données, la méthode que avons présentée ne peut étre
considérée comme une méthode alternative aux meshedistantes mais comme une
méthode complémentaire susceptible d’apporterrapglement des informations quant aux

proximités taxonomiques des souches.

La méthode est précise répétable et extrémemeittergour I'acquisition des données
spectrales. Elle ne requiére aucun réactif ou dadjtsous réserve de construction de larges
bases de données, pourrait présenter un intéréircgpour le secteur hospitalier ou

agroalimentaire des pays ayant difficilement aezesréactifs de laboratoire.

IV. Tracabilité microbienne

Comme précisé dans le chapitre « Matériel et Mahodtoutes les souches présentées
dans ce chapitre proviennent de différents prélevesnréalisés sur une journée dans deux
abattoirs. L'objectif de I'analyse était de d’'unarip: (i) de comparer les données spectrales
recueilles dans les deux abattoirs (existe-t-imiorobisme d’atelier » ?) (ii)) de comparer le
données spectrales des isolats au sein d’'un méelerahafin d’'identifier 'origine de

contamination des produits par les Pseudomonads.

Les données spectrales ont été recueillies enrspeopie de fluorescence synchrona (

de 30 nm) par lecture directe des colonies a I'didae fibre optique.

IV.1. Microbisme d’atelier ?

Pour cette analyse, les données spectrales congespoa I'ensemble des isolats (133)
analysés ont été réunies en une matrice puis @salyar ACP suivie d’'une AFD. Avant
d’appliquer I'analyse discriminante, 2 groupes ét& crées, chacun d’entre eux rassemblant
les isolats d’'un méme atelier ATEL1(63 isolats, APE/O isolats). Les résultats de I'analyse
en matrice de confusion pour I'échantillon d'estioma ont montré 100 % de bonne
classification, les résultats de la validation résultant de 'AFD ont montré 80,4 % de

bonne classification, la présentation en est dosnéé& figure 32 :

116



Résultats & Discussions : chapitre 3

Observations (axes F1 and F2: 100.00 %)
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Figure 32 : Carte factorielle résultant de I'AFD réalisée sur les données spectrales des

isolats provenant de deux abattoirs (bleu : abattoil, rouge : abattoir 2)

Le facteur discriminant F1 présente une forte perite puisqu’il expligue 100 % de la
variance totale. Selon celui ci, la différence estte entre les isolats provenant des deux
ateliers. Bien que l'objectif du travail présenté moit pas d'analyser les raisons des
différences observées, nous pouvons tout de ménaétrénthypothése qu’il existe bien un
eécosysteme microbien propre a chaque atelier ditaisme d’atelier. Cette idée conforte les
résultats présentés par M.C. Montel dans son amalysiparative de la croissanceldgteria
dans différents ateliers fromagers (Saubusse, &0i)7).

Ceci nous amene a penser qu’il serait possible atestire une base de données
spectrales spécifique des isolats de chaque ataigui permettrait de prédire l'origine de
contaminations d'un produit final, et d’en iderdifil'origine ce qui serait d’autant plus
interessant lorsqu’il existe plusieurs fournissedes matieres premieres. L'intérét de cette
approche vient aussi de la rapidité de réponsegpilisuffit analyser les colonies sur les

milieux d’isolement. Ces résultats confirment, alssensibilité de cette méthode.

117



Résultats & Discussions : chapitre 3

IV.2. Discrimination des isolats Pseudomonads selon leumsigines de
prélevement au sein d’'un abattoir

e Dans le premier atelier, les données spectralessmndant a I'ensemble des
63 isolats analysés ont été réunies en une matuiseanalysés par ACP suivie d’une AFD.
Avant d’appliquer I'analyse discriminante, 5 grospent été crées correspondant aux 5
« lieux » des prélevements réalisés au sein dealuattoir (Carcasses, Eau, Equipements,
Peau, surfaces) chacun d’entre eux rassemblarsioless d’'un méme lieu de prélévement. La
figure 33 présente la carte factorielle de I'AFDfini@é par les deux premiers facteurs
discriminants F1 et F2 qui représentent 64,5 %adeatiance totale. Selon le facteur F1 qui
représente 38,6 % de la variance totale, on obsenvéort degré d’homologie pour les
spectres issus des isolats provenant des surfacesyedes carcasses. Ces deux groupes sont
eégalement bien discriminés des autres groupes Befateur F2 qui représente 25,8 % de la
variance totale. On observe également que lestss@eovenant de la peau sont bien
discriminés des autres groupes, sauf quelquestdsd@ spectres) qui montrent une
homogénéité avec les isolats des surfaces et deassas. La méme observation peut étre
faite pour quelques spectres dans le groupe déssgarovenant de I'eau. Il apparait donc
cohérent, dans ce cas de figure, de suspecter ageentamination trouvée en carcasses

provient principalement des surfaces de contact.

