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Détection et quantification de bactéries a faibleaux par SPRi
Résumeé:

Le protocole standard pour le diagnostic des biastéans le domaine médical et
agro-alimentaire reste la culture microbienne, mquiert plusieurs jours pour identifier
'agent pathogeéne. Or, ces temps de latence nepssriorcement compatibles avec l'urgence
de détecter rapidement la présence de bactéribpgaates. Il y a un besoin croissant de

développer de nouveaux outils pour identifier lesté@es pathogenes en un temps plus court.

Afin d’atteindre cet objectif, la technologie denlagerie par Résonance des Plasmons
de Surface (SPRi) a été utilisée avec succes ouwtétection spécifique de différentes
populations bactériennes durant leur croissancetibsant des protéines et/ou des anticorps
comme molécules de bioreconnaissance des surfacdéribanes. Ainsi, la détection
spécifique de un a plusieurs milliers de pathog@mleseut étre réalisée en quelques heures

seulement.

Dans ce travail, plusieurs souches bactériennesétintutiisées comme modeéles
d’étude Gtreptococcus pneumoniae ,H&scherichia coli K1) ainsi qu'un agent pathogene
réel SalmonellaEnteritidis), apportant la preuve que cette mé&hgeaut étre élargie a
d’autres souches. D’autre part, les résultats peudtee quantitatifs par I'établissement d’'une
courbe d’étalonnage, permettant ainsi de remonkarcancentration initiale d’'un échantillon
contaminé. La stratégie développée au cours dexcailtse base sur le couplage simultané de

la culture bactérienne et de la détection/iderdifan spécifique, en utilisant 'imagerie SPR.

Mots clés: Imagerie par résonance plasmonique de surface JSPRieptococcus
pneumoniag E.coli K12 Salmonella Enteritidis, croissance bactérienne, interactions,

détection, capture, diagnostic, agro-alimentaiagh@géenes.



Low Level Bacteria Detection and Quantification uang SPRi

Abstract:

The standard protocol for bacterial diagnosis he tnedical and agri-food fields
remains microbial culture, which takes several dayslentify the pathogen. However, these
time lags are not necessarily compatible with thgeency to rapidly detect the presence of
pathogenic bacteria. There is a strong need tolaevesw tools for identifying pathogenic

bacteria in a shorter time.

To achieve this goal, Surface Plasmon Resonanaging (SPRi) technology has been
successfully used for the specific detection oftdxa@a populations during their growth, using
proteins and/or antibodies as bio-recognition mdietargeting bacterial surfaces. Thus, the

specific detection of one to thousand pathogenséuld be achieved within few hours.

Several bacterial strains were used as modelasnmork Streptococcus pneumoniae
R6, Escherichia coliK12); as well as a real pathogeBalmonellaEnteritidi§ providing the
proof that this method can be enlarged to othexirsgr The results can be quantitative by
establishing a calibration curve, allowing extragtimin of the initial concentration of a
contaminated sample. The strategy developed inwoik, is based on the simultaneous
coupling of the bacterial enrichment with the spedetection and identification, using the

SPR imaging technique.

Keywords : Surface Plasmon Resonance imaging (SPRigptococcus pneumonjde.coli
K12, SalmonelleEnteritidis, bacterial growth, interactions, deict capture, diagnosis, agri-

food, pathogens.
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Contexte de réalisation

L’objectif de ce projet de these vise dans un peentemps, I'optimisation du
diagnostic bactériologique, en utilisant la teclogee SPRi. Le but étant de développer une
plate-forme de biopuce adaptable a la détectioa Bidentification des microorganismes
pathogenes, ainsi qu’'a la détection et I'identifima des profils de résistance et de sensibilité
aux antibiotiques.

En particulier, nous avons étudié 'effet du cogglasimultané de la culture, de la
capture, ainsi que de la mesure en temps réel dététion spécifique des bactéries sur la
biopuce. Cette approche nous a permis de signife@aent réduire les délais d’analyse des
échantillons, comparativement a des methodes a@eta#t sans croissance (dans un tampon
sans nutriments). Nous regroupons ces derniéreslsoigsme de « I'approche statique »

pour les différencier de la détection dynamiquedaan la croissance des microorganismes.

Dans un deuxieme temps, nous avons artificiellencentaminé des matrices plus
complexes, pour imiter des échantillons réels, d¢eis le lait demi-écrémé et le lait cru, et

vérifié ainsi la versatilité et la robustesse deaeysteme de détection.
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La contamination bactérienne des ressources diaimes et de l'eau, ainsi que
l'incidence croissante des infections nosocomiass)it des éléments qui nous pousse
aujourd’hui a développer de nouveaux moyens decti@te et d’identification rapide et
efficace des bactéries pathogenes. En outre,dgees de menaces de la sécurité personnelle

et territoriale (secteur militaire) rendent cetiette encore plus urgente.

Les outils de détection classiques sont souverdreb@nts, onéreux a l'achat, mais
nécessitent surtout un temps d’'analyse de quelgeases a plusieurs jours. L'intérét de
développer de nouveaux outils de diagnostic badtgiques rapides est par conséquent de
plus en plus important pour les scientifiques, ledglustriels et les organismes de
réglementation. Ces dernieres années, beaucougwitodpements dans le domaine de la
détection des agents pathogenes ont été effecauntant de fournir des résultats plus précis,

rapides, spécifiques de l'analyte et robustes.

Dans ce premier chapitre, aprés une introductiorérgde sur les micro-organismes
pathogenes, nous faisons un tour d’horizon suatl'é@e I'art de la détection bactérienne, allant

des méthodes conventionnelles aux pratiques ré&cehtechnologies émergeantes.

I.1 Les micro-organismes pathogenes

Un micro-organisme ou microbe, est un organismentivaicroscopique, invisible a
'ceil nu, qui ne peut étre observé qu'a l'aide d'umcroscope. Un micro-organisme
pathogengest tout micro-organisme (virus, bactérie, protie, etc.) apte a provoquer une
maladie chez d'autres organismes, 'lhomme ou lesam. Dans certains cas, I'agent causal
d’'une maladie est hautement spécifique d’'une espéomée, ou seulement de certaines
souches particulieres de cette espéce. C'est I'berde «la maladie du charbon » ou
« I'anthrax » qui ne peut étre provoquée que peaices souches dgacillus anthracis Ces
souches particuliéres produisent « la toxine dubdra» et disposent d’'une capsule qui les

protege.
Parfois, la maladie peut étre causée par un noiganisme, habituellement non

pathogene, qui constitue la flore normale de notganisme, et qui suite a un déseéquilibre,

devient un pathogénepportuniste L'apparition de la maladie suite a une expositan
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pathogene n’est pas systématique, en effet, celtepend souvent de divers facteurs,
notamment le degré de résistance de I'hdte (immupredsion, facteurs génétiques) et la
virulence de I'agent pathogéne.

I.2 Les micro-organismes pathogénes d’origine alinmgaire

L’Organisation Mondiale de la Santé (OMS) défileis toxi-infections alimentaires
comme des maladies, généralement de nature infeetiou toxique, provoquées par des
agents qui pénétrent dans l'organisme par ingesg#onourriture. L'incidence mondiale des
maladies d'origine alimentaire est difficile a ewr, il a été rapporté qu'en 2005, 1,8 millions
de personnes sont mortes de maladies diarrhéiquaseegrande proportion de ces cas est
attribuée a la contamination de la nourriture eftesil potable (Rapport OMS, 2007) [1].

Bien que déja connues, certaines maladies traasrpar les aliments sont considérées
comme émergentes, parce qu'elles sont devenuescplusntes récemment. On a par
exemple signalé depuis longtemps des épidémiesldesellose, mais l'incidence de cette
infection s'est accrue au cours des 25 dernieregesnsur plusieurs continents [2]. En
Amérique du nord et en Europe, le sérdsaimonellaEnteritidis est devenu la souche
prédominante. Bien qu’il existe des pathogenes rdiveentifies dans le secteur
agroalimentaire Salmonella Campylobacter Listeria monocytogengst Escherichia coli
0157: H7 ont été généralement jugées responsables de larithagles toxi-infections
alimentaires [3, 4]. Une liste des micro-organisnghogenes responsables de toxi-

infections alimentaires est présentée dans leaatlel.
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Salmonella spp.

« Salmonellose »

CEufs crus/pas assez
cuits, volaille et
viande ; lait cru et
produits laitiers ; fruits
de mer ; chocolat ;
salade et épices. 15 - 2

15-20

Douleurs
d’estomac,
12a24h diarrhée, nausées,
frissons, fievre et

maux de téte

Listeria monocytogenes
« Listériose »

Bacillus cereus
«Toxi-infection a

B.cereus»

Shigella
« Shigelloses »

Fromage a péate molle
lait cru, creme glacée,
salades, viande crue €

volaille

Viandes, lait, Iégumes

poisson, riz, pates et
fromage

Salade, légumes crus
produits laitiers et

volaille

<1000

<10

Fiévre, frissons,
maux de téte,
2 jours a3 maux de dos,
semaines parfois douleurs
abdominales et

diarrhée

Diarrhée, crampes
o abdominales,
30minals5h i
nausée et

vomissements

Douleurs
abdominales,
12a50h N
crampes, fievre,

vomissement et
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diarrhée

sanguinolente

Yersinia enterocolitica

Viande (principalement

Diarrhée et/ou

vomissements ;

- le porc), huitres, inconnu 1a 3jours .
« Yersinioses » : : fievre et douleurs
poisson, et lait cru :
abdominales
Vibrio vulnificus Huitres crues ou Diarrhée,
« Syndrome de contaminées, palourde <100 <16 h infections de
septicémie primaire » et crabes. plaies
Diarrhée, crampe
- : : ~ abdominales,
Vibrio parahaemolyticus|  Poissons, huitres et 5
L : - . nauseée,
« Gastroenterites a fruits de mer crus, mal > 1 million 4 h a4 jours

V.parahae »

cuits ou recontaminés

vomissements,
mal de téte, fievre

et frissons

12}

Tableau 1.1: Liste non exhaustive des microorganismes pathegemsponsables de toxi-infections

alimentaires.

Il existe de nombreux programmes méthodiques conese Bonnes Pratiques de

Fabrication [5], les bonnes pratiques agricoles ¢6]le systéeme des points de controle

critiqgues pour l'analyse des risques (HACCP) [7a8h de réduire le risque de contamination

des aliments par des micro-organismes pathogenikes sburce. Cependant, le rble des

technologies de détection de pathogénes est esseati c’est la clé de la prévention et de

l'identification des problémes liés a la sant@etdcurité sanitaire.

|.3 Détection de micro-organismes pathogéenes

La détection d’espéces biologiques telles queiles ou les bactéries est un enjeu de

plus en plus important dans de nombreux domaineédifal, sécurité alimentaire,

environnemental, militaire, etc.) [9]. L'identifitan phénotypique des bactéries est utilisée

depuis plus d’'une centaine d’années dans les ladd@s de microbiologie pour identifier les

agents pathogenes. Comme ces méthodes sont basdes propriétés de croissance des

micro-organismes, une incubation d’au moins 18 éew@st nécessaire a I'identification des

bactéries et, en général, un minimum de 36 a 48&bke}coulent avant que I'on obtienne les

résultats de I'analyse des échantillons. Or leswlengconomiques et sanitaires nécessitent de
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réduire ces délais a quelques heures, voir quelgiages, tout en disposant d’'une portabilité

et d’'un coup réduit des dispositifs.

Dans le domaine médical, par exemple, le clinigegscrit souvent, en premier lieu,
des antibiotiques a large spectre, en attendagésldtat de I'analyse bactériologique. Parfois,
il ne vérifiera les résultats d’analyses que s’ilayéchec thérapeutique. Si le médecin
connaissait I'identité de I'agent infectieux respalble de la maladie de son patient, il serait en
mesure de prescrire immédiatement le traitementogpig. En plus de diminuer les codts
reliés a la thérapie, cela limiterait les éche@&sahpeutiques ainsi que la sélection de mutants

résistants aux antibiotiques.

Dans le secteur agro-alimentaire, comme les ptediaiis se périment rapidement, ils
sont mis sur le marché avant que les résultatdedts microbiologiques sur différents lots
soient disponibles. Ainsi, I'industriel prend lesque de mettre des aliments potentiellement
contaminés a disposition des consommateurs danmayess de vente, puis de les retirer en

cas de confirmation de cette contamination.

Le test diagnostic idéal est rapide, simple a meath ceuvre et peu colteux. Ce test
doit étre assez rapide (de quelques heures maxiraundcessiter peu d’étapes pour étre fait
sur place. Idéalement, le test détecte une mudtitlel pathogenes et identifie les profils de

résistance aux antibiotiques.

La technologie des biopuces peut répondre a dgsrees, car elle permet d’aligner
plusieurs cibles sur une surface de quelques cetrgés carrés. Quatre criteres permettent
I'évaluation des qualités analytiques d’un tesgdistic. Le test doit étre rapide, spécifique,
sensible et ubiquitaire. La spécificité est défioignme étant la capacité de différencier des
especes différentes, mais apparentées et l'ubigstéla capacité de détecter toutes les
souches d'une méme espéce. En ce qui concernentabiliec¢ analytique, la limite de
détection de la méthode doit permettre de détéatdose infectieuse, c’est-a-dire la quantité
minimale de micro-organismes neécessaires a liifectQuelques exemples de doses

infectieuses sont présentés dans le tableau 1.1.

Tout d’abord, nous allons faire un rappel sur nesthodes traditionnelles utilisées

pour la détection des pathogénes au cours desdesrdécennies, en soulignant leurs forces
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et leurs faiblesses. Puis nous introduirons lesn@ogies émergentes et nous circonscrirons

les défis a relever pour améliorer ces systemes.

1.3.1 Techniques conventionnelles en diagnostic baciologique

Les méthodes conventionnelles utilisées pour factién et l'identification des agents
pathogénes, reposent principalement sur l'ideatiia microbiologique et biochimique. Ces
méthodes nécessitent un pré-enrichissement préatis échantillons avant de passer a
I'étape de l'analyse. Nous proposons une classificade ces méthodes traditionnelles en
trois groupes, comme illustré dans la figure 1.4.pemier groupe rassemble les méthodes
basées sur la culture impliquant le comptage demias ; le deuxiéme groupe concerne les
méthodes basées sur l'analyse immunologique ingoligues interactions antigenes-
anticorps ; et le troisieme implique des réactidi@nplification génique de type PCR, qui

consiste a amplifier I'ADN bactérien pour son idkesdtion.

Méthodes Conventionnelles

Méthodes par culture et Méthodes basées sur Méthodes basées sur
comptage de colonies I'ADN (ex. PCR) limmunologie (ex. ELISA)

Figure 1.1 : Différentes méthodes conventionnelles employées laodétection de pathogénes.

Bien que ces méthodes soient sensibles, peu ceétposir certaines et donnent a la
fois des informations qualitatives et quantitativilss micro-organismes testés, elles sont
grandement limitées par le temps nécessaire pdentification de la bactérie, mais aussi par

le temps nécessaire a I'enrichissement initial.

L’enrichissement initial dit pré-enrichissemenst aine étape indispensable pour
détecter les agents pathogénes qui se trouventrag@ment en faible nombre dans les
aliments. Cette étape est utilisée dans toutesnighodes conventionnelles et permet aux
pathogénes éventuellement présents dans I'écloent# se multiplier en abondance (facteur

allant de 16 a 10 selon la rapidité de la croissance); ils deviemnainsi facilement

16



détectables par la suite. Le pré-enrichissementégatement une étape nécessaire a la
croissance des bactéries soumises a un stresspdmmmagées par des facteurs comme
I'exposition a la chaleur, la congélation, la déshtation, les agents de conservation, une
forte pression osmotique ou d'importantes fluctueti de température. Souvent, le pré-
enrichissement est réalisé en mettant la prisesadietans un milieu non sélectif de type eau
peptonée tamponnée. La solution homogénéisée abestuensuite placée a I'étuve a 37°C
pendant 18 a 20 heures.

1.3.1.1 Méthodes basées sur la culture et le comgptdes colonies

Traditionnellement, la premiéere étape de l'idecdifion bactérienne, consiste a en
obtenir une culture pure contenant un seul isolatélo@n. A partir de cette culture, on va
confronter un certain nombre de caracteres morplpleg, culturaux et biochimiques de cet
organisme inconnu, avec ceux des nombreuses espErgRIeS jusqu’a trouver une
similitude. L'origine de I'organisme fournit souvedés indications qui, ajoutées a quelques
observations et tests simples, peuvent conduiidentité possible de I'organisme ou tout au

moins, de circonscrire la recherche a I'un des aux groupes bactériens.

On déterminera souvent en premier lieu une patigteritéres typiques, parce qu’elle
offre une plus grande valeur distinctive, chacuentte eux permettant d’exclure un ou
plusieurs des principaux groupes bactériens: &) réaction a certains colorants,
particulierement la coloration de Gram ; (ii) la ploologie a I'aide d’un frotti coloré sous
microscope (coque, bacille, etc.) ; (iii) la motdli(a ne pas confondre avec le mouvement
brownier!) ; (iv) la capacité & croitre en aérobie et/ouéaobie ; (v) la capacité & former des

endospores (forme de résistance de la bactérmrataire de la forme veégétative).

Lorsque le champ d’identification possible a é@duit a une ou quelques familles, les
tests métaboliques, dits « biochimiques » sont ideeur pour laffiner. Ceux-ci vont
distinguer des bactéries d’espéces et de genrigsetlifs, en détectant les différences entre
leurs métabolismes. Parmi ces méthodes, on retréaivplus frequemment, le test de
'oxydase, de la catalase, de la coagulase (postalghylocoque), d’oxydation-fermentation,

la formation d’acide ou de gaz a partir de sucrdes tests IMVIiC (indole, rouge de

! Un mouvement brownien est un mouvement involoataiduit par I'agitation moléculaire d’un liquide.
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meéthyléne, test de Voges-Proskauer et test auajitnaroduction de sulfure d’hydrogene,
réduction de certains composés ainsi que plustests enzymatiques (uréase, phénylalanine
désaminase, décarboxylases, phosphatases, etc.).

Ces quelques tests cités ci-dessus (parmi de mombtests existants) sont
frequemment effectués dans les laboratoires, eftoipasous forme de microméthodes
(systeme de tests multiples). Ces microméthodes demitprotocoles miniaturisés, dits kits
commerciaux, que l'on utilise fréquemment en baalhdégie, pour effectuer simultanément
toute une série d'identification de routine, sue tractérie donnée. Parmi elles, on retrouve le
systeme deGaleries APl ® Staph-ldent ® Enterotube 1l ® Rapidec Staph ®.etc. Ces
systemes ne sont néanmoins pas robotisés a cetjoacessitent I'implication obligatoire du

manipulateur.

Les méthodes conventionnelles basées sur la ewdtnt utilisées comme méthode de
référence pour la détection de plusieurs agenttoxi@nfections alimentaires, tels que
monocytogene$l0, 11], S. aureus Salmonella Coliformes E. coli [12], Campylobacter
jejuni [13] et Yersinia enterocoliticd14] etc. La méthode standard pour la détectiorn..de
monocytogenegeut nécessiter jusqu'a 7 jours pour donner dedtaés, car elle repose sur la

capacité des micro-organismes a se multiplierdetraner des colonies visibles a I'eeil nu [10].

[.3.1.2 Méthodes basées sur la détection de ’'ADN

L'utilisation des techniques classiques de cultoaetérienne pour la recherche de
bactéries pathogénes dans les échantillons pogeroleemes de spécificité, de sensibilité et
de délai de réponse. La réaction de polymérisationchaine (PCR) est une technique
alternative, rapide et spécifique, qui permet diiifeer la bactérie par la mise en évidence
d’'un ou plusieurs fragments de son génome. Dangdssdes bactéries pathogenes pour
lesquelles les techniques classiques de déteckimagu’elles existent, sont complexes,
longues et peu fiable, la PCR constitue une treméalternative. Récemment, la PCR a été
rapportée comme étant la méthode la plus sensdle lp détection d&almonelladans les
fruits de mer (31,6 %), comparée a des méethoddsralds (21,3 %) et a 'ELISA (23,7 %)
[15]. La PCR multiplexe est tres utile pour la déten simultanée de plusieurs souches
bactériennes [16] ; Kim el ont pu détecter .Ecoli O157 :H7 Salmonella S. aureusL.
monocytogenest leVibrio parahaemolyticusimultanément [17].
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En contre partie, contrairement aux techniquessaj@es qui montrent que les
bactéries mises en évidences sont des bactértdesjiga PCR détecte aussi bien les bactéries
mortes que vivantes sans pouvoir les distingu&DN de ces dernieres étant toujours
présent. De plus, le seuil de détection de ce€bastest parfois trop élevé pour le contrble
réglementaire. En effet, la PCR utilise de tréstpatolumes d’échantillon (mesurés en
microlitres), de sorte que I'échantillon lui-mémak contenir au moins i@ellules / ml. En
cas de concentration trop faible de 'ADN extrditest possible d’améliorer la détection en
recourant a une technique comme la séparation invmagmeétique, qui concentre des
fragments d’ADN de séquences spécifiques [18] Mycobacterium paratuberculostans le
lait).

Dans le but d’améliorer la méthode PCR et de poudidférencier les bactéries
vivantes et mortes ; des travaux visant a quantdies bactéries viables par traitement
préalable a 'TEMA ou PMA (agents intercalants irdnibla détection des bactéries non viables
par altération de leur ADN) associé a une PCR dpadine ont été réalisés [19, 20]. Il est a
noter que la limite de détection obtenue dans wemWx est située a environ 500 copie
génome, qui est le seuil de quantification gPCR.pIs, une surestimation des bactéries
viables apparait pour un ratio supérieur a uneébiactiable pour 1000 bactéries tuées par la
chaleur (1/1000) [20, 21]. Enfin, I'agent interaatl&aMA peut pénétrer les cellules vivantes
de certaines espéces bactériennes perméables @duitperte de plus de 60% de I’ADN
génomique cE.coli O157 :H7, de Staphylococcus aureus, L. monocytogenes, M.lutdus,
aviumet S. sobrinug [19]. Ainsi, I'association d’agent intercalantlaa détection par gPCR
permet de discriminer des bactéries vivantes deescéliées par la chaleur, & condition
gu’elles soient en nombre suffisant (quelques @eesaau minimum) avec un nombre limité

de bactéries mortes ; souvent il sera nécessajpesdenrichir les solutions bactériennes.

D’autres méthodes telles que le polymorphismeatdocmation simple brin (SSCP)
[22], I'électrophorese sur gel en champ pulsé (PFR@B, 24], ou le test de compétition par
sonde [25] (PACE 2 pour I&hlamydig, sont également utilisées pour l'identificatianle
génotypage de bactéries pathogenes. Néanmoins, ilzonvénients sont sensiblement les
mémes que pour la PCR, a savoir, des seuils detidétdérop élevés pour étre conformes a la
réglementation, la rapidité qui n'est pas satisiatie pour l'identification de certaines

bactéries (indispensable dans des cas cliniqués mnostic vital est engagé) et le caractére
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viable ou pas de ces bactéries (détecter des lmmctdortes dans des échantillons stérilisés a

peu d’intérét par exemple).

1.3.1.3 Méthodes basées sur la détection immunaiogi

Les méthodes basées sur les interactions antigériesrps sont largement utilisées
pour la détection de pathogénes d'origine alimeatdtlles ne sont pas plus spécifiques ou
sensibles que les méthodes basées sur les acidégjnes, mais ont I'avantage d’étre plus
rapides et robustes. Elles ont notamment la capaletdétecter non seulement les micro-
organismes pathogénes, mais aussi les toxinedegij@oduisent et qui peuvent ne pas étre

exprimées au niveau du génome de l'organisme [26].

Parmi les méthodes immunologiques, nous pouvotey dgs tests seérologiques
d’agglutination [27, 28], la séparation immuno-métigue [29-31], les tests d'immuno
précipitation [32], le test bandelette par immumhoecnatographie [33], mais encore les
méthodes immuno-enzymatiques (EIA poemzyme immuno-assaytelle que I'ELISA
(enzyme-linked immunosorbent assf84-36]. Les automates VIDAS ® et Mini-VIDAS ®
(bioMerieux), Tecra Salmonella ELISA (InternationBioproducts), et Salmonella Tek
ELISA (Organon Teknika) sont basées sur la tectanilLISA. Les temps de détection
spécifique de bactéries varient entre 24 et 52dseure plus souvent, un enrichissement est
nécessaire, puisque la plupart des tests immurnplegi nécessitent 4@ellules/ ml pour

assurer la détection [37].

En dépit de leur temps d’analyse inférieur parpoaip a des techniques culturales
traditionnelles, la détection immunologique n'a pascapacité de détecter des micro-
organismes en "temps réel" ; il est également saéaesd’utiliser des solutions pré-enrichies
pour avoir une sensibilité suffisante. Ces méthadesunologiques se trouvent aujourd'hui
couplées avec d'autres méthodes pour une détgaitisrefficace des pathogénes, tels que la
combinaison de la séparation immuno-magnétique daecytométrie en flux pour la

détection dé.. monocytogen€g88].

20



1.3.2 Technologies émergeantes (pratiques récentes)

Cette partie présente une étude bibliographigeensant les principales technologies
émergentes, pour la détection de bactéries, efpaliEulierement les enjeux des biopuces et

microsystemes, ainsi que les limites de ses deatnier

Nous pouvons classer ces méthodes alternativele@n groupes, selon le mode de
détection (spécifique et non spécifique) :

1.3.2.1 Détection bactérienne non spécifique outsede stérilité

Ce sont des techniques de détection généraleraséesb sur la détection indirecte de
la croissance bactérienne et souvent utilisées eornasts de stérilité dans le secteur

biomédical et pharmaceutique. Parmi ces technidegglus utilisées sont :

a) Bioluminescence de I’Adenosine Tri-Phosphate (ATP)

L'ATP ou Adénosine Tri-Phosphate est un intermgali@nergétigue majeur et
obligatoire de tres nombreuses réactions du masabel cellulaire. C'est la rupture des
liaisons entre les différents groupes phosphateeguresponsable de la libération d'énergie.
Toute cellule vivante produit et consomme de I'ATd@ coenzyme est donc spécifique des
milieux vivants, et toute trace d'ATP est le témdinne trace de vie (cellules vivantes ou
ayant vécu, car I'ATP n'est pas détruit en totalita mort de la cellule). Le dosage de I'ATP

est par conséquent utile pour la détection d'unéaoaination bactérienne [39].

Pour effectuer ce type de dosage, la lumiére épésela réaction enzymatique de
bioluminescence utilisant la luciférine et la lécdse de luciole, en présence de I'ATP, est
mesurée a l'aide d'un luminometre. Plus précisémdé®TP intervient dans I'étape
d'activation du complexe luciférase-luciférine, tboxydation est a I'origine d'une émission
lumineuse. Comme toute forme de vie contient d&@FAles applications en microbiologie
sont basées sur le prélevement des échantilloneremit des micro-organismes, la lyse des
cellules et la mesure de la quantité de lumiéresémir le milieu contenant a l'origine la
luciférine et I'enzyme luciférase. Le dosage d’Ap&r la méthode luciférine-luciférase

caractérise la présence ou I'absence de micro-mmas et est essentiellement utilisé pour
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détecter des contaminations dans I'eau ou desunibé&riles [40]. Les automates PallCheck
(Pall Company), Milliflex (Millipore Corporation),Rapiscreen (Celsis), sont tous des
luminometres utilisant cette technique de dosageletteur PallCheck peut détecter de 10—
100 cellules/100 ml dans des échantillons préatadéte filtrés [41]. Une variante de cette
technique utilise I'Adenylate Kinase (AK) qui est womposant cellulaire libéré par les
cellules vivantes dans le milieu ; 'AK réagit aye&DP pour produire de 'ATP, ce dernier
est ensuite détecté par la méthode de I'ATP biatesgence [42]. L'utilisation de cette
technique améliore sensiblement les seuils de tid@edu systéme, jusqu’a 4 cellules par

échantillon [43]. L’AKuScreen de Celsis est un andbe qui utilise cette technologie.

La technique d’ATP Bioluminescence permet de dirainle temps de la détection
d'un tiers comparée aux méthodes conventionneNésigré son intérét comme test de
stérilité, cette approche ne peut pas étre apmiquda détection de bactéries d’origine
alimentaire sur des matrices complexes telle quaalade. En effet, 'ATP est présent aussi
bien dans les cellules eucaryotes (animales) queapyotes (bactériennes). Empéchant ainsi
la détection de bactéries dans de la viande oudotre échantillon d’origine animale ou

veégetale.

b) La détection CQ, dans les hémocultures

Ce systeme est basé sur la détection indirecta demissance des micro-organismes,
et font appel au dosage colorimétrique de, @8pagé lors de la prolifération bactérienne. Les
automates de suivi de la croissance bactériennedesntlispositifs commerciaux comme le
BACTEC 9000 ® de Becton-Dickinson, le BacT/ALTER @& BioMérieux, et 'ESP
Microbial Detection System ® d’AccuMed Internatibnqui existent sur le marché depuis
guelques années. L'utilisation de ces automatesmip d'augmenter la sensibilité des tests en
particulier lors d’hémocultures et par conséquendlichinuer les délais de réponse [44]. Ces
automates ne permettent toutefois pas d'identHipgcifiguement les genres et espéces de

bactéries.

c) La calorimétrie

Cette technologie est basée sur l'activité catgbel des cellules vivantes. Le
processus de catabolisme microbien produit de laleah qui peut étre mesurée par

microcalorimétrie. L’échantillon est placé dans @anepoule scellée avec le milieu de culture
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dans le calorimetre. Cet instrument peut étresétifpour établir des courbes de croissance.
Cependant, cette technique n’est pas appropriéeigentifier et distinguer la présence d’'un

seul ou de plusieurs contaminants [45].
d) L'impédancemeétrie ou la conductimétrie

C’est une technique basée sur la détection dediasance bactérienne, également
référencée comme méthode électrochimique. En pigtigs micro-organismes en croissance
meétabolisent des constituants complexes comme t8ipes et les glucides du milieu et les
convertissent en sous-produits chargés, tels quadigles aminés, le dioxyde de carbone et
des acides. Ces sous-produits ioniques du métaimis&accumulent et finissent par modifier
les propriétés conductrices du milieu de culture. résistance au passage d'un courant
alternatif a travers un matériau conducteur esindétomme étant de l'impédance [42].
Lorsqu'un courant alternatif est appliqué entre élestrodes a un milieu de culture, une

variation d'impédance peut étre observée.

Deux types de mesures pour la détection microbieso@ utilisés avec cette
technique : I'inmpédance directe et indirecte. Lasuame d’impédance directe permet la
détection des changements de la conductivité é&eetdu milieu de culture lorsqu'un courant
alternatif est appliqué entre deux électrodes. ystésne d’'impédance indirecte détecte le

dioxyde de carbone dissous produit par le métainelisactérien.

En général, la limite de détection de ces systéesesutours de 2Qufc/ml pour de
nombreuses especes bactériennes. Plus la populaitiate est faible, plus il faut du temps
pour atteindre les seuils de détection. Bactom@tgbioMérieux), BacTrac ® (Sy-Lab),
RABIT ® (Don Whitley Scientific Ltd) et Malthus Mrobial Detection System ® (Malthus
Diagnostics) utilisent cette technologie.

Les capteurs impédancemeétriques peuvent étre éoupldes ondes acoustiques,
comme le montre Zhagt al.[46] qui utilisent des capteurs impédancemétridgieype BAW
(Bulk Acoustic Wave) pour la détection de bactélie.principe de détection repose sur une
modification de I'impédance di a la croissance dréatne sur la surface du capteur. Les
bactéries forment ainsi un film en surface qui ceuiglectrode et augmente par conséquent

son impédance. Les seuils de détection sont de?3xa€téries/ml, mais dans un temps
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relativement long (supérieur a 10 heures). Le tedgsdétection peut étre réduit a quelques

heures, mais au détriment du seuil de détection.

Il est important de rappeler que les tests décritdessus ne sont pas spécifiques et
s’appliquent uniguement a des échantillons a psigniles. Leur application pour la détection
de bactéries dans des matrices alimentaires ndtesttelles que la viande hachée ou le lait

cru, ne peut pas étre envisagée.

1.3.2.2 Détection bactérienne spécifique

Contrairement a la détection non spécifique appalssi test de stérilité, la détection
spécifiqgue de bactéries se base sur l'utilisatibntatactions spécifiques révélatrices de la
présence d'une certaines espéce/genre bactéri€ette détection peut se faire soit en

solution, soit sur support solide.

1) Détection spécifique en solution

C’est I'exemple de laytométrie en flux basée sur la viabilitédes bactéries. Dans ce
type de cytométrie en flux, les microorganismest soarqués en solution a l'aide d'un
marqueur non fluorescent. Le marqueur est intes@alans les cellules vivantes et clivé par
l'activité enzymatique intracellulaire pour proguun substrat fluorescent. L’échantillon ainsi
marqué est automatiquement injecté dans une cule daminaire, qui fait passer chaque
bactérie, une a une a travers un faisceau lasergaodétection. Les résultats sont obtenus au
bout de 1,5-2 heures, avec une limite de déteamriO0 ufc/ ml [42]. D-Count® (AES

Chemunex) utilise cette technologie.

Un cytomeétre de flux microfluidique a été utiliséea succes pour la détection He
coli [47]. Les cellules bactériennes sont transpompée®lectro-osmose et concentrées en une
veine liquide au centre d’un canal dont le diameseéquivalent la taille d'une cellule. Une
détection unitaire des espéces cellulaires pasdecs laser est alors possible (comptage) ainsi
gu'une détection par fluorescence (tri cellulairep détection la fluorescence 1’ coli
marquées soit a I'aide d’'un marqueur d’'acides ngoés perméable a la membrane (Stylo
15), d’'un marqueur d’'acides nucléiques impermeéablesmembrane (iodure de propidium),
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ou d’'un anticorps marqué a la fluorescéine ontiétéontrées avec succes. Le test de viabilité
des cellules bactériennes a été réalisé en utildes taux de comptage des cellules entre 30-
85 cellules par seconde. L'efficacité du marquagsepk® a l'aide des colorants ou des
anticorps était supérieure a 94%.

Un autre systéme miniaturisé de cytométrie en déxeloppé pabittrich et Schwille
utilise les forces hydrodynamiques pour la conegioin du flux, et les forces électro-

osmotiques pour le tri cellulaire (principe figure) [48].

/
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Figure 1.2 : Principe du dispositif de tri, exemplifié par usgspension concentrée de billes fluorescentes.sApré

une mise au point hydrodynamique, les billes entdans les deux canaux de sortie (veines liquidesy une
probabilité égaleifhage de gauchp Par I'activation d'un flux électro-osmotique gmdiculaire, la suspension
peut étre dirigé dans le canal de sortie souhaatédonction de la polarité des électrodesmge du milieu et a
droite). Source Dittrich and Schwille, 200§48].

Les cellules cE. coli dispersées peuvent étre triées a I'aide des dauxux de sortie
(figure 1.2). Le procédé de tri est réalisé paflux de déviation perpendiculaire qui peut étre
commuté par électro-osmose. Une reconnaissancéfigpécdes protéines de surface des
membranes externes des bactéries a l'aide d’'umdigiuorescent a été démontrée. Ce
dispositif peut servir a trier des bactéries séied a un ligand ou marquées a la fluorescéine
apres culture cellulaire. Par conséquent, la (ficetion des bactéries dans le milieu de

culture peut étre effectuée a l'aide ce cytometieafiuidique.

Le processus complexe du prétraitement des édoastibactériens, y compris les
étapes de concentration/purification et marquagerdiscent, n'est pas amélioré par la
miniaturisation du systéeme de cytométrie en flurrapéche encore ses applications pratiques

dans l'industrie.
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2) Détection spécifique sur support solide

La détection spécifigue de bactéries sur suppolities nécessite I'utilisation de
composants, permettant la reconnaissance spéciflggemolécules recherchées (bactéries
dans ce cas). Ces composants sont appelés « ligandsencore « biorécepteurs ». lls
peuvent étre classés dans ces grandes catégoaesigenes/anticorps, enzymes,
phages/protéines de phages, aptameéeres/ADN, oligosades et molécules biomimétiques
(en particulier les polyméres a empreinte moléce)alLa stratégie du choix des ligands, des

supports solides ainsi que de la chimie de sudaoent détaillés dans le Chapitre 2.

Nous nous limiterons dans ce paragraphe a |'éuele principales technologies

émergeantes, jugees les plus pertinents pour égtitet spécifique des bactéries :

a) Cytométrie en phase solide

La cytométrie en phase solide est basée sur leeng¥incipe que la cytométrie en
flux, a la différence qu’elle se fait sur membrafphase solide) et non en flux. Cette
technologie peut étre utilisée pour détecter |zgmée de cellules viables. Dans un premier
temps, une membrane de filtration est utilisée mamturer les potentiels micro-organismes
contaminants a partie d’échantillons filtrables. lEtgsles cellules capturées sont marquées a
l'aide d’un traceur universel de viabilité. Unedalans le cytoplasme des microorganismes
meétaboliguement actifs, le substrat non fluoreseshtenzymatiquement clivé a l'aide d’'une
enzyme hydrolytique et libére un composé fluoresc8ptls les micro-organismes viables
avec des membranes intégres ont la capacité darrietenarqueur utilisé pour le dosage. Un
détecteur laser scanne automatiquement la membletfiétration, et le nombre de cellules

marquées est immédiatement compté (figure 1.3) [42]
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Figure 1.3 Balayage laser de la membrane filtrante pougél@dhbrement de micro-organismes aprés I'étape de

marquage(Source : Revue « salles propres n°63», Septeirt)

La cytométrie en phase solide élimine la nécesk&t@rée-enrichir les échantillons par
multiplication cellulaire. La sensibilité a I'éclelde la cellule unique est possible
indépendamment du volume de I'échantillon, car emidr est filtré. Les résultats sont
généralement obtenus apres les 2 a 5 heures daratiép de I'échantillon [49]. La limite de
détection pour ce type de systemes est de l'orelra dellule unique. Notez que la cellule
n'est pas une unité formant colonie (ufc), car Haissance n'est pas nécessaire pour la
détection [42]. Un exemple commercial de la cytoiéén phase solide est le SBan
(AES-Chemunex), qui est utilisé par I'industrie phaceutique pour le contréle de la qualité

microbiologique de I'eau.

La microscopie par épifluorescence directe stmefilou Direct Epifluorescent Filter
Technique (DEFT) en anglais, est une techniqueyttam@trie en phase solide basée sur la
viabilité. Les échantillons filtrés sont coloré$ade d’un indicateur de viabilité fluorescent.
L’acridine orange a été historiquement utiliséespremplacée par le 4’, 6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI). La microscopie par épifluoresce directe détecte la présence de
micro-organismes fluorescents sur le filtre. Las#giité de la technique dépend du volume
filtré. La formation de micro-colonies peut amédiprla précision de la technique et la
détection de la viabilité cellulaire. Cependantdlifficulté rencontrée dans cette technique est
la capacité de différencier les organismes fluaetsc des particules autofluorescentes. La
robustesse peut étre également affectée par la fimunles micro-organismes sont répartis
sur la membrane et par la viscosité des fluideéisrarf[42].
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L’équipe d’Aurell et al. a décrit I'utilisation du ChemScRDI pour la quantification
spécifigue del. pneumophila,a partir d’échantillons environnementaux [49]. Agpré
concentration par filtration des bactéries contendans les échantillons a analyser, les
bactéries sont marquées par immunofluorescence auermd’un anticorps spécifique la
pneumophila Un balayage laser permet la détection et a lantfication des bactéries de
'espécelL. pneumophilamarquées. Cette technique est également trés kepsilsqu’elle
permet de détecter de 10 a 100 bactéries par L@ependant, I'anticorps se fixant
indifferemment sur la surface des bactéries matages bactéries vivantes, cette technique

ne permet pas, dans ce cas, de renseigner sabiditei des légionelles quantifiées.

b) Spectroscopies Raman et Infrarouge a transformain de Fourier (FT-IR)

Les spectroscopies vibrationnelles comme la ddfufRaman et la FT-IR sont les
techniques le plus frequemment rapportées pouentification d’empreintes spectrales de
micro-organismes entiers, elles sont appelées«I@sgerprinting techniques »Elles sont
basées sur la reconnaissance des composants icedlida sont par conséquent considérées
comme étant des méthodes d’identification phénqgtygs. En effet, la spectroscopie permet
de générer des spectres spécifiques des micro-emgesi Cependant, avant que ces
techniques puissent étre utilisées pour l'analyse I'éehantillon d'intérét, les micro-
organismes doivent étre cultives dans le but @rsfextrait a analyser a partir d'autres

constituants de I'échantillon et/ou de produire bioenasse suffisante pour l'analyse.

Il a été démontré que les empreintes généréesnétstiables dans tous les groupes
taxonomiques. Ces empreintes sont comparées aades e données de spectres de micro-
organismes connus afin d'identifier le micro-orgame. Il faut cependant standardiser des

conditions de croissance pour avoir des résuléggoductibles [42].

La spectroscopie Raman, une technique optiqueslsasda diffusion de lumiére, a été
étudiée par de nombreux chercheurs comme moyenétixtibn rapide de pathogenes
bactériens. Schmilovitch ai. a utilisé un spectrophotometre Raman, avec undedeser a
785 nm pour détecter la présence de bactéries @oaitives et Gram-négatives [50]. Durant
ces derniéres années, la spectroscopie Ramaneeealtéurface (Surface-Enhanced Raman
Spectroscopy ou SERS en anglais) a été mise au pount s’affranchir du besoin de

préculture des bactéries par I'emploi d’'un phén@ngai amplifie le signal normal de
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plusieurs ordres de magnitude. Dans cette apprdebeagents pathogenes d'intérét sont
sélectivement isolés de I'échantillon en utilisdes biomolécules de capture, ce qui ajoute un
niveau supplémentaire de spécificité a l'identiiiza spectrale du micro-organisme entier.
Par conséquent, ce systeme procure une analyspréése, permettant de différencier les
especes et les souches en fonction de leur réamten la biomolécule de capture. L’équipe
de Grow etal. a développé une méthode de détection utilisamitaoscopie de diffusion
Raman exaltée en surface [51]; leurs résultatseavadémontré que leskisteria, les
Legionellaainsi que les spores dgacillus et de Cryptosporidium oocystpouvaient étre
identifiées au niveau de I'espéece et de la sounha&nalysant les spectres SERS collectés sur
'analyse mono-cellulaire de ces micro-organismda. autre rapport a démontré que la
spectroscopie Raman et la SERS ont tout les deyotamtiel pour étre utilisés comme plate-
forme de surveillance des agents pathogénes [22Fpectroscopie Raman peut également
étre combinée a d'autres meéthodes optiques podétection des pathogénes. Récemment,
Kalasinsky et al. ont utilisé une technique appelée {Raman chemical imaging
spectroscopy (ERIC), qui combine la spectroscopie Raman, fsecsoscopie de
fluorescence, et l'imagerie numérique [53]. Enisdit cette méthode, des traces d’agents

pathogenes ont été détectés, sans aucun besoplitiation.