Observations (axes F1 and F2: 64.56 %)
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Figure 33 : Carte factorielle résultant de I'AFD réalisée sur les données spectrales des
isoltas de I'abattoir ATEL1
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* Dans le seconde atelier, les données spectralesspondant a I'ensemble des
70 isolats analysés ont été réunies en une matuiseanalysés par ACP suivie d’une AFD.
Avant d’appliquer I'analyse discriminante, 5 grosmmnt été crées correspondant aux 5 sites
de préléevement réalisés au sein de cet ateliecéSses, Eau, Equipements, Air, surfaces).
Par comparaison avec le premier atelier, il cortvénpréciser gu’aucun isolat n’a pu étre
récupéré au niveau des peaux alors que des préeveiiair ont été effectués ce qui n'avait
pas été possible dans le premier abattoir pouraissns techniques. La figure 34 présente la
carte factorielle de 'AFD définie par les deux ipiers facteurs discriminants F1 et F2 qui
représentent 76,2 % de la variance totale. On vesare forte homologie entre les spectres
issus des isolats provenant de l'air, des équip&sreindes carcasses. Les spectres issus des
isolats provenant de I'eau et des surfaces sosthiign discriminés entre eux et nettement
distincts de ceux provenant du premier groupe f#en peut donc suspecter que la

contamination des carcasses provient principaleaielitir et des équipements.

Ces résultats montrent la capacité de la spectppasae fluorescence a discriminer les
souches selon leur origine a partir de leurs seeadtle fluorescence et a déterminer les
vecteurs de contaminations. Ces résultats avaé@gatédé observés lors d’'une étude menée au
sein de I'Unité de Recherche de Typicité des Ptedéilimentaires et concernant la
contamination en Pseudomonads d’ateliers fromagensche et al., 2004). Les différences
remarguées entre les isolats de chaque lieu déveréent surtout la peau dans le premier cas
et I'eau et les surfaces dans le deuxieme cas,uémbd'adaptation de ces bactéries aux
différents parameétres environnementaux et tresgimeiment aux biocides utilisés pour la

désinfection des petits matériels.
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Observations (axes F1 and F2: 76.23 %)
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Carte factorielle résultant de I'AFD réalisée sur les données spectrales des

isoltas de I'abattoir ATEL2
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CONCLUSION ET PERSPECTIVES

Les bactéries appartenant au groupe des Pseudosnsonatl tres largement répandues
dans différents environnements et font l'objet deiltiples travaux depuis plusieurs
décennies. Pourtant, malgré les progres des méhdde génomique moléculaire, la
taxonomie de ces bactéries reste encore ambigué won aboutie pour de nombreuses

especes.

Les méthodes traditionnelles d’identification etassification ces bactéries reposent sur
I'étude des caracteres phénotypiques (morphologlkilaires, coloration de Gram, tests
physiologiques et biochimiques...). Elles sont totgdongues a mettre en oeuvre, présentent
des limites en terme de reproductibilité et de isién et sont tres consommatrices en temps
et en réactifs tout en impliquant l'utilisationmtugrande diversité de méthodes.

L’étude des caracteres génomiques a bénéficié rmbesgs spectaculaires des techniques
de biologie moléculaire, ce qui a permis de corgirrat, dans certains cas, de modifier les
classifications et identifications phénotypiquesgédemment proposées. Ces méthodes
moléculaires sont plus rapides et plus précises elis ont I'inconvénient d’étre lourdes a
exécuter techniguement et nécessitent des consdesrsduvent tres onéreux. La fiabilité, la
justesse et la sensibilité des méthodes de casatién des microorganismes sont des criteres
tres importants, mais la rapidité et le colt modsgt également des critéres impératifs et
parfois prioritaires pour les laboratoires a fin d&pondre aux différentes contraintes

auxquelles ils sont confrontés (médicales, producitc..).

En se basant sur ce constat, nous nous sommekéattacdévelopper une méthode de
caractérisation des microorganismes, rapide, sengbécise et peu colteuse, basée sur la
spectroscopie de fluorescence. Le modéle d'étudésich été celui des Pseudomonads qui
constituent une des principales flores d’altératies produits alimentaires mais aussi un des
groupes bactériens présentant une des plus gralivisités phénotypique et génotypique

décrites a ce jour.

En premier lieu, et afin de définir les meilleuresnditions de préparation des
échantillons, d’enregistrement et de traitement desnées, nous avons travaillé sur 11
souches de référence de Pseudomonads dont 8 egpeogsnrePseudomonast trois

souches appartenant a trois autres genres apparbaiés cette étape nous avons exploité la
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potentialité de cette spectroscopique pour disoémies souches de référence et étudier leurs

taxonomies au niveau du genre et de I'espece.

Depuis plusieurs années notre équipe utilisaitecetéthode a des fins d’identification
bactérienne au niveau du genre de l'espece voirdioiype (Leblanc & Dufour, 2002,
Ammor, S.et al, 2004, Leriche, Fet al, 2004) mais, pour ces expérimentations, les isolat
étaient repris en bouillon nutritif et mis en ceaiace de telle sorte que I'analyse porte sur une
culture « synchronisée » en phase exponentiellesNouhaitions nous affranchir de cette
étape, c’est pourquoi, nos premieres expériencepaté sur des suspensions bactériennes
(DOsoonm de 0,05) préparées directement a partir des asagmiélevées sur un milieu solide.
Les spectres d'émission de trois fluorophoresnsédues, le NADH (ex 340, em 380-550), le
tryptophane (ex 270, em 305-400), et le complexe atgdes aminés aromatiques et acides
nucléiques (ex 250, em 280-480) ont été recueilless traitements de données ont été
effectuées par l'analyse en composantes principdeSP) et l'analyse factorielle
discriminante (AFD). Les souches de référence appant des genreXanthomonas
StenotrophomonasBurkholderia et Pseudomonasont été bien discriminées, avec des
sensibilités et sélectivités supérieures a 90%palnvoir discriminant similaire a été observé
lorsque l'analyse était menée au niveau du gessridomonasstricto-sensu) de ses espéeces.
Ainsi, par exemple, par excitation du complexe @@cinés + acides nucléiques, les espéces
P. lundensis P. taetrolens P. fragi, P. chlororaphiset P. stutzer ont été séparées et
positionnées dans un groupe distinctRleputidg P. pseudoalcaligene®t P. fluorescens ;
dans casles pourcentages de bonnes prédictions étaient7de%. Ces résultats sont en
accord avec la phylogénie basée de I'analyse catipes des séquences ARN 16S (Anzai et
al., 2000).

La méthode a ensuite été testée sur 21 souchesagemuvsolées d’abattoirs. La
comparaison des résultats d’identification par wpscopie de fluorescence, PCR et
identification phénotypique en galerie APl 20 NEnantré une excellente pertinence de la
méthode notamment pour les souches pour lesquellabiguité demeurait apres les tests

génotypiques et phénotypiques.

Encouragés par ces premiers résultats, nos olgjexiif donc été de nous affranchir des
étapes laborieuses de préparation (synchronisatien culture, lavages des cellules
bactériennes, mesure de densité optique) pour ajiwved la méthode par acquisition des
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spectres de fluorescence en analyse directe desieslbactériennes au moyen d’une fibre

optique liée & au spectroscope.

Nous nous sommes attachés a évaluer la répétatebtéésultats obtenus par I'utilisation
de fibre optique. Pour ce faire, pour chague sou8tmlonies différentes issues d’'une méme
suspension bactérienne ont été analysées. Pouuehamonie, nous avons comparé les
spectres générés a partir de 2 positions aléatdéda fibre optique. Pour chaque souche, les
analyses ont été réalisées de la méme facon sucalesies apres 48, 72 et heures de
croissance. Malgré I'hétérogenéité bien connue p@gulations clonales organisées en
colonies, I'analyse de la variance a montré queskeble des facteurs testés avait un effet
statistiquement négligeable au regard des varmtayservées entre souches méme si ces

dernieres appartenaient a des especes taxonomiquieleetifices comme proches.