La spectroscopie infrarouge a transformation derieo§FT-IR) est une technique
analytique non destructive qui a un potentiel adésible pour des applications de détection
de pathogénes d’origine alimentaire. Cette appraci¢e développée par Yu at pour la
différenciation et la quantification de huit mioboganismes différents, y comp@&aimonella
[54]. Les résultats obtenus montrent que la teckliggt en mesure de différencier les micro-
organismes étudiés a une concentration desfitdm| dans du jus de pomme. Un autre rapport
a démontré ['utilisation de la spectroscopie FIptRir difféerencielE. coli O157: H7a partir

d'un mélange avec d’autres bactéries inoculéesdlajs de pomme (2@ifc / ml) [55].

L’avantage de cette technique reste l'identifmatnon destructive des cultures. Les
bactéries peuvent ainsi étre incubées par la spdter lidentification plus poussée
(génotypique). Néanmoins, cette technique restegpaatitative a cause de I'absorption de la
bande OH de I'eau vers 300 nm qui provoque un elifgipatif et un masquage du signal

spécifique.
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c) Spectrométrie de masse

La spectrométrie de masse a temps de vol de ®perption-ionisation laser assistée
par matrice ou MALTI-TOF (Matrix-Assisted Laser Degtion-Time of Flight) est une
technique également basée sur la composition agbulLorsque des bactéries sont chauffées
sous vide, les produits de dégradation gazeux peu@te analysés en utilisant la
spectrométrie de masse. Un spectre est alors gémdéis2comparé a une base de données
d'organismes connus pour son identification. Lestdrges sont soumises a une ionisation
intense et libérent des particules chargées pradudes motifs distincts pour chaque souche
bactérienne. Ces motifs sont comparés a une baserdeées de micro-organismes connus
pour compléter l'identification. Les appareils MAETOF de Waters MicrobelLynx, Kratos
Analytical Systems et Perspective Biosystem Voyaget utilisés pour ce genre d'analyses.

Il existe une variante a cette méthode, c'est EL[B-TOF-MS (pour surface
enhanced laser desorption ionisation time of flighdss spectroscopy), qui augmente la
sensibilité par augmentation de l'ionisation. Daegte technologie, une combinaison des
méthodes de tests et de miniaturisation est wililsis une seule plateforme pour capturer les
protéines d'intérét (biopuce a protéine associespectroscopie de masse dite ProteinChip
system). Ainsi, les données du profilage des pnetesont incorporées dans le schéma de la

caractérisation, en minimisant d'autres sourcesdabilité [56-59].

d) Biocapteurs et biopuces

La détection de bactéries sur support solideisedagplus en plus a I'aide de biopuces,
ce qui nous amene a introduire les notions de kbt de biocapteur. Les Biopuces sont
nées de la rencontre de la microélectronique, demsaystemes et de la biologie. Elles sont
dédiées a l'analyse biologique, et répondent aed@g=ux de miniaturisation, de haut débit et
de sensibilité de la nouvelle biologie. De quelque$ seulement, elles sont congues pour
analyser des milliers de cibles, pour parallélisartomatiser et miniaturiser I'analyse des
événements de reconnaissance moléculaire et/aulabadl Un biocapteur est un dispositif
analytique global, congu pour transformer un phémnreconnaissance moléculaire en un
signal mesurable. Il combine le composant biologigppelé « biorécepteur » ou « ligand »

permettant la reconnaissance de la molécule rduberanalyte), et un «transducteur »

30



permettant de transformer I'événement de reconar@igsen un signal physique représentant

le mode de détection. La figure 1.4 présente lecipe de fonctionnement d’un biocapteur.

Biocapteur

| 1
Ordinateur /
O . O Anticorps . Enregistreur
Optique (SPR)
O ) Enzyme —
o ¥ >
. * O ) Cellule Electrochimique (impédance, T
* ' * D Aptamére/ ADN conductance) Ta'.': -
~
o (1] “
® * O ) e Dispositif Piézoélectrique . £ Q
O [ ] Biomimétique (Qcm, sAw) _
¢ e > > ple >
Analyte Bio récepteur Transducteur Signal Traitement de

I'information

Figure 1.4 : Représentation schématique du principe de foneiorent d’'un biocapteur.

Un biorécepteur interagit avec des structures cémghtaires en solution, dits
analytes (antigene, anticorps, cellule...) conduisant des changements de propriétés
physiques, chimiques ou optiques des substrats.eBgule biorécepteur se trouvera greffé
sur une puce, constituant la biopuce. Quant awsdiasteur, il convertit ce changement en

signaux mesurables.

Parmi les biocapteurs prometteurs permettant ungetkction rapide, directe et sans
marquage de pathogénes, nous pouvonslaitg&sonance plasmonique de surface (SPR)
la microbalance a cristal de quartz (QCM) Ces deux biocapteurs sont comparables en
termes de méthodologie de détection, car I'anagtdiant au ligand immobilisé donne un
signal directement mesurable, ce qui est une @irsiitjue souhaitable dans des applications
de diagnostic rapide. Dans toutes les études SBR dn « détection directe » de cellules
bactériennes, les résultats ont montré qu'’il fang concentration cellulaire trés élevée pour
obtenir des signaux spécifiques. Citons a titrexeleple, 'immuno-détection deisteria
monocytogenepar SPR est limitée & 10fc/ml [60] ; cette limite de détection a également
été rapportée pour la capture directeStieptocuccus mutammar agglutinine [61]. Les études
menées a l'aide de microbalance a quartz pour tiectién directe de bactéries ne sont pas

nombreuses ; il a été démontré @amonella Typhimuriurpouvait étre détectée a partir de
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3,2x10 ufc/ml [62]. Il faut cependant souligner qu'il estiportant de faire les mesures de
détection de pathogénes dans un milieu liquide, @di maintenir I'intégrité des épitopes des
différents ligands, le plus souvent de nature pgo&; or la plupart des mesures par QCM
utilisent la technique dite dip-and-dry »,ce qui signifie que l'interaction ligand/pathogene
s’effectue dans un milieu liquide, mais que lesumes sont effectuées aprés que les surfaces
des capteurs soient séchées a l'aide d’'un flux ofdou autre. Cela complique I'analyse et
ne convient pas a des applications ou il seraitatatile de maintenir la bactérie vivante pour
d’éventuels tests complémentaires. A cet égartbdanologie SPR a un grand avantage, car

toutes les mesures se font en milieu liquide.

1.3.3 Limitations et défis : la sensibilité, la spéficité et le temps de détection

L’examen des études menées sur la détection degeaths au cours d’'une période de
20 ans a montré que 38% étaient liées a l'indualingentaire, 18% a I'analyse clinique, 16%
a l'eau et a l'environnement et 27% a d'autresegext[63]. L’'analyse d’échantillons
alimentaires pour la détection d’'agents pathogeesgonsables d’infections est un procédé
fastidieux, chronophage et trés dépendant de laipeér. Rappelons qu’aujourd’hui, ces tests
prennent de 1 & 7 jours pour l'identification dehpgénes par la méthode conventionnelle,
car ils nécessitent une longue phase de pré-essmmient et de culture, en plus d'un
appareillage encombrant et colteux. Dans I'idé&hudrait trouver des systemes analytiques
qui soient faciles d'utilisation, sélectifs et daurnissent rapidement des résultats quantitatifs
si possible.

Les nouvelles technologies émergentes, tentenéutendre a cette demande a travers
'amélioration des méthodes conventionnelles, menkinaison de plusieurs techniques (ex :

PCR-ELISA), mais aussi, a travers les biocapteulessesystémes miniaturisés (Tab. 3.1).

_ _ Seuil de
Techniques de Echantillon L Temps o
L . détection Référence
détection bactérien d’analyse
(ufc/ml)
Test d’hybridation _
_ L. pneumophila 1,8 x 10° 1-2 heures [64]
en sandwich (SHA)
Polymyxin-ELISA E.coli 10° - 10 2 jours [65]
PCR-ELISA Salmonellae 10° lendemain [66]
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Tableau 1.2 :Différentes techniques combinées et émergeantasipdétection de bactéries pathogénes (liste

non exhaustive).




Les limites de détection (tableau 1.2) sont situgrgse 16 et 10 ufc/ml en fonction
de I'espece bactérienne, de I'’échantillon et dedanique d’identification utilisée. La rapidité
d’analyse ainsi que le suivi en temps réel sanguage, sont des critéres importants qui ont
permis d’axer les recherches sur les biocapteuroars de ces derniéres années. Ce type de
systemes peuvent par conséquent devenir des métipedinentes pour la détection d’'une
variété d'analytes, allant de petites moléculessadiules intactes ; il est en effet possible de
cibler des antigenes de surface des agents pa®gdrde contourner ainsi I'extraction de
I'échantillon, qui est une étape nécessaire dadétéction des acides nucléiques (ADN) pour
une amplification PCR par exemple; car cette @eenin’est pas souhaitable et a
I'inconvénient d’étre indirecte et par conséqudmbaophage.

En conclusion, I'étude bibliographique présentéasdce chapitre nous a permis de
faire un tour d’horizon sur les méthodes conventidies, les technologies émergentes et les
méthodes combinées pour la détection de bactétbsgenes, avec une attention particuliere
sur les pathogenes d’origine alimentaire. L'incanieét commun des techniques citées dans
ce chapitre, reste la sensibilité insuffisante dengas d’'une détection spécifique ou le
principe de la «tolérance zéro » est appliguépflecipe de tolérance zéro signifie que la
présence d’'une seule bactérie, détectable danguamité alimentaire bien définie, comporte
un risque pour le consommateur. Les temps nécesspour la détection, les étapes de
manipulation et de préparation de I'échantillon,clansommation de matériel biologique
(réactifs) sont d'autres éléments a prendre enidéragion dans le développement de
nouvelles techniques de diagnostic microbiologique.

Les biocapteurs développés au cours de ces desni@mnées ont un potentiel
intéressant qui pourrait répondre aux problématiquesées ci dessus. En particulier, nous
avons utilisé au cours de ce travail, un capteuiqoetde type résonance plasmonique de
surface qui apparait parmi les capteurs offrantnééleures performances, grace a I'approche

développée. Nous en proposons donc une étude @laifle€k dans le prochain chapitre.
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Chapitrel|

Détection des bactéries par SPR

« L’approche statique »
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Dans le chapitre précédent, nous avions vu quegrdaue les méthodes
conventionnelles de détection de pathogenes se@mrtibles, elles sont le plus souvent pas
suffisamment rapides et restent moins performaqtes les méthodes instrumentales. Par
ailleurs, les techniques émergeantes décrites geéudent, présentent certains inconvénients
€galement, qui sont liés a leur sensibilité (lindee détection insuffisante), a leur spécificité
(innexistante dans les tests de stérilité), etua ¢elt. Par conséquent, le développement de

nouvelles méthodes rapides procurant de meillquegfermances sont jugées nécessaires.

Dans le secteur alimentaire en particulier, biee de nombreuses recherches aient été
réalisées au cours des dernieres décennies podetection des pathogenes d'origine
alimentaire, les méthodes utilisées ne répondestaptoutes les problématiques et doivent
encore étre améliorées. Puisque les agents path®g@dimentaires sont souvent présents en
tres faibles nombres (inférieur a 1 ufc / g) auieunilde millions d'autres bactéries, il est trés
difficile de les détecter. Ces micro-organismehipgénes peuvent étre masqués par la flore
contaminante lors de la détection. Par conséqueettechnique de détection qui soit fiable,
rapide, précise, simple, sensible et sélective éo@ développée. En outre, elle doit étre en
mesure de détecter les agents pathogenes enibies feoncentrations dans des échantillons

complexes et doit étre adaptée a leur suigituen temps réel.

Une telle techniqgue de détection des agents pattesgoffrirait un grand avantage
commercial pour les secteurs de fabrication ettrdesformation des aliments. Car, en
utilisant un biocapteur qui est rapide dans ladite des agents pathogenes microbiens, les
denrées alimentaires non contaminées peuvent ib&eed rapidement dans les heures qui
suivent le test, plutdt que de les libérer avatidation, ce qui permet entre autre d’éviter la
nécessité du stockage réfrigéré de longue durésj gue le rappel des lots aprés leur

distribution dans les rayons de consommation.
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[I.1 Stratégie de la détection

Afin de détecter et d’identifier les bactéries dbibpuce, une reconnaissance
« spécifiqgue » est de rigueur ; notre stratégieléection repose sur la reconnaissance des
bactéries par des ligands immobilisés sur un sdpponiaturisé. Les ligands, appelés
également molécules sondes, sont des biomoléculezdenaissance qui lient des récepteurs
(cibles), avec une certaine affinité et de mansgeécifique. L'utilisation de différents ligands
peut étre envisagée, parmi eux, des moléculesagitsant de facon spécifique avec la
surface bactérienne (exemple des phages, protémBsote, aptameres...), mais encore, des
anticorps dirigés contre des motifs externes dmatdérie, pouvant ainsi se lier aux bactéries
si elles sont présentes dans le milieu. Pour ptudélails, nous pouvons nous référer a une
récente revue qui étaye les différents outils aégi dans le domaine de I'immobilisation via
un large spectre de récepteurs [1]. La grand€tades antigénes de surfaces bactériennes et
des anticorps correspondants, offrent une large ngande choix pour l'immuno-
immobilisation, qui peut étre hautement spécifigoar une espece donnée. Cette approche a
été utilisée pour la détection &almonellg2, 3] ainsi que d’autres bactéries pathogenes [1,
4, 5]. Ces anticorps ont I'avantage d'étre relatieat stables, reconnaissant spécifiquement
les molécules antigéniques ciblées avec une grafiie. Par ailleurs, ils sont aussi faciles

a produire et disponibles dans le commerce le shusent.

Le suivi de l'interaction entre le ligand et lacbérie, requiert un support et fait appel a
une chimie de surface adéquate pour immobiliserst@sles, dont le choix dépend de la
méthode de détection. La question qui se pose,admtsla suivante : « Quelle méthode
faudrait-il utiliser pour détecter différentes ptgiions bactériennes de fagon spécifique et
simultanée? ». Le premier aspect de cette questinnerne la reconnaissance des bactéries
de facon spécifique (notion de ligand) ; le dewaéaspect, se rapporte a la distinction des
différentes espéeces entre elles dans un mémenedr( de détection multiparamétrique).
Enfin, le dernier aspect s’intéresse a la méthadetdélation de cette interaction, ou encore le

systeme de suivi de la détection.

Notre stratégie de détection a par conséquenbréétée vers la conception d’'une

puce a protéines/anticorps, qui sert de supporiataiisé pour la détection multiparamétrique
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et spécifigue des bactéries, comme décrite surigaref 2.1. Nous développerons les

approches de détection ci apres.

. —— Bactéries
e ad® —— N
sty TR (Especes 1 et 2)

Puce

Ac (+)  Ac(+) Ac ()  Protéine (+)
Bact 1 Bact 2 Bact 1

Systeme de Détection
(Microscopie, SPRi...)

Figure 2.1 : Stratégie de détection des bactéries sur un suppoiaturisé (puce), avec des ligands immobilisés,

spécifique ou non pour une population bactérierorande.

La figure 2.1 est un schéma simplifie de la sgi@éadoptée pour la détection
spécifigue des bactéries. La biopuce est un supgmite sur lequel, sont greffées des
molécules de reconnaissance des bactéries (ligdeddls souvent ce sont des anticorps ou
des protéines. En fonction des affinités des liggmalr les bactéries recherchées, le systeme
permet de distinguer de facon simultanée un méldegausieurs especes bactériennes. Afin
d’effectuer un contrdle négatif pour valider le teyse de détection, la présence de ligands

non spécifiques est également nécessaire.

[1.2 Fabrication de la puce

L’adressage et 'immobilisation des ligands sur andace, ne signifie pas seulement
de faire en sorte qu’ils soient fixés correctemengis aussi et surtout qu’ils restent
fonctionnels. Ainsi, suite a une adsorption, lange majorité des ligands perdent leur

conformation, et donc leur fonction biologique. ifile mieux conserver ces propriétés de
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reconnaissance biologique, différentes tentativeanabbilisation de protéines sur support
ont été réalisées. Les premieres tentatives cherthé& plus souvent a extrapoler les
méthodes employées pour la conception de pucesh ébutilisant les mémes démarches
expérimentales [6]. Or il s’est avéré qu’'une adidgane permettait pas dans la plupart des
cas, de réaliser des puces a protéines fiablesefteh, cette approche se heurte a des
difficultés inhérentes a la complexité structurdés protéines [7]. Ainsi, contrairement a la
stabilité, 'uniformité et la structure bien défnde ’ADN, molécule hydrophile et chargée
négativement ; les protéines sont beaucoup pluldsaet hétérogenes [7]. Elles ont des
structures tridimensionnelles tres variées ; glegvent étre hydrophiles et/ou hydrophobes,
acides et/ou basiques et par conséquent interagir laur environnement par force de Van
der Waals, force électrostatique, liaison hydrogeneliaison hydrophobe. Cependant, il
existe des protéines de reconnaissance assezsstaitdeanticorps, dont I'immobilisation sur
des supports miniaturisés, semble étre moins coogxi que celle des autres protéines. Ces
anticorps sont disponibles sous différents form@tsaines lourdes et conventionnelles,
anticorps monoclonaux, polyclonaux ou encore reg¢oantts), et sont largement employés en

immuno-détection [1].

Différentes méthodes d’adressage de biomoléculessgpports solides, allant du
simple dépbt par contact en une seule étape, athnitpies lithographiques les plus
développées ont été décrites. Dans la littératwes pouvons trouver de nombreux exemples
de substrats solides, utilisés dans la fabricatierbiopuces [8, 9] : verre, silicium, oxyde
d’'indium-étain (ITO), carbonne cristalin (type dian), or...etc. La chimie de surface est
choisie en fonction de la nature du support sadiddes propriétés d’adressage souhaités via
des liaisons covalentes ou des interactions physitogues. Les supports peuvent ainsi
rester non activés, ou modifiés par une protéitretavidine, protéine G, protéine A...) ou
encore modifiés par du polyéthyléne glycol (PEQ)vécpar des groupements époxy. Ces
derniers sont bien adaptés a la conception de putesite densité et permettent une bonne
reproductibilité des tests réalisés ainsi qu’ubl&bruit de fond et une bonne sensibilité [10].
De plus ces supports sont compatibles avec la glupes méthodes de détection :
fluorescence, radioactivité, spectrométrie de masseésonance plasmonique de surface
(SPR) [11].

L’'immobilisation de protéines peut se faire paragdon directe [8, 9] ou par des

réactions physico-chimiques de greffage covalent pas (Figure 2.2). Ces dernieres
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dépendent du matériau utilisé et du mode de greftagsidéré. Dans l'idéal, il faut choisir
une chimie de surface qui maintient une bonne ig&tiles ligands apres adressage et qui
minimise les adhésions non spécifiques a la surfa@armi les techniques de
fonctionnalisation utilisés, nous pouvons citer piégeage ou l'inclusion [12], I'électro-
copolymérisation [13], et I'auto-assemblage de noomches (SAMs pour Self Assembled
Monolayer) [14]. Le piégeage des ligands est unéhoue controversée et non adaptée a
'adressage des anticorps, car ces derniers smiveint piégés de maniéere aléatoire au milieu
de la couche greffée avec un masquage des sitecoenaisance [12]. Le dép6t de ligands
modifiées par des polymeres conducteurs (€lecro-gop@iisation) est un exemple de
méthode stable et robuste qui lie les ligands &u fle polyméres sans les masquer.
L’'adressage des molécules par auto-assemblage decmares (SAMs), sur des surfaces
thiolées par exemple, forme des liaisons covaleiatigss qui assurent une meilleure fixation
et une bonne orientation des ligands sur le supfoest une technique qui peut également

étre envisagée.

Dans les travaux présentés dans ce manuscrit,avous choisi une stratégie de dépot
sur le support solide, par électro-copolymérisatiam savoir faire bien maitrisé par le
laboratoire d’acceuil (CREAB). Le greffage sur supe fait par I'électro-copolymérisation
de microgouttes contenant des monomeres de pyaolprésence du matériel a immobiliser
(anticrops ou protéine) préalablement conjugué amamomeére de pyrrole. Ainsi, cette
stratégie permet le greffage covalent de la mo&sul une couche de polypyrrole. Il est a
noter que cette couche de polypyrrole, n’est cepeinplas covalement liée au support solide ;
elle adhére au support par un réseau de recouvted®s orbitales électroniques
moléculaires du polypyrrole avec le nuage électpomide la surface en or. Il en résulte une
force attractive et stable entre les deux matrices.
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Figure 2.2 : Différents exemples de stratégies d'immobilisatierbiomoléculega) Adsorption non spécifique,

(b) Piégeage(c) Monocouche auto assemblée (SAM)(dBtElectro-copolymérisation.

Il est a noter que dans le cas de I'électro-capélysation telle qu’utilisée dans ces
travaux (conditions expérimentales déctites ci-oless il se forme des films pseudo-
organisés de polypyrrole trés fins 8 nm) qui s’enchevétrent tel un plat de spaghbti.
expriment ainsi les molécules covalement coupléepadypyrrole de taille supérieure {0
nm) dans différentes configurations (alignementataiée). La taille des ligands étant
largement superieure (> 3 fois) a la taille du fisrmé, ces ligands se retrouvent saillants a la
surface et non emprisonnés dans la couche insajcddedu piegeage moléculaire fig.2.2.b).

Se pose ici la question de l'influence de cetierdation aléatoire des anticorps en
surface sur l'efficacité de la capture, et I'inteiéntercaler une protéine A par exemple pour
l'orientation des anticorps. La maitrise de l'origidn sur la surface, d’'une protéine
intermediaire (ex : protéine A ou G) par élecro-dgp@risation ne pouvant étre réalisable,
cela ne fera que déplacer le probleme et ne laidéa@as. En effet, si cette protéine se fixe
de fagcon aléatoire sur la surface, les anticorpssem@nt pas mieux orientés. En plus
'épaisseur des zones fonctionnalisées risque ed’@ngmentée, impactant ainsi sur la

sensiblité de la biopuce.

[1.2.1 Adressage des ligands sur les surfaces pdeétro-copolymérisation

Lorsqu’un cone de pipette contenant un liquidengistau contact d’une surface, une

goutte est déposée. La taille de la goute dépesdédergies de surface, de la tension
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superficielle du fluide, du taux d’humidité, deftace d’appui, du temps de contact et de la

géomeétrie de la pipette.

Nous avons exploité cette propriété pour effectnes dépdts de plots (zones
fonctionnalisées) contenant des solutions de ligaAfla d’obtenir plusieurs plots sur une
seule surface, les dépots effectués sont de ttds pelumes. En pratique 15 ul sont utilisés
dans un cone de pipette contenant un fil de plgthambre électrochimique), afin d’assurer
une mouillabilité et un contact suffisant avec d@tode (fil de platine) ; mais seulement
guelques nanolitres sont déposés en surface. Usotadiélectro-copolymérisation contenant
du glycérol, permet de maintenir les protéines damsétat d’hydratation suffisant, pour

minimiser I'évaporation et ainsi éviter leur démation.

11.2.2 Greffage électrochimique

Parmi les méthodes de greffage électrochimiqubid@olécules, nous nous somme
plus particulierement intéressés a I'électrograffg@mr oxydation du pyrrole ou I'électro-
copolymérisation [15]. C’est un processus, graceueligles micro-dépots matérialisés par
des plots sont realisés. Le greffage électrochimiqoasiste a utiliser des ligands
préalablement mis en réaction avec une espéecercébeive, le n-hydroxysuccinimide-
Pyrrole (Py-NHS) (figure 2. 3). L'application d'urtkfférence de potentiel (pulses de 2,4 V
pendant 100 ms) dans la solution contenant leadg&ouplés avec un monomére de pyrrole,
initie une réaction électrochimique. Elle permetdépdt d’'un film insoluble de polypyrrole
sur lequel sont greffés les ligands. Il se formesiaiun film insoluble de polypyrrole qui se
dépose sur la surface en or (électrode de traviaidnt ainsi la biomolécule conjuguée dans

chaque plot déposé.

NH2

R @z\/\/\j\;?? — @z\/\/\j\ur

Formation d’'une liaison amide

Figure 2.3 : Réaction de couplage d’un anticorps avec un monoohe Pyrrole-NHS.

Dans le présent travail, des biopuces a protéinesdaps ont été préparées en utilisant
la méthode d’électro-polymérisation des protéingsssipports recouverts d’'une fine couche
d’or, comme décrit paGrosjean et al [13], a partir d’'un conjugué protéine-pyrrole en
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présence de pyrrole libre. En effet, il faut augtaBle coupler les protéines/anticorps de fagon
covalente au Py-NHS (protocole de couplage détaitiéannexe). Ce procédé s'applique a
toutes les protéines, a condition que des groupemes primaires soient présents et
accessibles sur la molécule pour réagir avec lepgrddHS du pyrrole. Les conjugués de

protéine-pyrrole résultants sont alors électro-cppérisés en présence de pyrrole libre
comme décrit sur la figure 2.4.a. Les monomerepydmle libre permettent de former une

matrice insoluble apres polymérisation, fixant gide maniere covalente, la protéine couplée

a un monomere de pyrrole au polymere nouvellenwnid.

Le potentiostat utilisé pour effectuer les pulses reli€ a un motteur (spotteur), a
I'aide d’'une premiére connection avec I'électro@etidvail ou anode (couche dorée) et d'une
deuxieme connextion avec la contre électrode ohodat (fil en platine dans la chambre
électrochimique). L'expérience se fait a tempémtambiante, sans besoin de contréler le
taux d’humidité, car la chambre électrochimique w6t petite, confinée et contient un
volume de solution a électo-copolymériser en extBsul), assurant I'équilibre entre la phase

gazeuse et la phase liquide.
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Figure 2.4 : Schema de I'électro-polymérisation d’'un mélangentenomeéres de pyrrole et de biomolécules
activées a l'aide de Py-NH®) Principe de I'électro-copolymérisatiofb) Obtention den plots sur la Biopuce
(Vue d’en haut).

Le robot Polypotter permet I'électro-polymérisati@n température ambiante des
protéines couplées au Py-NHS et du pyrrole librkaide un cone de pipette contenant une
tige en platine servant de contre électrode (azllélectrochimique, figure 2.4.a). La
polymérisation est effectuée par des pulses éipesi rapides de 100 ms avec une différence
de potentiel appliquée de 2.4 V, entre la surfatere(anode) et le fil de platine (cathode),
comme décrit paGuédon et aJ16]. Dans ce cas la, il n’y a pas d’électrode éfénence, car
'excés de pyrrole libre a oxyder, est considéré meminépuisable. Ce robot permet
d’effectuer des réactions successives de rincage eemplissage de la pipette-cellule, ainsi
gue I'électro-polymérisation par un processus aat@ma. Il permet par conséquent,
'obtention de plots identiques sur la surface. nAfi'estimer la reproductibilité de ce
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processus, chaque espéce a été déposée sous frtrasdplots (triplicat) sur la surface

dorée.

Enfin, ce procédé permet l'obtention d’'un suppatouvert de sa fine couche
homogene d’or, sur laquelle apparaissent des pl@ants visibles a I'ceil nu (figure 2.4.b)
qui correspondent aux matrices de polypyrrole mbries protéines sur lesquelles les
interactions vont pouvoir s'effectuer. Les plots pelypyrrole obtenus avec le robot
Polypotter ont un diametre moyen de 350 um et yaesseur de quelques nanomeétres. Le
support ainsi préparé est laissé a températureaamelypendant 5 minutes afin de stabiliser les

plots, puis plongé dans du tampon PBS pour évdesédher/dénaturer les protéines.

En pratique, pour un électro-dépot, 15ul de chasolition d’anticorps ou de
protéines conjugués sont préparés avec : V (voloéwessaire pour avoir la protéine a la
concentration finale voulue x pM) + 3ul de pyrrdilere a 100 mM (large exces) + gsp
tampon d’électro-copolymérisation. Il est & notee des concentrations protéiques utilisées
sont exprimées en concentration dans la solutiogé&meral de 0,5 a 2 UM et non pas en
concentration surfacique de la protéine greffée.dNestimons que le processus de greffage
est reproductible en termes de concentration dqfagour une concentration en solution a

électro-polymériser donnée.

[1.3 Choix du modele bactérien

La disponibilité, I'environnement et la classe surité bactérienne ont guidé notre
choix du modéle bactérien utilisé pour initier cavail. Le modéle choisi est une souche de
Streptococcus pneumoniae R@igine : Institut Rockefeller, New York, USA), igast une
souche atténuée, non capsulée et non virulenteéelasl niveau de confinement L1 (concerne
les bactéries n'ayant aucun pouvoir pathogene ploumme et ne constituant pas de menace
pour I'environnement). Ceci a facilité son utilisat au sein de notre laboratoire, non équipé
au démarrage de ce projet, pour la manipulatiosalehes microbiologiques virulentes de
niveau de confinement supérieur a L1. Cette souwhétreptococcus pneumoniae R6,
communément appelée pneumocoque, a été utilisée gréa collaboration avec I'équipe de

Thierry Vernet (Groupe Pneumocoque, Institut ddd®je Structurale, Grenoble), au sein de
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laquelle javais initié des travaux d’identificatioet de caractérisation d’interactions entre

différents ligands et protéines bactériennes,dermon stage de master.

Le pneumocoque est une bactérie Gram positif, sduretrouvée sous forme de
diplocoque, causant des infections invasives de fypeumonie, méningite et septicémie
(Figure 2.5). La couverture vaccinale non optineléémergence de souches multirésistantes

aux antibiotiques, souleve des problemes de sablépa [17].

Méningite

Otite

Figure 2.5: Exemples d’infections invasives causées par lepBicoccus pneumoniaéa pneumoniea
pneumocoque est la plus courante des pneumoni¢érieaces ; lasepticémieou bactériémie a pneumocoque

est une complication désfections ORL non invasives, de la pneumonie ou dekningite.

Le pneumocoque adhére aux cellules de I'héte ghdltiateraction entre ses propres
protéines de surface et les protéines de I'hétg [EBqui représente une étape importante du
processus infectieux. Le séquencage complet dungérde la souch®6 [19] et TIGR4
(virulente) deS.pneumoniaa rendu possible l'identification d’'une grandetigaties protéines
de surface de ce pathogene (Figure 2.6), mais sseulkelques unes sont connues pour leur
implication dans la virulence du pneumocoque. Pagli@s, on peut citer la famille des
Choline Binding Proteinsen particulier la CbpE qui est connue pour faailla colonisation
et 'adhérence aux cellules épithéliales de I'hGetravers le recrutement des protéases
(systeme plasminogene/plasmine) pour cliver la icetextracellulaire, permettant ainsi de
frayer un chemin pour la dissémination de la baet@0]. Une autre protéine de la méme
famille, la CbpA, est une adhésine majeure quihkiehie systtme du complément, se

protégeant ainsi de la phagocytose par recrutechefacteur H circulant [21].
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Figure 2.6 : Structure et composition du pneumocoque avecdinigation de ses protéines de surface (Chps,

LpxTG, lipoprotéines...).

Suite a ces travaux préliminaires, basés sur wattgie de criblage moléculaire entre
les protéines de la bactérie et celles de I'hdmsnavons pu identifier quelques ligands
externes. La caractérisation de ces interactioég &ffectuée par test ELISA [20, 22] puis
confirmée par notre systtme SPR. Nous avons rg@anaes deux méthodes combinées, que
la protéine recombinante CbpE, interagissait derfagpécifique avec un facteur sanguin
appelé plasminogéne (protéine de I'héte) ; ainsuganticorps anti-CbpE qui a également
été utilisé comme contréle positif pour la détettie la protéine CbpE. La production et la
purification de la protéine recombinante CbpE, iaiqpge la purification de I'anticorps

polyclonal anti-CbpE sera détaillée dans la seaperimentale.

La caractérisation de ces interactions a I'écheitdéculaire a été nécessaire pour
passer a I'étape suivante, qui est la détectiola dectérie en tant que cellule entiere. Nous
avons pu Vvérifier que le pneumocoque entier inissagf avec le plasminogéne ainsi que

I'anti-CbpE, par ELISA et par SPRi également.

[1.4 Détection des bactéries en point final

Comparée aux autres meéthodes conventionnelleamlinocapture est l'une des
méthodes les plus rapides et les plus utilisées [@diagnostic bactérien. Nous pouvons
citer, les tests sérologiques d’agglutination [28]séparation immuno-magnétiques a l'aide

de billes fonctionnalisées avec des anticorps [@4]encore les tests radio-immunologiques
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(RIA), substituées pour des raisons de sécuritéol@glgue par des tests immuno-
enzymatiques variés (EIA) avec une détection cwmiétniique ou fluorimétrique [25]. La
plupart du temps, 'immunocapture est suivie d'onmunomarquage pour la révélation de la

détection spécifique et se fait en point final.

Récemment, un grand nombre de tests basés simtdeactions antigénes-anticorps
sur support solide (biopuces et microsystemespsed@veloppés. Les immuno-capteurs SPR

en font partie.

11.4.1 Validation de la capture par microscopie opique

L'immobilisation par électro-polymérisation de ntcorps anti-CbpE, ainsi que du
plasminogéne sur une lame recouverte d'or, a pewfimmobiliser des bactéries en
suspensionApres blocage de la surface avec de la BSA 1% gend5 minutes, une
incubation de deux heures de la lame dans un tar@B® contenant 5xI0ufc/ml de
pneumocoques a été réalisée, puis aprés un rindage a I'aide de PBS stérile, une
observation au microscope optique par réflexiotéadalisée.

Les images ci-aprés (Figure 2.7), montrent uneéucaspécifique des pneumocoques
R6 sur les plots de I'anti-CbpE (1uM) ainsi queucelu plasminogéne (2uM), contrairement
au plot contrdle (IgG de lapin 1uM, non spécifiqaa)il y a quelques bactéries sur la surface.

(a) Plot d’anti-CbpE (b) Plot de plasminogene  (c) Plot d’lgG contrble

Figure 2.7 : Observation au microscope optique par réflexiod @y, des différents plots d’anticorps sur lame

dorée, aprés une incubation de deux heures auctale®x10 ufc/ml de S.pneumoniae R6.
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Cette observation directe des bactéries sur stppantre une plus forte densité sur
les plots de l'anti CbpE et du Plasminogene, compau plot de I'lgG contréle. Une
confirmation de la spécificité de la capture de loastéries sur les différents plots peut étre
réalisée par immunofluorescence. En effet, la tiegglend’ immunofluorescence, se base sur le
principe de capture en sandwich puis révélatiofmanf une double spécificité de détection et

éliminant la révélation de I'adsorption non spégi des bactéries.

[1.4.2 Validation de la capture par immunofluorescece

Sur une lame dorée de microscope, des plots dZbE et des anticorps de référence
non spécifique de la bactérie (IgG monoclonal detréte), ont été électro-polymeérisés en
triplicat. Une préculture durant la nuit (envirobh) a été mise en incubation au contact de la
lame, a température ambiante et a permis de camtesebactéries sur les plots ou a été greffé
'anticorps spécifigue. La lame est ensuite dédipent rincée puis mise en incubation,
pendant une demi-heure avec des anticorps anti Glgtiylés. Enfin la révélation se fait a
I'aide d’un marqueur fluorescent qui est la Streptine PhycoErythrine (SAPE 5%).

La figure 2.8.a détaille le principe de la révidatpar immunofluorescence. La
bactérie capturée est prise en sandwich entre deticorps dont I'un est fixé sur le support
solide et l'autre libre couplé a de la biotine.dteeptavidine de I'agent révélateur SAPE se lie
a la biotine et produit de la fluorescence. La fegRr8.b représente des images prises a l'aide
d’'un microscope a fluorescence ; la révélationadéulorescence a I'aide de la SAPE a permis
de dévoiler les bactéries accrochées sur les pimtaino-fonctionnalisés avec I'anti-CbpE et

le plasminogéne. Les plots non spécifiques de I'tgBtréle accrochent tres peu les bactéries.
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Figure 2.8.: Validation de la capture spécifique des bactépas immunofluorescencda) Schéma de la
révélation de bactéries capturées sur les plotgifgpées par immunofluorescencéb) Observation au

microscope de la fluorescence des plots d’anticepggifiques, aprés les étapes d’'incubation awebdetéries

puis I'anticorps biotinylé, révélation a la SAPEiecage.
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Cette technique d’immunofluorescence a permis atdirener la capture spécifique
des bactéries, avec moins de bruit de fond. En, dffebactérie se trouve capturée en mode
« sandwich »entre le ligand immobilisé et I'anticorps secomeanarqué a la biotine ; il y a
plusieurs sites de fixation disponibles sur la &aet ce qui permet d’avoir plus d’anticorps
secondaires arimés, procurant ainsi une « doubleifigité » pour la bactérie immobilisée.
Les inconvénients de cette technique, malgré s@fgpe, sont nombreux. Parmi eux on peut
citer la consommation de plus de matériel biologidanticorps) et de réactifs (Biotine,
SAPE), en plus des difféerentes étapes d’incubatida, rincage et de révélation,
consommatrices de temps, ainsi que le phénomepbate-blanchiment. S’ajoute a cela, une
détection en point final, dissociant la capturtag€vélation de la détection bactérienne. Afin
de palier ces inconvénients, nous avons donc @éféus orienter vers un systeme de

détection direct, en temps réel et sans marquage.

[1.5 Détection des bactéries en temps réel sans teur

L’'objectif de cette partie est de décrire un pdiéermettant la détection des
bactéries en temps réel (par opposition a la déteen point final), et ce, sans I'utilisation de
traceurs (ex. marqueur fluorescent dans le paragrppecédent). Grace aux avantages qu'ils
présentent, les biocapteurs optiques a ondes éaries type SPR sont les plus développés
dans les catégories de biocapteurs a détectiomsartgiage [26]. La résonance plasmonique

de surface semble donc étre un bon candidat adapié détection directe sans traceur.

11.5.1 Le phénomene de Résonance Plasmonique de fawe (SPR)

Le plasmon de surface est une onde a décroissapomentielle des deux cétés de
linterface séparant un métal d’'un milieu diélegtie (milieu biologique par exemple),
parallelement a laquelle elle se propage. Les mé&ppropriés, peuvent étre, I'argent, l'or, le
cuivre et I'aluminium, mais les métaux les plus commément utilisés sont I'or (Au) pour sa

grande stabilité et I'argent (Ag) pour son pic dsanance étroit.
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Figure 2.9 : Résonance plasmonique de surface selon la coafigarétablie paKretschmannLa lumiére est
réflechie a linterface verrefor. e et « L, » sont des grandeurs caractéristiques de la mietonde
pénétration de I'onde plasmon de surface, danslleuiélectrique (espace des interactions bialogs) et le
métal respectivement. Les changements de l'indécgéttaction dans le milieu diélectrique sont diegusqu'a

100-200nm a partir de l'interface en fonction dgualité du revétement d'or et la longueur d'orele@dumiére.

Dans ce qui suit, nous allons nous concentretesapuplage SPR via un prisme de
verre. Deux configurations différentes ont été peg@s paOtto [27] et Kretschmanr28].
Dans la configuration ©tto, le diélectrique est placé entre le prisme deevetrle métal,
laissant une tres fine épaisseur du milieu diépotr entre les deux, pour permettre a lI'onde
évanescente d’exciter le plasmon de surfcetschmanra choisi une couche d'or trés mince
directement placée sur le prisme de verre, offeams$i la possibilité d’avoir un plus grand
volume du milieu diélectrique. C’est cette dernieomfiguration qui a été adoptée dans le
présent travail, permettant ainsi une fonctionatiti;m de la surface de Il'or, qui est ensuite
mise au contact de la solution biologique. La fegu2.9 représente le principe de
fonctionnement du biocapteur SPR selon la configuradeKretschmannCelui-ci consiste a
générer une onde, de polarisation transverse nmgged&il M), qui traverse d’abord un prisme
de verre d’'indice de réfraction élevé et se réitéstr I'interface recouverte d’un métal sous
un angle d’incidence supérieur a I'angle critiqoendition de réflexion totale). Aux alentours
de l'angle de résonance, sont créées des oscibatiéspnantes dans le plasma ou nuage

59



électronique constitué par les électrons libresladdbande de conduction du métal. La
résonance des plasmons de surface fait chutereléicient de réflexion du métal, di au pic
d’absorption d’énergie du faisceau incident prés I'dagle de résonance. Le champ
électromagnétique dans le milieu présentant unctérea d’onde évanescente ; I'amplitude
décroissant exponentiellement avec la distanceinfeifface, va étre modifiee lors de la
fixation de molécules sur la surface. La mesurel'a@egle d’incidence permettant cette
résonance va déterminer la présence des moléautsss fen surface [29-31]. En d’autres
termes, cette méthode optique exploite les « orédestromagnétiques de surface » pour
sonder les variations de masse, d’'indice optiquBégaisseur de la couche formée survenant

a l'interface entre le métal et le diélectrique.

Les biocapteurs SPR permettent une analyse erstefep des interactions entre les
biomolécules ligands et les récepteurs (ou systeomele-cible), tout en évitant I'étape de
marquage qui peut affecter l'interaction par la ification apportée a la cible. La détection
des interactions est basée sur le changement isduila surface par la formation du
complexe ligand-récepteur qui va perturber le digpéique initial. La variation de ce signal
est mesurée en fonction du temps (notion de suitemps réel), qui va permettre d’obtenir
une cinétique de linteraction. Le signal optiguépend aussi d'une -caractéristique
intrinseque aux biocapteurs et au milieu baignantiessus de cette surface (air ou solution

agueuse).

Les puces SPR ont été fonctionnalisées avec uge amme de biomolécules de
reconnaissance, comprenant les oligonucléotidek [82 aptameres [33, 34], les anticorps
[35-37], les protéines [38], et méme des cellulesiéees [39]. Les anticorps sont les
biomolécules les plus utilisées, grace a leur geaaftinité, spécificité et disponibilité dans le

commerce, comme détaillé précédement [40].

11.5.2 Description du montage expérimental de la SR

Les expérimentations présentées dans ce travditéalisées a I'aide d’'un instrument
d’'imagerie SPR développé pdoriba Scientific-GenOpticst sont basées sur la configuration
de Kretschmann. C’est un appareil d'imagerie mat@métrique, ce qui le differe des
monocapteurs (ex. du Biacore) non compatibles awaee stratégie d’'immobilisation et

surtout la lecture multiparamétrique. Le cceur dstesype d'imagerie SPR est composé de
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plusieurs éléments de nature optique (figure 2.0&)Jumiere incidente (660 nm) est générée
par une diode électroluminescente (LED), le trajptique passe ensuite par une lentille
biconvexe, puis par un polariseur rotatif qui con@odeux modes de polarisation :
Transverse Magnétique (TM) pour la mesure SPR,rahsverse Electrique (TE) pour la
réflectivité totale de référence. La lumiere incitieest réfléchie sur la surface de la biopuce
puis la réflectivité résultante est enregistrée ya@ camera CCD (12-bit). Il faut noter que
l'angle d'incidence ainsi que la longueur d'ondéademiére incidente sont fixés pendant la
mesure. Un logiciel dédié fourni paforiba Scentific-GenOpticest utilisé pour suivre les
variations de réflectivité observées sur des zarmsespondant aux plots associés aux
différentes biomolécules greffées. La réflectivdéale est mesurée (pixélisée) par la caméra
CCD puis les données sont traitées par logicieteprésentées sous forme de courbes

cinétiques par intégration des variations de rédiece sur la surface de chaque plot.