Nous avons également cherché a élargir la gammimiemsations recueillies a partir des
bactéries par l'utilisation de la méthode d’exaitat synchrone. Dans cette méthode, la
longueur d’onde d’émission et la longueur d’ondexditation varient simultanément, tout en
conservant entre elles un décalage constsnt, La comparaison des données générées a
partir de différentes valeurs de décalage, e 30, 50, 70, 90, 110, 130 nm) a permis de
finaliser le choix d’'umMA de 30 nm pour lequel 100 % de correcte classificales souches
de référence aux niveau genre et espéece étaitoptartest de validation croisée ( a partir des
données testées en AFD sur les 10 premieres conmtpegaincipales générées par I'ACP).

Finalement, dans les conditions expérimentalesi alénies nous avons évalué les
utilisations potentielles de la méthode pour latepmie des Pseudomonads et I'identification

de souches sauvages.

Les résultats des analyses que nous avons réadiséd3 souches de référence ont été en
accord avec les observations décrites par comparaie séquences génomiques (Ait Tayeb
et al., 2005, Anzai et al., 2000, Bodilis et aDP2, Bossis et al., 2000, De Vos et al., 1998,
Hilario et al., 2004, Moore, 1996, Porteous et 2002, Yamamoto et al.,, 2000) tout en
apportant un éclairage nouveau sur le positionneghemertaines souches appartenant a des
taxons particulierement complexes tels queHssudomonas fluorescens Pseudomonas
putida(Bossis et al., 2000).

Pour cet objectif taxonomique, la méthode est agpparticulierement adaptée. En effet,
le recueil des informations a partir des colonegast en quelques minutes et 'utilisation de
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méthodes discriminantes descriptives telles quealise factorielle discriminante (sur ACP)
ou la classification hiérarchique ascendante pemeetomparer extrémement rapidement
'ensemble des données spectrales tout en idaritiiés zones d’excitation (et d’émission)

identitaires.

Pour lidentification de souches sauvages, le [pmaepose sur la comparaison des
spectres générés a partir des isolats a ceux géagrartir de souches de référence ou autres
souches sauvages pour lesquelles le positionndgmanomique est bien défini. Compte tenu
du nombre limité de souches en référence, nos uraveze peuvent étre considérés
gu’exploratoires. Néanmoins, et compte tenu des getttriction, les résultas des analyses que
nous avons menées sur 58 isolats d’abattoir ordrétéurageants puisque qu'il a été possible
de classer I'ensemble des souches au niveau geteu de la sous-espece. La robustesse
de la méthode a été confirmée et les conditiongraxentales de recueil des données
spectrales sont apparues tout a fait adaptées analgse en laboratoire. Cependant, dans
I'objectif de faire de cette méthode une méthoderaldine, plusieurs points devront étre
développés. lls concernent: (i) la constructionnd’ large banque de données spectrales
(sachant que la pertinence de lidentification dsectement corrélée a la taille de la
souchothéque qui se doit d’inclure des soucheséfizence et des souches sauvages), (2)
I'utilisation de méthodes chimiométriques et/ouitigjs statistiques mieux adaptés, (3) la
comparaison des données spectrales recueillieofmies s'étant développées sur différents

milieux de culture.

Enfin, nous nous sommes appuyées sur les méthodssriptives relevant de la
chimiométrie pour comparer les données spectragesl3B Pseudomonads isolés de 2
abattoirs régionaux. Les bactéries ont été panfate discriminées selon I'abattoir dont elles
provenaient ce qui a souligné une fois de plustegdouvoir adaptatif de ces bactéries et la
notion de microbisme écologique. Au sein de chamjuegtoir, la comparaison des données
spectrales a permis de grouper les micro-organiseles leur origine et par comparaison des
proximités entre groupes, d’identifier l'origine sdlecontaminations sur produits. Cette
application tres simple et rapide permet d’envisggar exemple, la construction de bases de
données spectrales spécifiques de chaque abaitoirigsant ainsi un outil de « tracabilité
bactérienne » répondant aux besoins des producéguealimentaires pour une démarche

d’analyse des risques.
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Pour la taxonomie en terme de phylogénie et d'ifleation des micro-organismes et plus
particulierement ici des Pseudomonads, la spedpisae fluorescence s’est révélée étre une
méthode sensible, robuste et fiable qui présenteodereux avantages. Les premiers d’entre
eux résident en la rapidité et la facilité d'acgios des données qui ne repose sur aucune
préparation spécifique et donc modification évelfdudes structures et ne requiére aucun

réactif.