Cuve

Lentille

olariseur
Ob]ect|f

Diode d’imagerie Caméra
660 nir CCD

Figure 2.10 : Montage expérimental de I'imageur SPR (Horiba &die-GenOptics). Le systtme SPRi est
équipé avec une LEDAE 660 nm) et la réflectivité est enregistrée par uamera CCD connectée a un
ordinateur. L’acquisition des données est contrplg®eun logiciel approprié. Le montage est incubfsdune

enceinte a 37°C pendant les expériences.

Le principe de mesure par SPR est basé sur I'smaly déplacement de la courbe
plasmon qui représente la variation de la réfl@étien fonction de I'angle d’incidence (figure
2.11).
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Figure 2.11 : Courbe plasmon de la variation de la réflectieitéfonction de I'angle d’incidend® Le décalage
de I'angle de résonance de la droite (courbe 19 leegauche (courbe 2), donne une variation eratifité AR
(R; — Ry), mesurable sur la zone linéaire de la courb&ut se placer a un angle de travgilafin d'étre au

maximum de la pente de la courbe plasmon (c-alexlide la zone linéaire).

L'optimum de la résonance des plasmons est aunagie d’'un angle d’'incidence
donnant le minimum de réflectivité. Il est par cémgent nécessaire de bien choisir I'angle de
travail afin d'étre placé a proximité du maximumla@ente de la courbe plasmon (au pied de
la zone linéaire par exemple) ou les déplacementgilaires donnent une variation de

réflectivité maximale [41, 42].

[1.5.3 La détection des bactéries par SPR

La détection des bactéries par SPR rencontre phgsidifficultés. D’'une part, la
grande taille et la morphologie de la bactérieezatise heurtent a la faible pénétration de
'onde électromagnétique du plasmon de surfacer@i@.12), car en fonction de la longueur
d’'onde et de lindice de réfraction du milieu, leofondeur de pénétration du plasmon de
surface peut varier de 100 a 200 nm [43]. Ce volsamsible de la surface est trés petit
compareé a la dimension des bactéries (1 a 3 weypdsition de la bactérie entiere a 'onde
évanescente est donc impossible. D’autre partyt@plasme bactérien et le milieu aqueux
dans lequel elle est détectée ont un faible caetides I'indice de réfraction. De ce fait, la SPR
détecte le changement de l'indice de réfractiofadaasse seche de la bactérie, excluant ainsi

l'eau qu’elle renferme, a la difféerence de la miaalbce a Quartz (QCM) ou l'onde
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acoustique de surface (SAW) détecte la masse réeulé la bactérie accrochée [44]. Il est
également a noter, que la disponibilité et I'acit#i#® des antigénes de la surface bactérienne
capables de se lier aux biomolécules de reconmaissast également un facteur limitant. De
surcroit, la diffusion des bactéries dans le milesi lente et se fait uniquement via des
mouvements browniens et de la sédimentation satééie n’est pas dotée de flagelles pour
nager; ce phénoméne limite ainsi les chances ddalzérie d’atteindre les ligands
immobilisés sur la surface de la biopuce et ce dmiéne plus flagrante pour une faible
concentration de bactéries. Par consequent, irdétude grandes quantités de bactéries pour
pouvoir les immobiliser et les détecter de facoécH#mue et efficace ; ce qui nous dirige vers

la notion de limite de détection, que nous appetieLOD pour« Limit Of Detection »

L

Virus (100 nm) //’/

Anticorps (~10 nm) -
\L— 1 Champ Evanescent

| | | | | | | (200 nm)
‘ Couche d’or (50nm) ¢ 71 s

K
5
B

Figure 2.12 :Comparaison de la taille des différentes entitébgiques et du champ évanescent.

Dans ce qui suit, nous détaillerons les travauxifférentes équipes, en matiére de
détection de bactéries par SPR. Puis nous situaroasravaux de détection de bactéries
entieres, de fagcon statique (sans croissancegreres de spécificité et de LOD, grace a notre

systeme d’'imagerie SPR.

[1.5.3.1 Etat de I'art de la détection bactérienmpar SPR

La détection de bactéries, grace a un systémeoftuicigue a été appliquée par
différentes équipes, soit sur des versions com@alescides biocapteurs de type SPR, telles
gue Biacore © qui est tres utilisé pour des travdaxrecherche comme ceux décrits par
Homola [45] ou Taylor [46, 47], soit par des systémes non commerciawmcus dans les
laboratoires. Dans le but de diminuer les limitesddtection (LOD), différentes stratégies ont
eté abordées. La premiere, fut la destruction d#éelfrité bactérienne, avec ou sans

traitements physiques et/ou chimiques. D’autregéqgies étaient basées sur 'amélioration de
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la disponibilité et du greffage des ligands susu&ace de la puce, ou de 'amélioration de la
chimie de surface. Contrairement aux tests en ouwerte que nous utiliserons dans notre
protocole, les expérimentations de I'état de Isoht des tests microfluidiques réalisés dans
une cuve comportant au moins une chambre réactlerdedétection avec une entrée et une

sortie de liquide.

Différentes équipes ont travaillé sur 'optimisatide la LOD par traitement préalable
des bactéries. L'équipe déearty et al[48] détecte laListeria monocytogenegable a des
seuils de 10ufc/ml. Celle de Tayloet al[47] a obtenu de bons résultats avec un seuil de
détection qui descend &®10fc/ml pour une immobilisation de bactéries eetéa la surface
du capteur et un seuil de “Qfc/ml avec des bactéries lysées ou mortes datisahol.
Effectivement, casser les bactéries en plusie@gnfents, diminue les limitations dues au
flux et permet aux composants bactériens de seaaecipgr plus pres de la région sensible de
la surface, par contre cette optimisation n’'est adaptée a lidentification des bactéries
viables, car elle se réalise sur lysat bactérieaquipe deSubramanian[49] a réussi a
détectelE.coli O157H7 avec des LOD de ®l0fc/ml dans un tampon et &i@fc/ml dans un jus
de pomme, pour une détection directe des bactenastes immobilisées a la surface du
capteur, mais réussit & descendre & une LOD Yafdfnl dans le tampon et 40fc/ml dans
le jus de pomme, avec une détection de type sahdveiprés immobilisation des bactéries sur
le capteur, un deuxieme anticorps dirigé contrebétérie est utilisé. Cet anticorps
s’immobilise a la surface du capteur, si la baetéible est bien présente, et provoque une
variation de la réponse du capteur, amplifiantidasignal. Ce systéme, bien que permettant
de diminuer le seuil de détection du capteur, dagcteur 100 & chaque fois, demande un
temps d’analyse plus long ainsi qu’une augmentatienia quantité du matériel biologique
utilisé. De plus, il nécessite soit des échantillds contaminés, soit une culture préalable

pour atteindre ces concentrations.

D’autres équipes ont utilisé une approche inderdsasée sur un test d’inhibition
appelé« Substractive Inhibition Assay suivi par SPR, c'est-a-dire que les bactéries sont
incubées avec des anticorps libres spécifiquesewdtie taux d’anticorps libres résiduels est
mesuré par SPR grace a des anticorps secondagrese (2.13). Ce taux est par conséquent
inversement proportionnel a la quantité de bacténieubées au départ.
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Le signal obtenu représente une relation
inverse entre la concentration initiale d’agents
pathogeénes et la réponse
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Figure 2.13 : Schéma du principe de quantification des bact@aede test d’inhibition« Substrative Inhibition

Assay ».

L’équipe de Leonaat al.[50] a obtenu un seuil de détection dé Lfc/ml sur des
souches deisteria monocytogenemais celles-ci étaient préalablement tuées pehnddeur ;
Yixian et al.[51] a amélioré la LOD de 3 x 1@ifc/ml en détection directe, a 3 x*16c/ml,
en mesurant le taux d’anticorps libre résiduel.qui@e de Ohet al, a pu détecteE. coli
O157:H7, avec une LOD de 1@fc/ml [52], la surface était fonctionnalisée aide des
anticorps monoclonaux capturés par la protéine &. dptimisant la composition de
'assemblage des biomolécules de reconnaissareediéa protéine G, ils ont pu améliorer la
détection & 1Dufc/ml [53]. Ces travaux montrent que les limitks détection obtenues, ne
descendent jamais au dessous du seuil deufiddml. Cette approche ne permet pas de
suffisamment améliorer la LOD pour détecter unexabactéries viables par millilitre; un
besoin actuel dans les domaines médicaux et agnerghires dans le cadre du diagnostic

rapide et sans enrichissement préalable de pathsgen

11.5.3.2 La détection statique par imagerie SPR

Nous avons voulu tester la limite de détectionbdetéries par imagerie SPR hors
systeme fluidique. Pour ce faire, nous avons étilise cuve ouverte comportant une seule
chambre (figure 2. 14). Apres une préculturesdpneumoniae Rurant la nuit, les bactéries

sont lavées et suspendues dans le PBS. Différdite®ns dans le PBS sont réalisées pour
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une détection que I'on a appelée « statique »t-@*ére sans croissance, car le tampon ne
contient pas de nutriments ; la concentration daéoi@s entieres, reste par conséquent, fixe

en fonction du temps.

Figure 2.14 :Photo et schéma de la cuve a une chambre.

Afin de démontrer la spécificité de la détectianQIpneumoniae Rpar SPR, nous
avons réalisé une biopuce comportant des triplidasti-CbpE et de plasminogéne (plots
spécifiques) ainsi que des IgG contrdle et du pgriplots non spécifiques servant de
contréle négatif). La figure 2.15 présente le suimitique de la détection de®iifc/ml deS.
pneumoniae R&ans un tampon PBS. Des tests d’optimisation deolacentration en
anticorps et du plasminogéene sur les plots ontré&aéisés, en établissant des gammes de
concentration pour chaque espéce. Les concentsatiptimales dans la solution d’électro-
polymérisation retenues et utilisés pour cette emmhtation étaient de 2uM pour le

plasminogéne et de 1uM pour I'anti-CbpE dans latgmt d’électro-polymérisation.

8 4
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Figure 2.15 :Suivi en temps réel de la détection d& ufé/ml deS. pneumoniae Rgar imagerie SPR.
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Ce graphique montre une nette augmentation deawsigsur les plots d’anti-CbpE et
de plasminogene, dés les premiéres minui& £ 1% en moins de 20 min). Alors que les
signaux des plots contrdles restent constants, amedégére dérive en fonction du temps.
Cette dérive peut étre expliquée par une évaporatiomilieu (enceinte de travail a 25°C).

Cette expérimentation permet de valider la spétéfide la détection d8.pneumoniae R6

Un autre test de spécificité, consistant a utilise mutant de la souch6 du
pneumocoque, invalidé pour les génes codants pquiotéine CbpE, a également été réalisé.
Cette souche d8. pneumoniae REbpE permet de montrer la spécificité de I'anti-CbpE,
qui ne peut, en l'occurrence, pas la reconnaitres Bxpériences ont démontré que le
pneumocoque possédait au moins huit récepteurs Ipopilasminogene, dont trois d’entre
eux, ont été identifiés : l'alpha-enolase [54-56], GAPDH [57, 58] et la CbpE [20]. Le
recrutement de la plasmine via ces protéines peameheumocoque de détourner le systéme
endogene afin de franchir les barrieres endotlesliat épithéliales et de se propager de ce
fait, dans son hote. Le plasminogéne peut doncnreitre le mutanR&4CbpE, sur des

récepteurs autres que la CbpE, comme le démoakedtimentation SPRi (figure 2.16).

Souche R6 sauvage10® ufc/ml

—Pyrrole
—I1gG
77 Mutant AcbpE Plasminogene
10° ufc/ml Anti CbpE 0,5 pM
Anti CbpE 1 pM

® 1 Mutant AcbpE

AR (%) 110® ufc/ml

0 20 40 60 80 100 120 140 160
Temps (min)

Figure 2.16 : Suivi de la détection d&. pneumoniae R&cbpE par SPRi. Aprés saturation avec 1% BSA,
injection de 18ufc/ml du mutanicbpE incubé pendant 66 min, puis dé aft/ml pendant 45 min. La soucBe

.pneumoniae R6auvage a été utilisée comme contrdle positibdéponse de I'anti-CbpE.
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L'inoculation de 18 ufc/ml deS. pneumoniae R6cbpE montre que la bactérie n’est
détectée que sur les plots de plasminogene, almdegsignal sur les plots de I'anti-CbpE
reste négatif, au méme titre que I'lgG controléeepyrrole. L'inoculation de 1Oufc/ml du
mutant S. pneumoniae RAcbpE confirme ce résultat. Enfin, I'inoculation de $auche
sauvageS. pneumoniae R@ui exprime des protéines CbpE a sa surface, petioigtenir un
signal sur les plots d'anti CbpE. Par contre, Ignal est plus faible sur les plots de
plasminogeéne. Ceci s’explique par le fait que l@glbn préalable du mutant sur les plots de

plasminogeéne, aurait saturé ses derniers.

Enfin, nous avons voulu tester la limite de débec{LOD) de cette approche statique
en cuve ouverte. La figure 2.17 présente le graghdju suivi en temps réel par SPRi, du
signal de variation en réflectivité, obtenu sur pésts d’anti-CbpE et du plasminogéene aprés
inoculations successives de ‘10fc/ml, 1¢ ufc/ml et 18 ufc/ml de S.pneumoniae R6
L'image différentielle a 190 minutes, montre lirdetion spécifigue aux niveaux des

triplicats de plasminogene (Plgl et Plg2) en vialasi que I'anti CbpE en bleu.

a) b) Plan de dépot et image différentielle
8 ——Pyrrole a 190 minutes.

—Plg 1
—Plg2
—IgG
anti-CbpE 1
anti CbpE 2
anti-CbpE 3

10’ cfu/ml 10° cfu/ml 10° cfu/ml

/,1/
|

T v T 1
80 100 120 140 160 180 200 220
Temps (min)

Figure 2.17 : Suivi en temps réel par SPRi de la détection gné&timoniae R§a) Graphique du suivi en temps
réel aprés injections successives dé, 1@ et 16 ufc/ml. (b) Image différentielle & t =190 minutes avec

augmentation de la variation en réflectivité sgrpéots spécifiques.

Des concentrations plus faibles que celles il&estirsur les graphiques, ont également
été testées, mais aucun signal de variation erctiéfité n'a été obtenu. A partir de %10
ufc/ml, il y a une séparation plus nette entre degraux sur les plots d’anticorps et de

protéines spécifiques pour &pneumoniae Ré les contréles négatifs, les plots d’anti-CbpE
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2 et 3, correspondent a des concentrations erogogicle 0,1 et 0,02 UM dans les solutions a
électro-polymériser sur la puce, ce qui est visidnt trop faible pour la capture des
bactéries. L'anti-CbpE 1 (0,5uM) ainsi que le Plg(1uM) et Plg 2 (0,5uM), sont en
concentrations suffisantes pour capturer les hastéde facon spécifique, l'image
différentielle montre une augmentation de la réfl&e (plots claires) aux niveaux de ces

plots spécifiques. Dans ces conditions la limiteléction se situe entre 1€ 1¢ ufc/ml.

En conclusion, les conditions hydrodynamiquesayps des canaux microfluidiques
utilisés par differentes équipes, peuvent raldatidiffusion des bactéries vers la surface et
compliquent la détection, puisque les particulestentiance a s’aligner au niveau du centre
du canal microfluidique, par le phénomene du fobydrodynamique. En outre, on peut
rencontrer des problemes de colmatage et de faleessaillement des bactéries dans les
canaux, ainsi que des écoulements a petit nombiRegaolds, limitant ’homogénéité des
cellules en surface. Pour ces raisons, nous noumsamnenté vers une expérimentation en
cuve ouverte, sans systéme montage fluidique dafisituer les LOD des bactéries a I'aide de
notre appareil SPRI.

En résumé, la détection statique en cuve ouvesigd, a permis de valider le choix
des sondes et a prouver leur spécificité. En revagnia LOD telle que présentée dans ces
expériences reste élevée. Par la suite, nous awuhs améliorer cette LOD en détectant les
bactéries en cuve ouverte, pendant leur multipioa{phase de pré-enrichissement). Cette
nouvelle approche, dite « dynamique », en opposdiec I'approche « statique », permet de
détecter des inocula plus faibles, pendant la pldaskur croissance sur puce, ouvrant la
possibilité de détecter en théorie, un inoculum €’'seule bactérie, a condition que cette
derniere soit viable. Cette approche dynamique akoadée plus en détail dans le prochain

chapitre.
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Chapitrelll

L’Approche dynamique pour la

détection bactérienne
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Nous avons détaillé dans le chapitre précédenhotaon de détection statique des
bactéries, c'est-a-dire, dans un milieu ou leur eptration est stable dans le temps, par
absence de multiplication. Dans la méthode baséla SPR, le seuil de détection élevé’(10
10 ufc/ ml), empéche la détection d’un faible nombesbactéries ; cette approche ne peut
par conseéquent pas identifier une seule bactérigrenviable, sans pré-enrichissement
préalable. Or, dans certains cas précis, la présg'noe seule bactérigpeut déja engager le
pronostic vital (cas d'une septicémie en diagnostimique). Certaines normes et
réglementations dans le secteur agroalimentairggeek également l'absence totale de
certains pathogenes, comme par exemple I'absenBald®nelladans 25g de viande fraiche
de volaille (réglementation UE No 1086/2011), pque le produit alimentaire soit conforme
aux normes de salubrité et de qualité exigéesaut par conséquent s’orienter vers une
meéthode sensible a de tres faibles concentratioci®riEnnes, le tout combiné a un temps

d’analyse le plus rapide possible (quelques hemasmum).

[11.1 Problématique de la détection de la bactériainique

La faible concentration en bactéries d’un échlantiest toujours un facteur limitant le
diagnostic et seule la mise en culture, permetréctement de maitriser la sensibilité.
Certaines méthodes s’appuyant sur le suivi contieua culture et visant a améliorer la
sensibilité de la détection d’'une faible quantitéodetéries, ont été décrites. Parmi elles, nous
pouvons citer les automates pour hémoculture gigdsla série des BACTEC 9000 et Bactec
LX (Becton-Dickinson) et de BacT/ALERT (bioMErieuK)]. Ces derniers peuvent diminuer
les délais de positivité des échantillons pourdtedtion de bactériémies, en se basant sur la
détection continue du CGQproduit par la multiplication bactérienne dans flegons. Les
agents pathogenes sont détectés habituellementetgqugs heures, généralement en moins de
48 h; au-dela, il s'agit majoritairement de contaanis [2, 3]. Le point faible de ces
automates est la détection indirecte non spécifiquene permet pas d’identifier la bactérie ;
c’est par conséquent un simple test de stérilitdfisant pour des applications de type
diagnostic de septicémie.

Une autre technique basée sur la culture appeB®luminescence de I'ATP »,

mesure la quantité totale des molécules d’ATP ptésedans de milieu et produites par les

cellules vivantes, grace a une réaction enzymatigukioluminescence [4-6]. Son l'intensité
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est fonction de la teneur en ATP et donc indireetetmen nombre de micro-organismes
vivants dans le milieu. La présence de cellulesnalds ou végétales dans les échantillons a
analyser peut cependant fausser I'estimation deofaentration bactérienne, car toutes les

cellules produisent de I'ATP.

D’autres méthodes comme la mesure de la turbidieéfa microcalorimétrie et
impédanceméterie sont également utilisées [7F @éthodes sont toutes basées sur un suivi
de la culture bactérienne, de facon indirecte, retl'snconvénient commun de détecter la
présence de micro-organismes sans les identifleas Be sont donc pas appropriées pour la

distinction entre un seul contaminant ou une m&tile plusieurs souches bactériennes.

En résumé, toutes les méthodes décrites actueltesmmt basées sur un preé-
enrichissement de I'échantillon, afin d’obtenir thatériel en quantité suffisante avant de
passer a I'étape de lidentification. L'approcheeguwous proposons dans ce manuscrit, est
basée sur la réduction du temps d’identificationy pambinaison des étapes de pré-
enrichissement de la culture a la capture et llifieation spécifique de la bactérie grace au

ligand, pendant la multiplication.