La spectroscopie de fluorescence comporte encoee «deoites » noires » qui ne
permettent de I'envisager qu’en complément desamhygs phénotypiques classiques et des
approches génomiques mais font d’elle un outil gans$ pour une approche polyphasique de

la taxonomie microbienne.

Dans le champ exploratoire de la caractérisatigrsiplogique des micro-organismes, les

possibilités qui s’ouvrent sont également tres namges et trés prometteuses.

La spectroscopie de fluorescence n'en est quaémjmes de son utilisation et nous
espérons avoir contribué, par notre travail, @tnnaissance de ses performances auprés des

microbiologistes.
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ANNEXES

Annexe 1: Carte factorielle de 'AFD du groupe RefGAX de 30) défini par CHA a partir

des 37 souches de référence

Observations (axes F1 and F4: 54.88 %)

F4/(9.38 %)

> B

o0

OB.cep

@ P.agarici

# P.alcaligenes
AP.chll
AP.chi2

® P_cichorii
APflu
®P.frgl
AP.frg2
AP.lun

B P.marginalis
© P.mendocina
A P.mentelii

4 P.orientalis
A P.psalc

F1 (45.50|%)

X P.put

AP.putB

X P.savastanoi
P.stul

OP.stu2

X P.syringa-syr

# P_syringa-tom

4 P.tae

+ S.maltophilia

X X.copmestris

40

60



Annexes

Annexe 2: Carte factorielle de 'AFD du groupe RefGBX de 30) défini par CHA a partir

des 37 souches de référence
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Annexe 3: Spectres moyens des 2 sous-groupes RefGB1 et Raf€fB2s par CHA a partir
des données recueillies par spectroscopie de Hoenee synchron@X de 30) depuis les 37

souches de référence
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Annexe 4. Carte factorielle de I'AFD réaliser sur les donnggesctralesAA de 70) de 37

souches de référence, discrimination des souclsesspeces de.fluorescensP.putidg

P.fragi, P.chlororaphis P.syringeaP.stutzeri

30

50

70

Observations (axes F1 and F2: 65.02 %)

P.stul el gP.stuZ

PAlull P.fluB o PUB
- P.frgl .3,
[ Syr-syr AAA% $*p.frg2
*2 P.put
syr-tom R P.flu
.
A
P.chl2
P.putA
a .
P.fluF
g
3
g
by
P.chil X
XX

F1 (51.08 %)

XP.chil

AP.chi2

P flu

WP.fluz

=p.fluB

AP.fluF

©P.frgl

*P.frg2

*P.put

P.putA

=P.puts

OP.stul

OP.stu2

AP syringa-syr

@ P.syringa-tom

-80

-40

20

20




Annexes

Annexe 5: Dendrogramme de CHA réalisé a parties des donpéesrales recueillies en

fluorescence synchronaX de 70 nm) a partir des 37 souches de référence
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Annexe 6: Positionnement des groupes et sous-groupes RefGA(XQ, A2, A3),
RefGB(70) (B1,B2), RefGC(70) définis d’apres lassldication hiérarchique construite sur la

base de 'AFD réalisée sur les données spectraledd 70) de 37 souches de référence
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Annexe 7: Spectres moyens des trois groupes RefGA(70), Ref@®Rit RefGC(70) définis
par CHA a partir des données recueillies par spsotipie de fluorescence synchrong (le

70 nm) depuis les 37 souches de références.
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Annexe 8: Spectres moyens des trois sous-groupes RefGAIRedFA2(70) et RefGA3(70)
définis par CHA a partir des données recueilliasspactroscopie de fluorescence synchrone