En les intégrant dans une méme étape, on obtiestivnde la culture bactérienne de
facon spécifigue en temps réel. Cette notion deiwes la croissance pendant qu’elle se
produit », a donné naissance a l'approche dynamisjugple et innovante, de la détection
bactérienne, que I'on nommera : I'approche CulCapture/Mesure (CCM).
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[11.2 Notions fondamentales sur la croissance bacti&nne
[11.2.1 Le cycle de la croissance bactérienne en ti@u non renouvelé

Si l'on introduit un certain nombre de bactériesantes dans un volume donné de
milieu nutritif contenu dans un systeme fermé (camum flacon), leur croissance peut étre

divisée en différentes phases caractéristiques :

a) b)

. Courbe de croissance Ln N = f(t)
A Courbe de croissance N = f(1) A
N

Tenmjps
;n1p o

Figure 3.1 : Courbe de la croissance bactérienne en milieu@oouvelé(a) Représentation de la courbe de
croissance en nombre de bactéries en fonctionrdpsi€b) Représentation de la courbe de croissance en

logarithme de la croissance bactérienne en foncliotemps.
Les lettres a, b, ¢, d, e, et f sur la courbe maprTtEnt les phases suivantes :

(a) La phasele latence avant le début des divisions cellulaires.
(b) La phase dccélération(pour certaines especes cette phase n’est pasilége

(c) La phasexponentielle ou phase deroissance logarithmique durant laquelle les
cellules se divisent a vitesse constante et magimal

(d) La phase ddécélération
(e) La phasstationnaire, lorsque cessent les divisions cellulaires.
(f) La phase dééclin des bactéries (mort des bactéries).

Il est important de noter que la croissance bamtée est limitée dans le temps quand on ne

renouvelle pas le milieu nutritif. Le milieu findiar s'épuiser et les bactéries meurent.
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[11.2.2 Loi de la croissance bactérienne

Si on examine une cellule bactérienne, on peutsar volume augmenter jusqu'a la
division en deux cellules filles qui, a leur towrganentent de volume et se divisent en deux.

Le temps entre deux divisions est appdé&#mps de génération
Du fait que :

v le temps de division de chaque bactérie est différe
v’ toutes les bactéries ne se divisent pas au mémeniom

v' la culture bactérienne met en jeu beaucoup de esllul

Le temps de génération qu'on observe représentéemnps moyen : c'est temps de
génération moyert.

Si on met N cellules dans milieu nutritif, au bout de 1 tendesgénération (1 génération) on
aura 2 N cellules, au bout de 2 temps de génération (2 géngs) 4N cellules (2No

cellules) et de x génération$N, cellules.

Soit N le nombre de bactéries aprés x générations :
N =No.Z (1) d'oliLog N = Log No + x Log 2(2)

x = Log (N) — Ln (No) / Log 2(3)

Soit « 7 » le temps de génération moyen et «t » le temps guae N bactéries deviennent N

bactéries :

t/ T=x(4) (le nombre de générations)
En remplacant x par T/dans I'équation, on obtient

t/T=x=(Log N - Log No) / (Ln 2)(5)
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[11.3 Suivi de la croissance du pneumocoque par SHR

[11.3.1 Principe de I'approche dynamique

Nous avons voulu expérimenter la faisabilité déecapproche dynamique basée sur la
détection de la bactérie pendant sa multiplicatemtestant la croissance 8e pneumoniae
R6 directement sur une biopuce fonctionnalisée. Igiégéant de capturer les bactéries déja
présentes dans le milieu nutritif, pendant leurssance. Cette approche permet d’augmenter
la concentration bactérienne sur le capteur et dect® les bactéries directement pendant
leur phase de multiplication.

La figure 3.2 décrit le mécanisme proposé de tiétespécifique de bactéries. Au
temps () une trés faible contamination de la solution dyeea est inoculée (une bactérie).
Elle n’est pas directement détectée, a cause senisibilité insuffisante du systeme. Mais en
présence de nutriments dans le milieu de culturapeds un certain temps, la bactérie se
multiplie (Ty) ; ainsi quelgues unes d’entre elles renconteeiigind spécifique sur la surface
fonctionnalisée et sont immobilisées sur les pkpécifiqgues. Au temps §); la solution
bactérienne est enrichie apres multiplication, cé mprmet en principe de détecter les

bactéries de fagcon beaucoup plus rapide et efficace
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Figure 3.2 : Principe de la détection dynamique par SR&iMécanisme de détection des bactéries pendant leur
multiplication dans un milieu nutritifb) Sensorgram du suivi de la détection bactérienmeSpRi ; le plot 1
comporte des ligands spécifiques reconnaissaradtébe (anticorps spécifiques « Ac +») et donnamsignal

de variation de réflectivité positif, qui corresjplod la courbe de croissance de la bactérie ; te2ptomporte des

ligands non spécifiques (anticorps de contréle «Ac

La variation de réflectivité sur le plot spécifiquarrespond a une courbe de
croissance de la bactérie (forme d’'une fonctiommsiigle ou courbe en « S ») ; sur le plot
contrble, la variation de réflectivité est négligleaet ne correspond pas a une capture

spécifique, il n'y a donc pas de détection de tassance bactérienne.

111.3.2 Premiere expérimentation pratique de I'approche CCM

Les premiéres expérimentations de croissance spube ont été réalisées dans une
cuve ouverte a chambre unique d’'une contenance illititre (figure 3.2.a). Le milieu de
culture utilisé est un bouillon d’enrichissementddidHewitt (TH), le plus souvent utilisé pour
la culture de bactéries de la famille des streoes et plus particulierement ceux du groupe

B, comme le pneumocoque.
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La soucheS. pneumoniae R& été inoculée dans la chambre a une concentration
initiale de 7,5x10 ufc / ml de milieu TH. Le montage a été incubésdane étuve régulée a

30°C. La cartographie des plots greffés sur lenpgigst représentée dans la figure 3.3.

® O @ Pyrrole
o o0 o Pt

® &6 o ° zlrﬂgzcwE 0,5uM
o 0000 o Anti CbE 0,020M

Figure 3.3 : Plan de dépdt des ligands spécifiques anti-Cbgiasminogene (Plg) et des contrbles négatifs 1gG

et pyrrole sur le prisme.

Afin de trouver une concentration surfacique adégpour la capture de la bactérie et
de palier les problématiques d’encombrement stérgyur plot, différentes concentrations de

ligands en solution a électro-polymériser ont égtdes.

Le suivi de la croissance par SPRi est représtané la figure 3.4. Une dérive linéaire
générale sur tous les plots est notée ; elle estaptement due a I'augmentation de l'indice
optique due a la croissance des bactéries, malsnégiat a I'évaporation de I'échantillon
(étuve régulée a 30°C). Néanmoins, des signawifgpéss sont enregistrés sur I'anti-CbpE 1
(0,5 uM) suivi des deux concentrations de plasngénegl et 2 uM). Les plots d’'anti-CbpE 2
et 3 (& des concentrations respectives de 0,1pD&tuM), ainsi que I'lgG de contréle (0,5
UM) et le pyrrole, ont tous des signaux de vamatite réflectivité moins importants. La
soustraction du signal d'un plot de pyrrole (plohtrdle) donne le graphique figure 3.4.b, ou
I'on voit que les bactéries sont capturées suplets spécifiques avec des affinités variables

en fonction de la concentration initiale, mais passles plots de contrdle (IgG et Pyrrole).
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Figure 3.4 : (a) Sensorgram du suivi de la croissanceSdeneumoniae Rgar SPRI, dans une cuve a chambre

unique contenant 7,5 x 1Qfc/ml. (b) Le méme sensorgram aprés soustraction d’un piutdle de pyrrole.

Par conséquent, grace a cette approche dynantiqus,avons pu détecter 7,5 X 10
ufc/ ml deS.pneumoniae Réans son milieu de croissance (TH), en environutdse; ce qui
était jusque |a irréalisable via I'approche statiquda LOD était entre TGt 16 ufc / ml (cf.
Chapitre 2). A la fin de I'expérience, le prismeupéré a été rincé a l'aide de PBS et les
images de la figure 3.5 montrent que les plots dsrmpinogéne recouverts de bactéries sont
visibles a I'eeil nu aprés capture des bactéries. dlets de I'anti-CbpE ne sont pas visibles
contrairement a ce que I'on pouvait s’attendreselinblerait que la concentration d’anticorps
n'est pas optimale pour permettre une adhésiorz dsge et irréversible aprés ringage. Par la
suite, la concentration sera adaptée aux futuneérences.

Figure 3.5 : Image photographique du prisme aprés la fin depéeimentation(a) Image photographique du
prisme entier(b) Grossissement sur les plots de plasminogéne dstél@fus importante.

Il est a noter sur la figure 3.5, que les triglecdu plasminogéne a 1 et 2 uM sont plus

denses a I'eil nu que I'ensemble des autres potguse de I'adhésion d’'un nombre plus
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important de bactéries. Cette observation concavee la variation de réflectivité observée a
la fin de I'expérimentation (840 min), qui est lapklevée.

Cette premiére expérimentation de suivi de craissaur biopuce a permis de valider
le principe de I'approche dynamique proposée. Né&amsn les résultats obtenus ne sont pas
suffisants pour une amélioration significative de LOD. En effet, les concentrations
bactériennes détectées (7,5 X uf@ / ml) sont encore trop élevées. En plus, |égains non
spécifiques perturbent le signal et les concewinatdes ligands anti-CbpE sur la puce ne sont

pas optimales.

111.3.3 Optimisation du processus de croissance sypuce

Suite a cette la premiére expérience, une autrengade concentrations de ligands a
été testée. Les concentrations retenues pour lésolqus étaient de 1 pM et pour le
plasminogéne de 2 uM (également utilisées dans rbape statique cf. chapitre 2). Le
blocage préalable de la surface de la biopuceidel’de BSA 1% n’était visiblement pas
suffisant pour limiter les adhésions non spécifiquene étape de blocage supplémentaire
avec du milieu de culture pendant 15 minutes (re@rotéines) a été rajoutée.

Afin de mieux comprendre les phénomeénes obserdgishtion d’'une cuve ouverte
a deux chambres (figure 3.6), a permis de suivreulture bactérienne dans l'une des
chambres et de suivre le signal généré en absendmatéries dans I'autre chambre. Ces
chambres ont une contenance de 500 pl chacunedagesurfaces comparables a celles des

puits de microplaques ELISA P-96 standards.

Figure 3.6 : Images photographiques de la cuve a deux channeBEEK) et de la biopuce (prisme en verre
doré).

La biopuce confectionnée comporte des triplicats IthntiCbpE (1uM), du
plasminogéne (2uM), de I'lgG controle (1uM) et derple seul. Ce schéma de greffage est
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repris une deuxieme fois sur la méme puce, pouraipague chambre de la cuve soit en

contact avec les mémes especes greffées (figua.3.7.

Le suivi de la croissance @&pneumoniae Rpar SPRi selon I'approche dynamique
proposée, dans une cuve a deux chambres, a &2 réglartir de différentes concentrations :
50 + 14, 500+ 45 et 5000+ 141 ufc par 500ul de milieu TH (marges d’erreurs calesla
I'aide de I'approximation de la loi de Poisson).ndachaque expérimentation, une chambre
est inoculée avec une certaine concentratio8.geeumoniae Rét 'autre chambre, avec du
milieu de culture stérile (0 ufc). Cette démarcleenget d’avoir un contrdle supplémentaire,
pour identifier les effets liés a la présence dadrées ; mais aussi sur I'effet d’'une éventuelle
contamination bactérienne du milieu par exemplec ales bactéries environnantes, car le

suivi ne se fait pas dans un environnement strieterstérile.

Apres l'injection de 5000 bactéries (Figure 3. das signaux positifs de variation de
réflectivité ont été mesurés sur les plots corredpats a I'anti-CbpE et le plasminogene ;
ceci atteste d’'une capture spécifique de la bagtéigtectable apres 200 minutes de culture
sur la biopuce. Une image différentielle enregestéé I'aide de I'imageur SPR vers 300
minutes, montre une spécificité de la variationéfeectivité sur les plots de plasminogéene et
de I'anti-CbpE, dont les signaux sont plus intenses

Vers ~ 400 minutes, le signal augmente massivement surlésuplots, y compris
ceux utilisés comme contrbles négatifs. Cette amgatien tardive et non spécifique du signal
est probablement due a un dépoét sur la surface ll&@ surcharge bactérienne et a sa
précipitation en fin de culture, voir de la fornaetiéventuelle d’'un biofilm ; il a également été
rapporté (selon le Groupe Pneumocoque de I'IBS) lspeceS.pneumoniae R&oit une
bactérie fragile connue pour se lyser a la fin da sycle de multiplication. Des tests
complémentaires visant a identifier la cause die @tgmentation générale des signaux en fin
de culture, ont été réalisés. L’'injection d’'un lyda bactéries préalablement digérées, a donné
un signal non spécifique et une augmentation massiv tous les plots confondus. Nous
n‘avons pas pu déterminer si ce sont les débrigébans ou bien les composants
intracellulaires libérés dans le milieu qui étaiartorigine de ce phénomene. Il a également
éte considéré que le milieu de culture pouvait gead’indice de réfraction en fin de cycle de
culture a cause du métabolisme bactérien, provdcpiasi cette augmentation des signaux

sur tous les plots ; en effet les bactéries transfat la constitution chimique du milieu de
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culture via des réactions de biosynthese et deadagon qui assurent I'élaboration des
constituants bactériens et leur fonctionnement. SNavwons voulu vérifier ce changement
d’'indice du milieu de culture sur le capteur, en pamant I'injection d’un surnageant d’'une
culture en début et en fin de cycle (8 heures dssance). Cette expérience n’a pas montré
de différence en terme d’indice de réfraction qualhel est comparée a un surnageant d’'une
culture en début de croissance. Cette théorie ore gas été retenue. Enfin, I'injection d’'une
forte concentration bactérienne sur une puce (kuld ml), génére une augmentation de

signal de moins en moins spécifique, ce qui viemfarter la théorie de dépobt de surcharge

bactérienne, émise plus haut.
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Figure 3.7 : Sensorgrams du suivi de la croissance&Sgmeumoniapar SPRi a différentes concentratiofe).

Suivi de la croissance d&pneumoniae Ri@ioculé a une concentration initiale de 5000 wc $00u! de milieu

de culture TH ; I'image différentielle enregist@&00 minutes, montre la spécificité et I'intensigs signaux de

variation de réflectivité sur les plots de ligarsgcifiques (anti-CbpE et Plg) de la chambre inbewvec les

bactéries(b) suivi de la croissance d&pneumoniae R& une concentration initiale de 500 ufc par 500gl,

temps nécessaire pour la détection spécifique lastlpng car la concentration initiale est dix fpisis faible
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comparé a I'expérience (d) Suivi de la culture bactérienne a une concentratitiale de 50 ufc par 500ul, le

temps de détection s’allonge et est directemerdt lééconcentration initiale inoculée.

L’injection de 500 ufc/ 500 pl (figure 3.6.b) et b0 ufc/ 500 pl (figure 3.6.c),
donnent des réponses spécifiques sur les plot&udie-CbpE et du plasminogene (comme
précédemment observé et décrit avec 5000 ufc/ HOOnais avec un temps de détection de
plus en plus long. En effet, plus la quantité dektulum est petite, plus il faudra attendre que
les bactéries se multiplient en nombre suffisantrpa détection. Avec un inoculum de 500
ufc/ 500 pul, le temps de détection pris a une céfleé de 2% (considéré comme un signal
spécifique), correspond a 340 minutes ; alors qu'ad@ bactéries au départ, le temps de
détection est a 420 minutes.

Un suivi de la croissance bactérienne par mesula densité optique DO (600 nm) de
la méme concentration bactérienne initiale que daxpérimentation figure 3.7 (foufc/
ml), a été réalisé en paralléle a I'aide d’'un sfgrttotometre. Le graphique figure 3.8 montre
qu’une concentration de 40fc/ ml (DQs00 nm= 0,4) N'est atteinte qu’au bout de 420 minutes.
Cette concentration a été calculée expérimentalerpan ensemencement de différentes
dilutions de la culture a une R nmde 0,4 sur milieu solide Columbia Blood Agar (CBA)
puis comptage des colonies de pneumocoque sur teiteetri. Par comparaison des deux
courbes de croissance, on en déduit que le tenyesseire pour la détection de® 1c / ml
correspond a une phase de saturation sur le priSeiee observation permet de conclure que
la SPR est sensible a de plus faibles concentrabanotriennes, comparée a la mesure de
densité optique.
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Figure 3.8 : Suivi de la culture de fQifc/ ml de S. pneumoniae R6, par mesure de la

densité optique (turbidité) a 600 nm.
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En conclusion, le couplage de la préculture aagohlase de capture/identification de
bactéries sur biopuce améliore non seulement I@daiiidentification de la bactérie, mais
également les limites de détection de I'analysdteGemélioration des limites de détection est
certainement due a la multiplication des bactédass le milieu de culture, qui sont plus
facilement capturées par les ligands spécifiquesishbouvons néanmoins étre amenés a nous
poser la question suivante : est ce que les bast@rimobilisées sur plots spécifiques, sont
capables de se multiplier dans ce plah spot»? Au quel cas, les concentrations
bactériennes apparentes sur la surface seraieétisunes, amenant des bactéries pres de la
surface, directement disponibles pour une déteqblms rapide et efficace sur la partie

« sensible » de la surface de la biopuce.

La question de savoir si les bactéries immobifis&ar support fonctionnalisé
maintiennent leurs activités biologiques, commalildasion cellulaire est pertinente. Nous
pouvons imaginer qu’'un nombre excessif de ligandswas d’'une bactérie peut altérer son
comportement par immobilisation totale. Il a étéoywé que les bactéries immuno-
immobilisées ne subissaient pas d’inhibition aves techniques d'immobilisation[8]. En
effet, toutes les molécules ligands sont liées auldace, et seules les bactéries qui sont a
proximité de la surface fonctionnalisée vont ing@ravec les ligands. Selon Sueagtparmi
les nombreuses molécules d'anticorps immobiliséesids milliers pamum?), seule une
poignée (une dizaine par bactérie) interagit aadzakctérie et la maintient liée a la surface. La
preuve en est qu'une bactérie immobilisée a togjaur degré de liberté, lui permettant de
faire des rotations sur elle-méme, en position kéamu levée [9]. Ceci indique qu’elle n'est
maintenue a la surface, que par un petit nombpade d’antigéne/anticorps.

En conclusion, certaines bactéries immobiliséemmbdent garder leur activité
biologique habituelle comme la multiplication. Ligure 3.9 montre la formation de micro-
colonies de fagon localisée sur le support a pddiguelques bactéries immobilisées. Les
bactéries peuvent néanmoins donner lieu a desitéastigecondaires, provoquées par le
processus d'immobilisation, telles que la productxcessive de flagelles par rapport aux

bactéries a I'état planctonique (libres) [9].
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Figure 3.8 : Division des cellules bactériennes immobilis§a¥:Quatre cellules sont capturées sur une surface
fonctionnalisée avec des anticorps (le carré glaiigand le substrat est incubé avec une culture Sle
Typhimurium de 16 UFC/m. (b) Plus de cellules sont observées aprés incubagohédhantillon dans un
milieu de culture stérile pendant 20 heures a teatpie ambiante. Les amas formés sont localisésr#ures
endroits que les cellules initialement capturégisshnt supposer la croissance de micro-colonies quelques
relargages dans le liquide, qui se fixent ailleunsla puce.

(Source: http://lwww.intechopen.com/books/salmoreithversified-superbug : Chapter 25)

Finalement, en plus de la croissance dans le umiliguide, si la multiplication sur
plots fonctionnalisés a bien lieu, elle permettdiugmenter d’autant plus la sensibilité du
signal SPR. En effet, cette sensibilité n’étant exable que sur quelques nanométres au
dessus de la surface de la biopuce, il y auraitdgsplications dans le volume sensible, puis
capture instantanée de la bactérie dédoublée, talinent disponible en surface, et par
conséquent directement détectable.

Par rapport a une approche de détection statsars (croissance), si la quantité de
bactéries est faible, la lenteur de la diffusioradbactérie dans le milieu, diminue les chances
de rencontre de la bactérie avec le ligand spéafisur plot, empéchant par conséquent sa
détection spécifique. Il est de ce fait, difficigire impossible de détecter rapidement les
bactéries viables, si les concentrations sontfaiédes (une bactérie a quelques dizaines). Le
couplage de la phase d’enrichissement et de daétegiermet de palier ce probleme, tout en
optimisant le temps nécessaire pour l'identificatites bactéries. Cette multiplicationsitu,
est de ce fait un avantage qui vient s’ajouterrincipe de détection pendant I'enrichissement
du milieu, dans le but d’améliorer les seuils déedion (LOD) et d’augmenter ainsi la

sensibilité de la méthode.
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[11.4 Aspect quantitatif de I'approche dynamique

Les résultats précédents montrent que la durdamnkyse semble étre corrélée avec
le nombre de bactéries inoculées. Nous pouvons alous poser la question suivantea:
guantification des bactéries a partir de différenteourbes de croissance permet elle de
mesurer la quantité initiale des bactéries danshantillon ?En effet grace aux résultats de
croissance obtenus pour une bactérie donnée arethfés concentrations (inoculations
initiales), il est possible d’établir une courbeétdlonnage, qui permet de remonter a la

concentration bactérienne initiale de I'’échantilloconnu, cultivé dans les mémes conditions.

Par analogie, cette méthode peut étre comparaeP&€R quantitative en temps réel
(QRT-PCR) qui mesure le nombre d’amplicons (port@/ADN définie par un couple
d’amorces), donnant ainsi une estimation de la d@amitiale d’ADN présent dans
I'échantillon (tableau 3.2). Le nombre de cycleandplification, correspondrait dans notre
systeme au temps de dédoublement d’'une générata@rieane. En revanche, la gRT-PCR
ne distinguant pas les bactéries vivantes des regténortes, elle donnerait une fausse
estimation de la contamination réelle de I'échéniilen termes de bactéries vivantes et donc
potentiellement pathogénes. Dans ce cas précisessées bactéries vivantes ou viables

intéressent la détection de la contamination (édlanmédical ou alimentaire) [10].

Des travaux visant a détecter des bactéries \@gide PCR quantitative ont été mises
en ceuvre. Cette méthode utilise un traitement gidmldes bactéries a l'aide d'agents
intercalants du type EMA ou PMA, permettant d’irdribl'amplification des micro-
organismes non viables par altération de leur ADBs résultats de ces travaux restent

cependant a optimiser [11, 12].

Méthode CCM-SPRAI Méthode RT-PCR

Doublement cellulaire avec tous | Doublement du  matériel génétique

composants (génétiques, protéiques...) | uniguement

La viabilité des bactéries est une condit Ne fait pas la différence entre bactéries

nécessaire pour leur détection vivantes et mortes

LOD < 50 ufc/ml LOD > 102 ufc/ml

Tableau 3.2 :Comparaison du principe de fonctionnement entredthode CCM-SPRi et la RT-PCR.
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Notre systéme est capable de détecter de plusedaittharges bactériennes, sans
nécessiter un pré-enrichissement, a condition cpse Hactéries soient cultivableke
graphique (figure 3.10.a) présente la moyenne igeasx de variation de réflectivité pour les
triplicats de Il'anti-CbpE dans chaque expérimeatat{inoculations a des concentrations
différentes : 50, 500 et 5000 ufc/500 ul), en farcdu temps. La variation de la réflectivité
sur les plots spécifiques est proportionnelle anbre de bactéries capturées pendant la phase
de multiplication, et donc a la concentration destdrges dans le milieu (I'estimation de la
correspondance est calculée plus bas). Cette iearide réflectivité est représentée sur une
échelle logarithmique (Log 2) afin de mieux visgatila partie exponentielle des courbes (ces
parties sont linéaires et paralléles sur une éeheflarithmique). Afin définir les temps de
détection spécifiques pour chaque concentratidrai@j nous avons choisi de nous placer a
un AR de 2%. Cette différence de réflectivité est sitaé milieu de la partie linéaire des
courbes de croissance (figure 3.10.a), et est geptative du temps optimum de
dédoublement sur une courbe de croissance (ck cgkroissance bactérienne en annexe). Il
est cependant a noter queAR aurait pu étre choisi plus bas (1% par exempgls pour
autant changer les résultats. Il faut cependantsthon AR en fonction de la linéarité des
courbes spécifiques sans interférence avec le unideavariation des courbes de plots non

spécifiques.

La différenceAt entre le point d’inflexion a 2% de la courbe auBO et celle a 500 ufc
ainsi qu’entre la courbe a 500 ufc avec celle a G@f@0est constante (~ 98 min). Ces deux
concentrations sont séparées a chaque fois paaatauf 10, qui correspond a x = 3,3
générations (calculé a I'aide de I'équation gémé(d) : N=N.2"). Le temps de dédoublement
expérimental £ ) est facilement déductible et correspond a 29autas (98/3,3). Le temps
de dédoublement connu po8tpneumoniae Réans les mémes conditions est de 30 a 35
minutes, ce qui permet de valider le temps de géio@rcalculé par cette méthode.

Une autre présentation des résultats (figure B)1€st de reporter la concentration
bactérienne (échelle Log 10) en fonction du tengdétection fixé a 2% de réflectivité, pour
chaque concentration initiale. Il en résulte uneitdrqui peut étre utilisée comme courbe
d’étalonnage permettant de remonter a la concériratitiale d'un échantillon, dont le taux
de contamination avec cette méme bactérie est incdri@chantillon doit étre cultivé dans

les mémes conditions de température et de miliecuttare que les échantillons étalons. La
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plage de validité testée est de [50 a 5000] ufé/ b0 Les limites de linéarité de cette courbe

d’étalonnage n'ont pas été explorées, le but étatoir une idée sur la possibilité de

guantifier les bactéries par cette approche. Nogdoeerons la plage de validité de cette

meéthode sur un pathogéene réel, dans le chapitre 4.
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Figure 3.10 : Etablissement de la courbe d'étalonnage pour latification de S. pneumoniae R6 dans un

échantillon inconnya) Suivi du signal de réflectivité sur les plots sfigue anti-CbpE en fonction du temps,

pour chaque inoculatiorfb) Représentation du temps de détection a 2% powguehiaoculation bactérienne en

fonction de la concentration initiale (échelle Lerg10).

Cette stratégie ouvre les portes d’une applicatigressante dans le domaine médical

et agro-alimentaire, qui serait en l'occurrence plassibilité de quantifier le taux de

contamination initial d’'un échantillon, en bactérjgathogénes vivantes.

Par la suite, nous avons voulu savoir a quelleceoination bactérienne (C

corresponds UMR de 2%. Pour cela, nous avons utilisé I'équati@n la croissance

bactérienne Log C, = Log Ci + i Log 2 (6). Ou :
T

I’équation théorique, qui est la suivante :

Co: concentration bactérienne donnant une réfleétidé 2% (ufc/500 pl)

Ci : concentration initiale de I'échantillon (U€0 )

ti : temps nécessaire pour une détection spéeifitpuCi a 2% (minutes)

T:

temps de génération

A partir de cette équation, on peut déduire laespondance entre [|'équation de la
pente moyenne (Y = 593, 52 — 95, 35 X) sur la ceudtétalonnage (figure 3.10.b) et
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T

T
ti=—— LogC,
%o Log 2

Log 2

Log Ci (7)

Il en résulte que :

4
Log 2

Log C, =59353. Avec, 7 = 9535Log 2= 29 minutes

Donc : G = 1,5 x 18 ufc/ 500 pl

En conclusion, une réflectivité de 2% correspotal @tection d’'une concentration de
1,5 x 16 ufc / 500 pl (1% correspond donc & 0,75 % afé/ 500 pl). Cette estimation est une
approximation qui ne prend pas compte de certaictefirs qui pourraient intervenir tels que
la variation des temps de latence par exemplenméms elle démontre que la sensibilité de
la SPR est améliorée par rapport a une détectios @dissance, probablement grace a une
croissance sur plot qui vient s’ajouter a I'enrgs@ment dans le milieu. Une expérience
supplémentaire consistant a suivre la croissangartér de puce incubée avec des bactéries
puis rincée et mise en contact avec du milieu deureustérile aurait pu étre réalisée. Sa
réalisation en cuve ouverte nécessite une configaranicrofluidique pour s’assurer du
rincage efficace de la surface de la puce sansconation par le milieu bactérien (bactéries

non attachées aux plots spécifiques).

[11.5 Extension a la détection d’une autre bactérie Escherichia coli K12

L'utilisation du S.pneumoniae R& permis de faire une preuve de concept de
'approche dynamique de la détection bactérienrfaidéplus haut dans ce chapitre. Afin
d’élargir l'utilisation de cette approche, nous asovoulu la tester a l'aide d'une autre
bactérie :Escherichia coli K12 C’est une bactérie de laboratoire, non pathogéne,a
uniguement servi de modele de validation pour tggsement de cette technique.

Des anticorps antt.coli K12couplés au pyrrole ont été greffés sur un prissngylus
des anticorps utilisés précédemment pour la déteadu pneumocoque et des contrbles
négatifs.E.coli K12a été mise en préculture durant la nuit dans leunde culture nutritif
Lysogeny Broth (LB), puis a partir de cette solatimére, nous avons effectué des dilutions

dans ce méme milieu LB. Dans I'une des deux chasntieda cuve utilisée pour le suivi SPR,
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50 ufc/500 pl de milieu LB ont été inoculés. Datautre chambre, 500 pl du milieu LB
stérile ont été déposés (contrble négatif instruatemt absence de bactéries). La figure 3.11
présente le suivi des signaux de variation de ct#fied en fonction du temps, a l'aide de

imageur SPR.

—— Pyrrole (c)
—19G (c)
anti E.coli K12 0,5uM (c)
anti CbpE 1uM (c)
—— Plasminogen (c)
——Pyrrole
44 —I1gG
anti E.coli K12 0,5uM
anti CbpE1uM
Plasminogen

AR(%)

u — T g T g T g T E T E T E 1
0 100 200 300 400 500 600 700 800
Temps (min)

Figure 3.11 : Suivi de la croissance B coli K12par SPRi en fonction du temps. La variation déecéfité est
positive sur les plots spécifiques (anti-E.coli K1®8ans la chambre inoculée avec 50 ufc/ 500 pé& un
augmentation généralisée et tardive sur tout lessplle la chambre inoculée est également obsehese.
contrbles (IgG, pyrrole, anti-CbpE et plasminogementrent une dérive stable avec le temps dankdebre

contréle (c).

Cette expérience nous a permis d'observer des wsigda variation de réflectivité
positifs spécifiques d’'une croissance exponentiglie les plots spécifiques de I'afgieoli
K12 vers 500 minutes. Puis une augmentation massivergie des signaux sur tous les plots.
Ce phénomeéne est attribué a la croissance bactérieam il n'est pas observé dans la
chambre de contréle non inoculée ou seule unealétable est observée. Il est probablement
directement lié a la croissance bactérienne paéliimentation de la charge bactérienne
élevée en fin de cycle de culture ou par dépotiaidrh, comme précédemment décrit avec le
pneumocoque. Dans la chambre contenant le milieauttare stérile, aucune modification
n'est observée ; néanmoins, une dérive positivestalble dans le temps est enregistrée

(appareil sensible a I'évaporation du milieu deung a 35°C).

Pour conclure, nous avons présenté au cours dbagstre le principe de I'approche
dynamique, basée sur la détection spécifique dé&tes pendant leur croissance (figure

3.12), ainsi que leur quantification. Cette appeodiaptisée I'approche Culture-Capture-
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Mesure par SPRi (CCM-SPRI) a fait I'objet d’'un démfie Brevet [13] et a permis le

lancement de la start-up Prestodiag en Mars 2012.

Méthode Conventionnelle : de 1 a 7 jours

Pré-enrichissement Détection/Identification
de 10h a plusieurs jours de 1h a plusieurs jours

Echantillon v Surveillance en temps -réel
v'Sans marquage
v’ Informations quantitatives

[Culture/Capture/Mesure] par SPR de 1h a 10h

Figure 3.12: Comparaison des étapes nécessaires pour latid@teeactérienne, entre une méthode

conventionnelle et I'approche dynamique CCM par iSPR

Apres avoir effectué une preuve de concept detaghe CCM par SPRi a l'aide du
modéleS.penumoniae R@éine expérimentation a I'aide d’'une nouvelle espgactérienne, a
permis d’élargir I'utilisation de cette techniqued@autres bactéries, notammehicoli K12
En conclusion, il suffirait de trouver les bonsaligls de reconnaissance surfacique spécifique
pour une espéce bactérienne donnée (anticorpsephagtameres ou autre), pour pouvoir la
détecter a I'aide de ce systeme, méme en faibletig@aa condition gu’elle soit viable.

Cette approche, simple a priori, doit étre étudigautilisant des bactéries pathogenes
dans des matrices complexes, pour connaitre sa ¢iififfgaavec les échantillons réels. Le
chapitre 4 présentera des travaux expérimentésrspathogéne du secteur agro-alimentaire

(Salmonella) ainsi qu’une ouverture vers des apptios médicales.
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Chapitre VI

Application a la détection de bactéries

pathogenes
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V.1 Détection d’un pathogene en agroalimentaire Exemple de la
salmonelle

Plus de 60 % des toxi-infections dans le monde & @0 France (figure 4.1) sont
dues a Salmonella [1] ; les salmonelloses sontedfait, devenues un phénomeéne de sante
publique ce qui justifie I'implication de I'Orgaat®on Mondiale de la Santé (OMS) dans la

lutte contre les salmonelloses (Salm-Surv 2005) [2]

0% enteritidis
a5 typhimurium

OAutres salmonelles

m Salmonella sp ® Clostridium perfringens mS. aureus B Autres

Figure 4.1 : Diagramme des germes identifiés responsablesxéfections en France (source ANSES).

En France, il existe un réseau d’épidémio-surmedé ciblée de la salmonelle au sein
de I’Agence Nationale de Sécurité Sanitaire (ANS&S)alimentation de I'environnement et
du travail, appelé Réseau Salmonelba Ce réseau permet un suivi des salmonellesgiberi
non humaine sur I'ensemble de la chaine alimen@weplémentaire de la surveillance des
salmonelles d'origine humaine, il participe au dssfifode sécurité sanitaire des aliments. Par
ailleurs, une partie des souches collectées paédeau est analysée par le « Laboratoire

d'études et de recherches sur la qualité des dabnetrsur les procédés agroalimentaires »,

pour caractériser leur sensibilité aux antibiotgjuees mécanismes de résistance sont étudiés
et une activité de vigilance est exercée vis-adeiphénotypes de résistance ayant un intérét

au regard de la santé publique.

Le Centre National de Référence des Salmonellde®tShigella (CNRSS) est chargé
de sérotyper les souches de Salmonella provenantatieratoires d'analyse médicale. En
2000, plus de 12 883 souches provenant d'envir@0 l&boratoires, ont été sérotypées [3].

Le CNRSS alerte la Direction Générale de la Sanhténetitut de Veille Sanitaire lorsqu'il
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détecte des cas groupés, des épidémies ou une rtagjore de la fréequence d'isolement d'un

sérovar, grace a un systeme informatisé de suamed! et d'alerte.

La déclaration obligatoire des toxi-infections nadintaires collectives, constitue
egalement une source d'informations trés importémeEurope, ENTERNET (homologue du
systeme FoodNet aux USA) est un systeme qui sienail temps réel, via un réseau fermé,
des cas d'infections humaines causées par des mgariemes pathogenes transmis par les
denrées alimentaires, principalemedalmonella spet Escherichia colivérotoxinogenes
(VTEC) [4]. L'accés a la banque de données estu@&seix microbiologistes responsables des
centres nationaux de référence pour les microosgaes concernés, ainsi qu'aux

épidémiologistes responsables des activités deianoe nationale appropriée.

IV.1.1 Classification et caractéristiqgues de Salmm®lla (antigene 0, H et Vi)

Les salmonelles appartiennent a la famille deserBbtacteriacae et au genre
Salmonella Le genreSalmonellacomprend deux espéces qui s@aimonella entericat
bongori [5, 6]. Sur la base de criteres phénotypiquespéesS. entericaest elle-méme
subdivisée en six sous especesterica(l), salamag(ll), arizonae(llla), diarizonae(lllb),
houtenaglV) etindica (VI).

L’habitat commun de la sous-espé&teerica(l) sont les animaux a sang chaud [5-7],
tandis que I'habitat commun des sous-especeddl, lllb, 1V et VI sont les animaux a sang
froid et I'environnement [6]. Toutes les espécesgenre Salmonellgpeuvent infecter les
humains.Salmonella entericast un bacille a coloration Gram négatif, mohilen sporulé et
anaeérobie facultatif mesurant 0,7-1,5 um par 200450 [8-10].

La sérologie est basée sur la caractérisationrdissantigenes de surface :
1. l'antigene oligosaccharidique dit somatique (O)
2. I'antigene flagellaire (H)
3. et l'antigene polysaccharidique dit de I'envelopy®, découvert dans les

sérotypes Typhi et Paratyphi [9].
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Figure 4.2 : Structure de la salmonelle et de ses antigenssidfiéce (a) Schema général d'une salmonelle avec
les principaux antigénes de surface (O, H, K ou i) Schéma détaillé des composants surfaciques de la

salmonelle.

Elle permet le classement des sous-especes emaser(anciennement appelés
sérotypes) ; ceux appartenant a la sous-espeagcargent affectés d'un nom, correspondant
fréquemment a un lieu géographique, les autresdssignés par leur formule antigénique.
L'ensemble des sérovars connus est répertorié iaudse schéma ddauffmann-White-
LeMinor [11]. La sous-espeantericaseule comprend 2.610 sérotypes différents, les plu
connus étant Typhi, Paratyphi, Enteritidis, Typhimaon et Choleraesuis [5]. Il est
usuellement accepté d'utiliser les écritui@almonella enteritidis, Salmonella paratyphi,
Salmonella typhimuriumet Salmonella typhi comme synonymes hétérotypiques de
Salmonella enterica subsp. Enterica. Les épith&teteritidis (enteritidis, Enteritidis),
paratyphi (paratyphi, Paratyphi)typhi (typhi, Typhi) et typhimurium (typhimurium,
Typhimurium) sont tous des nomenclatures possildemloyés uniguement pour désigner

des sérovars.

IV.1.2 Les salmonelloses

Les salmonelloses sont des maladies provoquéesigsmaentérobactéries du genre
Salmonella. La plupart des Salmonella sont dessfiasaintestinaux des animaux vertébrés et

des oiseaux transmis a I'homme par le biais d'alisneontaminés. En pathologie humaine,
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les salmonelloses comprennent deux principaux tgfsffections: gastro-entérites et fievres

typhoide et paratyphoides [12].

IV.1.2.1 Les gastro-entérites

a) Epidémiologie

Vu le large spectre d’animaux pouvant étre pogei@Salmonellaune grande variété
de produits alimentaires, consommeés crus, peu cuitsyant fait I'objet d’'une contamination
post-cuisson, peut étre a l'origine d’'une contardma humaine : produits carnés - et
particulierement la volaille - ceufs et produitdiéas. Plus rarement la contamination peut

avoir pour origine un contact direct avec un animalade ou porteur sain.

Les salmonelloses d’origine alimentaire peuvent ndonlieu a des foyers tres
importants, qui peuvent atteindre une échelle nate voire internationale si un aliment
commercialisé a large diffusion se trouve contamifr@ 1994 aux Etats-Unis, par exemple,
une épidémie provoquée par une creme glacée aédd@h000 personnes. En France, une
des plus importantes épidémies, dont la sourcpun@re identifiee, survenue fin 1985, aurait
touché 25.000 personnes d’apres I'estimation la falle. En France toujours, entre 2006 et
2008, 3.127 foyers de toxi-infection alimentairdlaxtive (TIAC), maladie a déclaration
obligatoire, concernant 33.404 patients ont etéadés par les médecins, les biologistes, les
responsables d’établissements ou les particuliersfatorités de Santé. La moitié des foyers
de TIAC dont l'agent infectieux a pu étre détermié@it di aux bactéries du genre
Salmonella Le Centre National de Référence &sdmonellaa I'Institut Pasteur qui est en
charge de la surveillance microbiologique des sabtioses humaines répertorie environ
10.000 isolements annuels 8almonellachez I'homme depuis 2004. Le sérotype majoritaire
est Typhimurium (ubiquitaire), suivi par le sérotypmteritidis (filiere ceuf). Ces deux
sérotypes représentent 70% de tous les isoleme&sala®nellall était jusqu’a présent assez
difficile d’avoir une idée du nombre réel de caswais (TIAC + cas sporadiques) mais une
enquéte nationale (Institut Pasteur-Afssaps-InVigjres de 3.375 laboratoires de biologie
médicale a révélé environ 17.000 cas humains asmagelfirmés de salmonellose en France

pour I'année 2008.
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b) Traitements et symptémes

Les gastro-entérites sont provoquées parSaémonellaubiquistes présentes chez
’lhomme et les animaux. La durée d’'incubation estggalement de 1 a 2 jours et dépend de

la dose ingérée, de la santé de I'hote et destéaistmjues de souche &almonella

Les salmonelloses se manifestent par une fievre,diarrhée, des vomissements et
douleurs abdominales. Chez des adultes de congifigeique normale, une gastro-entérite
disparait sans traitement aprés 3 a 5 jours en mmeyd-n revanche, uatibiothérapie doit
étre prescrite chez les personnes agées, les semurs, ou les personnes immuno-déprimées

chez lesquels l'infection peut étre plus sévereagevmiortelle.

c) Prévention

La meilleure protection contre le risque de saliose est une bonne cuisson des
aliments, en particulier des viandes, a au moif€gtendant 5 a 6 minutes. Pour le steak
haché congelé ou surgelé, la cuisson doit étretetfe sans décongélation préalable car elle
augmente le risque de multiplication bactérienne.ftoid bloque le développement des

bactéries mais ne les tue pas.

De 1985 a 1997, le nombre de cas d’infectionsSaémonellaEnteritidis a fortement
augmenté en France : cette souche touche les étedageolaille et a la particularité d'étre
présente non seulement a la surface de la cogigll€ceuf, mais dans le contenu méme
d’ceufs intacts. Il est pour cette raison consealkéconserver les ceufs au réfrigérateur, de
maintenir au froid les préparations a base d’ceaiss scuisson (mayonnaise, cremes,
patisseries ...) et de les consommer le plus rapdé possible aprées leur fabrication. De plus,
les personnes les plus vulnérables (personnes,agakxies, nourrissons, femmes enceintes)

devraient éviter la consommation d’ceufs crus ouqoés.
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IV.1.2.2 Fievres typhoide et paratyphoides

a) Epidémiologie

LesSalmonellaesponsables des fievres typhoides et paratyphaig@st 'homme
pour seul réservoir, la contamination se fait pgestion d’eau ou d’aliments ayant subi une
contamination fécale d'origine humaine. Comme teues maladies a transmission oro-
fécale, ces fiévres surviennent le plus souvent digsszones ou I'hygiéne est précaire, et
frappent principalement les pays en développemenfge, en Afrique ou en Amérique

Latine.

Les données mondiales font état de plus de 20omsllde cas annuels de fievre
typhoide, et de plus de 200.000 morts. La maladée pas totalement disparu des pays
industrialisés. En France métropolitaine, en 19%he épidémie qui a nécessité
'hospitalisation de 26 personnes est survenue alldJt dans les Alpes-Maritimes,
probablement due a la consommation de charcutasediun banquet préparé par un porteur
du bacille. Une autre épidémie est intervenue €981® Villeneuve St Georges ou, apres
consommation d’'un repas commun, 20 personnes ésepté une fievre typhoide et 95 une
gastro-entérite précoce [13]. En 2003 et 2006, deysrs de 7 a 10 cas groupés liés a un lieu
de restauration, ont été détectés a Paris. Lasaérta contamination a été identifiée pour les

deux épisodes, il s'agissait a chaque fois d'untguor sain travaillant en cuisine.