(AN de 70) depuis les 37 souches de références
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Annexe 9: Spectres moyens des sous-groupes RefGB1(70) etBRéTG) définis par CHA a
partir des données recueillies par spectroscopitudeescence synchron@aX de 70) depuis

les 37 souches de références
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Annexe 10: Carte factorielle de I'AFD du groupe RefGA(70) aéfpar CHA a partir des 37
souches de référence
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Annexe 11: Carte factorielle de I'AFD du groupe RefGB70 défixdr CHA a partir des 37
souches de référence
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ABSTRACT

In the methodological field relating to microorgsmis characterization, spectroscopic
methods such as the fluorescence spectroscopy rafipéa particularly appreciable tools.
Their power is strengthened by the use of chemaesetrhich permit to treat all the spectral
information. This work presents the elaborationgetaof the method for Pseudomonads
characterization, which form one of the most adamaflora and present the biggest
phenotypic and genotypic diversity so far depicfBatough the use of intrinsic fluorophores
(NADH, aromatic amino acids + nucleic acids andotophan), the analysis of bacterial
suspensions directly prepared from colonies perndtbtain more than 90% of good
classification for reference strains even when ddidi in very related taxa. Synchronous
fluorescence spectroscopy was successfully develapepled with acquisition of spectra
directly from colonies on agar plates using anfitier. The variance analysis has shown an
excellent repeatability of the results, but also significant effects of “the optical fibre
position in the colony” nor of the incubation tirbefore reading (between 48 and 72 hours).
Sensitivity and selectivity reached 100% for bdatetiscrimination at the genus, species or

subspecies level.

In these conditions, the method appears as a edigble tool for a taxonomic purpose
since our results are in agreement with the gelyeamimitted rRNA and DNA bacterial
homology grouping but they also bring out additianéormation about strain relatedness. In
the case of environmental isolates, the methodvallgood discrimination, even for strains for
which ambiguity still remained after PCR and API R& identification. It can also be a

powerfull tool to study bacterial traceability.

Keywords. Fluorescence spectroscopy, synchronous, PseudaiesnOptical fibre,
chemometrics, bacterial traceability.



RESUME

Dans le champ des méthodologies dédiées a la éasation des microorganismes, les
meéthodes spectroscopiques comme la spectroscoffleatescence apparaissent des outils
particulierement sensibles. Leur puissance estoreé¢ par [l'utilisation d'outils
chimiométriques qui autorisent le traitement dexd@mble des informations spectrales. Ce
mémoire présente les étapes de mise au point deethode pour la caractérisation des
Pseudomonads qui constituent une des flores lassgulaptatives et présentant la plus grande

diversité phénotypique et génotypique décrite gppoe

Par [l'utilisation de fluorophores intrinseques (NI ADAcides aminés aromatiques +
acides nucléiques ou tryptophane) l'analyse de ensipns bactériennes préparées
directement a partir de colonies permet d’obtehis gle 90 % de bonne classification pour
des souches de référence méme réparties en taxonbep. Cette méthode a permis,
eégalement, une identification aisée d’isolats etriesultats obtenus sont apparus cohérents
avec ceux issus de PCR tout en apportant des iafamns complémentaires a ceux obtenus
par identification sur galerie AP1 20 NE.

La méthode a été développée pour une lecture eidiet colonies sur un milieu gélosé.
Apres différentes étapes de cadrage, la meilleairinence a été obtenue pour une lecture des
colonies en fluorescence synchrone avec un décaagstant de 30 nm. L'analyse de la
variance a montré une excellente répétabilité dssltats mais aussi des effets « position de
la fibre optique vis a vis de la colonie » et duddaecubation avant lecture (entre 48 et 72

heures) négligeables.

bY

Utilisée a des fins taxonomiques, la méthode s'Bbtélée trés cohérente et
complémentaire des méthodes relevant de la génemigile permet d’analyser extrémement
rapidement et sans ajout de réactifs les proxinaitedistances entre souches et de décrire les

zones spectrales les plus identitaires.

Enfin nous avons également montré les potentiati®da spectroscopie de fluorescence
pour la mise en place d'un outil de « tracabilisctérienne » susceptible de répondre aux

besoins des producteurs agroalimentaires dansié&oarche d’analyse des risques.

Mots clés :Spectroscopie de fluorescence, synchrBseydomonas, fibre optique,
chimiométrie, tracabilité microbienne.
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