Les fievres typhoide et paratyphoides sont caupéesdesSalmonellastrictement
adaptées a I'homme, majoritairem&8atmonellaryphi, puisSalmonellaParatyphi A,
certaines souches &lmonellaParatyphi B eBalmonellaParatyphi C. Ce sont des maladies
a déclaration obligatoire en France. Depuis 20080 1la 250 cas d’infections
aSalmonellalyphi, isolées en France (mais contractées en d@melémie), sont répertoriés
chaque année au Centre National de Référenc&alamnella Ces souches proviennent
guasi-exclusivement de cas importés (Afrique essmntinent Indien). L'incidence annuelle

des cas en France est environ de 0,2 pour 1004difitahts.

b) Symptémes et traitement

Une a trois semaines apres la contamination suruige fievre continue accompagnée

de maux de téte, d'anorexie, d'abattement («tuphtsrpeur en grec), de douleurs
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abdominales avec diarrhée ou constipation. Danfoteses bénignes, I'état reste stationnaire
pendant une quinzaine de jours puis la convalescelce plusieurs semaines. Dans les
formes plus graves ou des complications peuveresiurau niveau de I'intestin, du coeur ou
de la vésicule, la fievre typhoide peut étre fawtel'absence de traitement. Le taux de
mortalité est de 10% en I'absence de traitemeribiatifjue efficace comparé a moins de 1%

pour les autres formes de salmonellose.

Une antibiothérapie appropriée abaisse le risquaaltalité a moins de 1%, mais on
isole de plus en plus de souches résistantes aibictiques : en Asie du Sud-est et dans le
sous-continent Indien, plus de 90 % des souché&&sesgont ainsi de sensibilité diminuée aux
fluoroquinolones, antibiotiques classiquement sd8i, contre moins de 1% en Afrique.

Une particularité épidémiologique de ces infetiest qu’il existe des porteurs sains
de ces bactéries. En effet, aprés guérison d'uneefityphoide chronique 2 a 5% des
individus continuent a héberger dealmonellalyphi (essentiellement au niveau de la
vésicule biliaire) qui sont excrétées épisodiquendamis les selles et qui peuvent étre donc a

I'origine de cas secondaires.

c) Prévention

La prévention repose sur la surveillance épidérgigue et la lutte contre le "péril
fécal". La dissémination des bactéries peut étrayée par : une distribution d’eau de qualité,
bactériologiquement contrblée, le traitement degxeasées, la généralisation du tout-a-
I'égout, le contrdle des zones de récolte des dlages, la pasteurisation des aliments, beurre
et lait en particulier et le respect strict dedesgl’hygiéne pour tous les travailleurs du milieu
de la restauration. Uwaccin anti-typhoidique bien toléré,ne nécessitant qu’'une seule
injection, peut étre administré aux voyageurs selapt dans des régions a risque. L'effet
protecteur dure 3 ans et le taux de protectioroee o’endémie est de 60%.
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IV.1.3 Le Diagnostic de la salmonelle

IV.1.3.1 Diagnostic clinique et microbiologique

Seule une hémoculture ou une coproculture réalib@z un patient présentant les
symptébmes d'une salmonellose, permet d'établiréritable diagnostic ; cette coproculture
doit comporter une phase d'isolement puis d'ideatibn de la bactérie, complétée par un

antibiogramme.

IV.1.3.2 Détection dans les aliments, I'eau ou l\@ronnement

La recherche deSalmonelladans les denrées alimentaires et dans les édbastil
environnementaux fait I'objet d'une procédure ndisé@a tant au niveau international (ISO
NF EN 6579). Cette recherche nécessite des phasespré-enrichissement, puis
d'enrichissement sélectif, suivies d'une étapeldlisent sur des milieux sélectifs spécifiques
et d'identification biochimique et sérologique.nsemble de ces opérations nécessite un délai

compris entre 3 et 5 jours.

Nous assistons actuellement a I'émergence de dexhalternatives permettant de
diminuer sensiblement ces temps de réponse (24 leutes) ; celles-ci font appel a des
techniques immunoenzymatiques [14], de biologieéndhire [15-17], d'immuno-séparation
ou de concentration magnétique [8, 18]; ces méthatternatives peuvent faire I'objet d'une

validation nationale selon une procédure normalisée

IV.1.4 Application de I'approche dynamique a la reherche de Salmonella

Nous avons développé dans le cadre de cette thasetechnique de diagnostic
microbiologique par imagerie SPR basée sur I'agproc< Culture-Capture-Mesure »

développée dans le chapitre précédent.
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IV.1.4.1 Essais préliminaires dans le milieu de twie artificiellement contaminé

Ces premiers essais se sont déroulés dans leundke culture (eau peptonée
tamponnée) artificiellement contaminé par d8almonella Enteritidis. Les anticorps
spécifiques utilisés pour la capture de la salmentlut au long de ce chapitre sont les

suivants :

STE: anticorps polyclonal commercial de lapin afype IgG(AbD serotec 8209-
4006), polyvalent pour les antigenes O (somatiqats) (flagellaires) du groupe Salmonella.
Cet anticorps a été préparé a partir d'un mélangaunogéne dé&almonellaEnteritidis
SalmonellaTyphimurium et Salmonellddeidelburg En pratique, il est utilisé comme ligand
spécifique pour la détection de bactéries du gr@ghmonella

SE3 et SE6: anticorps monoclonaux de souris ¢jmoigG (fourni par M. Hervé

Volland, CEA Saclay) spécifiques du sérovar Entisitdu groupeSsalmonella

ST7: anticorps monoclonal de souris d’isotype Jdg@ourni par M. Hervé Volland,

CEA Saclay) spécifique du sérovar Typhimurium dougreSalmonella

De part le procédé de leur fabrication, il estodenque ces anticorps monoclonaux
sont dirigés contre des antigenes de surface remtifiés. Leur spécificité pour un sérovar

donné est évaluée a I'aide d’un test de liaisorS&\, lavec:

v' Sur la phase solide : différentes souches bact@gesont testées (famille de
Salmonella + E.coli + Shigella

v' L’échantillon : I'anticorps a tester a différentamncentrations.

v' Un traceur : Ig de chévre anti-lg de souris cougléBAcétylcholinestérase
(AChE).

v Révélation avec réactif Ellman, lecture des abswésia 414 nm.

Une biopuce SPRi dédiée a la détection de salmone8té réalisée selon le plan de dépoét

suivant :
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Figure 4.3 : Schema du dépét d’anticorps sur le prisme podétaction dé&salmonellaEnteritidis.

La souche d&almonellatestée est 1&. entericasérovar Enteritidissouche laitiere
isolée sur du fromage Cantal (référence ISHA 1.18pyés une préculture durant la nuit de
la soucheSalmonellaEnteritidis dans de l'eau peptonée tamponnée (E®137°C, la
concentration de la solution bactérienne est estiemére 1Bet 1¢ ufc/ml. Cing dilutions de
dix en dix de la culture bactérienne sont enséédisées dans de I'EPT, la concentration de la

sixieme dilution (sur puce) est estimée entre 3a6tufc/ 500 pl.

En parallele, 10 ml de la pré-culture bactérienmae sont centrifugés (3000 rpm,
15min, 20°C) et lavés deux fois a I'aide de PB8diktérile. Huit dilutions de dix en dix (1
ml dans 9 ml a chaque fois) sont réalisées darBB&ipuis les dilutions (-6), (-7) et (-8) sont
ensemenceées en profondeur sur des boite de Patdnamt de la gélose Tryptic Soy Agar
(TSA), avec 1 ml de la dilution par boite, puisubées 24 h a 37°C pour le dénombrement.
Le prisme est préalablement bloqué avec 1% de BSwant 15 minutes puis avec de 'EPT
pendant 15 minutes, avant d’étre placé dans l'ima@PR. Ensuite, 500 pl d’EPT sont
injectés dans la chambre 1 (contrdle) et 500 pladdilution bactérienne préparée sont

injectées dans la chambre 2.
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Figure 4.4 : Suivi de la culture dSalmonellaEnteritidis par imagerie SPR. La variation engaétilvité la plus
importante est observée sur les plots SE3 et SE@iesde STE dans la chambre ensemencée. On observe
également une faible variation en réflectivité ks plots contrdle, mais qui est plus tardive. Dianshambre

contrble, il n'y a qu'une tres faible dérive stabtenon spécifique sur tous les plots.

Le signal de variation de réflectivité est obsersdr les plots des anticorps
monoclonaux SE3 et SEG6, spécifiques pour la redssaace des bactéri€dalmonella
Enteritidis. L'anticorps commercial STE, est eégadamnspéecifique pour la salmonelle mais le
signal de variation en réflectivité est moins fdres autres anticorps n’interagissant pas de

facon spécifique avec la bactérie, on n’observemngifaible variation de réflectivité.

Le dénombrement sur boite a permis de faire unmatson sur la concentration de la
pré-culture bactérienne de 7X1Qfc/ml, ce qui nous a permis d’estimer le nombee d

bactéries sur puce au moment de 'ensemenceme® - Z5ufc/ 500 pl.

a) Courbe d’étalonnage et quantification du taux decontamination d’'un échantillon

inconnu

Afin d’établir une courbe d’étalonnage, I'expégende suivi de la culture par SPRi a
été répétée plusieurs fois a différentes conceoit bactériennes initiales. Les deux
chambres ont servi pour ensemencer deux concemsaitnitiales différentes a chaque fois
(figure 4.5).
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Figure 4.5 : Suivi de la croissance &almonelleEnteritidis par SPRi a différentes concentratimitsales.

Les concentrations initiales d’échantillons actéllement contaminés p&almonella
Enteritidis ont été ensuite exprimées en fonctionteimps nécessaire pour atteindre une

variation en réflectivité de 2% sur les trois anitjs spécifiques SE3, SE6 et STE (figure 4.6).
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Figure 4.6 : Suivi de la variation en réflectivité sur les glepécifique SE3, SE6 et STE en fonction du temps,
pour chaque inoculation d& Enteritidis et représentation du temps de détecii@% pour chaque inoculation
bactérienne en fonction de la concentration irati@chelle log 10)@a) Suivi de la variation en réflectivité sur
les plots spécifiqgue SE3 en fonction du temps, pchaque inoculation(b) Représentation du temps de
détection a 2% pour chaque inoculation bactérieemdonction de la concentration initiale sur lestpISE3
(échelle log 10)(c) Suivi de la variation en réflectivité sur les glapécifique SE6 en fonction du temps, pour
chaque inoculation(d) Représentation du temps de détection a 2% pouguehaoculation bactérienne en
fonction de la concentration initiale sur les pIB&6 (échelle log 10fe) Suivi de la variation en réflectivité sur
les plots spécifique STE en fonction du temps, phaque inoculatior(f) Représentation du temps de détection

a 2% pour chaque inoculation bactérienne en fonal® la concentration initiale sur les plots spgad STE
(échelle log 10).
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L’'analyse de ces courbes sur les différentes dgut.6 (b, d et f) montre que
l'alignement des points pour un type de ligand Bjage suit deux régimes. En effet, I'aspect
des courbes d’étalonnage pour les anticorps monacio SE3 et SE6 est en forme de
décroissance linéaire avec un effet de saturatios s grandes concentrations (5750 et
57500 ufc), donnant lieu a un deuxieme régime (Ggud.6.b et 4.6.d). Seule la premiére
partie linéaire est exploitée pour les essais dmtification. Pour les courbes de I'anticorps
polyclonal STE (figure 4.6.f), les pentes des cesrlsont plus paralleles mais parfois

incohérentes car la détection de 14, 36 ou 14%hastse fait au méme temps.

Cependant, une dérive initiale non spécifique dinad SPR lié a la croissance
bactériennes sur certaines expériences (exempleatdebes a 1,4 ufc et 5750 ufc/ 500 pl),
génere une fausse estimation du temps nécessairepoulétection spécifique lors ce qu’'un
seuil de réflectivité comme 2% est fixé. Nous avdasc décidé de faire un ajustement pour
éliminer cette dérive primaire sur la courbe dassance en phase exponentielle. Sans raison
apparente cette dérive semble étre plus prononséesscourbes des anticorps monoclonaux
SE3 et SE6. Ci-dessous (figure 4.7) est présentéxample d’ajustement par soustraction

d’une ligne de base pour la courbe a une conceniratitiale de 1,4 ufc/ 500 pl.

a 16+ b 16
( )14 ( ) SE3 LB
_gég 141 —sE6LB
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12 SE3 12
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Figure 4.7 : Courbes de suivi de la croissance spécifique daift/ 500 ul desalmonellaEnteritidis. (a)
Avant soustraction de la ligne de base : cetteeligm base est déterminée a 'aide d’un « fit »adedyenne
des courbegb) aprés soustraction de la ligne de base : les pei® courbes sont nulles jusqu’a la phase

exponentielle de croissance spécifique.

Suite a I'ajustement des courbes SE3, SE6 et Sid@s€nce de dérive), nous avons retracé les

courbes d’étalonnage. L'aspect des courbes estiplusgene avec un bon parallélisme des pentes sur

115



la partie R=0,5 a 4% (figure 4.8). Nous avons g$i@ené un seuil de 1% pour la seconde

représentation, qui semble étre plus représeni@ati realité.
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Figure 4.8 : Etablissement de la courbe d’'étalonnage a pagsrdifférentes inoculations bactérien(e).
Suivi du signal de réflectivité sur les plots sfigae SE3 en fonction du temps, pour chaque indicula
aprés soustraction de la ligne de bdbg.Représentation du temps de détection a 1% enidonde la
concentration initiale (échelle log 10), aprés smasion de la ligne de baséc) Suivi du signal de
réflectivité sur les plots spécifique SE6 en fometdu temps, pour chaque inoculation, aprés satismade
la ligne de base(d) Représentation du temps de détection a 1% enidonde la concentration initiale

(échelle log 10), aprés soustraction de la lignebdse.(e) Suivi du signal de réflectivité sur les plots
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spécifique STE en fonction du temps, pour chaqureeatration initiale, aprés soustraction de ladigie
base.(f) Représentation du temps de détection a 1% pouiometion de la concentration initiale de

SalmonellaEnteritidis (échelle log 10), aprés soustractiedalligne de base.

Pour la suite des analyses nous avons choisi alailter sur les courbes SE3
uniguement (similaires au SE6). La déduction dedacentration initiale d’un échantillon
contaminé ne peut se faire que sur une plage dditéatle la courbe d’étalonnage (partie
linéaire) se trouvant a des concentrations ingi&etre 5 et 500 ufc/ 500 pL. Au-dela de ces
concentrations apparait un phénomeéne de saturgdastie non linéaire). Ceci s’explique par
le fait que les concentrations sont suffisammeavésds pour une détection rapide, car la
concentration bactérienne nécessaire pour unetibgtespécifique, correspondant a 1% en
réflectivité (Guy) est rapidement atteinte. Cependant, il faudeaiefplus d’expériences pour
conforter la courbe d’étalonnage et renforcer &bifité des résultats, cela a cause de la

grande marge d’erreur au niveau des faibles tawcod&amination.

Par la suite, nous avons voulu savoir quelle catmagon bactérienne () génere
un AR de 1%. Sur la fenétre de linéarité et en preeantompte les points expérimentaux
(plots SE3): 14 ufc, 14,5 ufc, 36 ufc, 145 ufc 80 3ifc / 500 pl, - le point 1,4 ufc/ 500 ul n'a
pas été pris en compte a cause de la grande Barreud sur un si petit nombre, donnant une
trop grande disparité de la pente moyenne-. Nowssavracé la pente moyenne de la
concentration (échelle log 10) en fonction du teifijgaire 4.10), dont I'équation de la pente
(Y=4,55275 - 0,00979 X) correspond a I'équatiorceessance bactérienne suivante :

Log2
r

LogCi=LogC,,, — t (1)

Il en résulte que Gy = 3,5 x 106 ufc/ 500 pl, avec un temps de génératien30,7 minutes.
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Figure 4.10 : Représentation logarithmique de la concentratigtiale inoculée en fonction des temps de

détection spécifiques pour une valeur de seuil &dftes plots SE3.

En conclusion, une variation en réflectivité de t#srespond donc a la détection
d'une concentration de 3,5 x 4@fc / 500 pl pourSalmonellaEnteritidis, contre une
concentration de 0,75 x 40fc/ 500 pl pour I€S. pneumonie Réalculée dans le Chapitre 3.
La différence de concentration observée entre cas dpproximations peut étre expliquée
par le fait que laSalmonellaEnteritidis soit une bactérie flagellée qui est par conséquent
mobile et peut nager dans le milieu, atteignansiden surface de facon plus rapide que le
pneumocoque, ou seuls des phénomenes de diffusida sédimentation sont mis en jeu.
Ainsi, la salmonelle, grace a sa mobilité, génére wariation de signal en SPR plus
rapidement.

b) Modélisation des courbes théoriques de croissamesur la plage de validité linéaire

Nous avons tracé un modele théorique de croisshac&rienne, en prenant en
compte un temps de dédoublement expérimentpldé 30,7 minutes, ainsi que les
concentrations : 14, 36, 145 et 359 ufc/ 500 ptespondant a la partie linéaire de la courbe
d’étalonnage. Les courbes de croissance exporlentietoriques dont I'équation est:

ti

C =Ci 27 ont été tracées (figure 4. 11).
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Figure 4.11: Courbes théoriques calculées de la croissanceSalnonella Enteritidis a différentes
concentrations en fonction du temps.

La concentration £qui, rappelons-le, correspondant a la concentraiactérienne
nécessaire pour la détection spécifiqué&dbmonellaEnteritidis a une variation de réflectivité
de 1%, a été calculée. Elle est de 3,5 % ufé/ 500 pl. Les temps de détection théoriques
correspondants a ces concentrations sont trés raigsetemps de détection expérimentaux

fixés a 1% en variation de réflectivité (tableall)4.

Temps de détection Temps de détection
L : L : % d’écart
théoriques (min) spécifique moyen (min)
14 ufc 347 351 0,04 %
36 ufc 305 327 0,22 %
145 ufc 243 242 0,01 %
359 ufc 202 207 0,05 %

Tableau 4.1 :Comparaison des temps de détection spécifiquesspmmdant & 1% de variation en réflectivité

dans le modele expérimental et @dans le modéle théorique de croissance exporlerdies bactéries.

Par conséquent, cette modélisation vient conféetelestimations de concentration et
de temps de dédoublements calculés et prouve quegteal enregistré en réflectivité

correspond a une courbe de croissance exponerdiedidbactéries, trés proches du modéle

ti

théorique de croissance selon I'équatid®= Ci 27 (2)
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IV.1.4.2 Détection de Salmonella dans un mélangepdgulations bactériennes

Aprées avoir effectué une preuve de concept swétaction d'un pathogene ré&.(
Enteritidis) a I'aide de I'approche CCM, nous n@mnme intéressé a la détection de cette
bactérie dans un échantillon contaminé par d’algoegEhes bactériennes, ce qui est souvent
le cas dans une matrice alimentaire (non stéifile)but de ce qui suit est de savoir s'il est

toujours possible de détecter la bactérie recherehéprésence d’autres souches bactérienne.

Une concentration de 40 ufc/ 5008] Enteritidis en présence de 1350 ufc/ 500 pl
E.coli O157a été testé (ratio 1 :30). Pour cela, une pucegpoomnt des anticorps spécifiques
de S.Enteritidis (SE3, STE), &. coli O157(KPL, RNU) et des plots de controle (IgG, ST7,

pyrrole) a été réalisée.

Le résultat figure 4.12 montre la détection spged dE. coli O157sur les plots KPL
et RNU, suivi d’'une legére augmentation du signal teut les plots confondus vers 400
minutes. Cette augmentation est probablement daepaécipitation de€. coli en grande
concentration, en fin de cycle de croissance. V&€& minutes, une variation en réflectivité
spécifiqgue de la croissance &e Enteritidis est observée sur les plots spécifiques (SE3et
STE). Pour des raions de clareté de la figure,am seprésentées que les moyennes des

triplicats de pour chaque ligand.

14 - 40 ufc de S. Enteritidis + 1350 ufc de E.coli 0157

AR (%)

T T T T T
360 480 600 720 840

Temps (min)

h T
0 120 240

Figure 4.12 : Suivi de la culture d’'un mélange de &0 Enteritidis et de 1350 E. coli O157 par SPRI. La
détection des E. coli 0157 se fait plus tét quéecdes salmonelles car elles sont en nombre supéties

fleches indiquent le début de la détection dedéssance d&. Enteritidis sur ses plots spécifiques.
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Par conséquent, I'approche dynamique moyennairhigation, peut étre utilisée pour
la détection d’'un pathogéne en faible concentratians un milieu non stérile, et peut

eventuellement étre utilisée pour détecter la préssimultanée de deux pathogeéenes.

IV.1.4.3 Détection de bactéries dans une matricenantaire complexe

Une matrice alimentaire est un terme désignardlmment solide ou liquide composé
d’un ou plusieurs analytes qui définissent sa cexif@d (par ex., aliment transformé, matiéres
brutes, etc). Quelle que soit la nature initialepdoduit, 'analyse microbiologique s’effectue
toujours a partir d’'une suspension. Aprés ouveraseptique, I'échantillon sera homogénéisé
(quand il est de nature liquide) ou broyé dansalome connu de diluant stérile (quand il est
de nature solide), ce qui constitue en fait la peeendilution.

Pour les produits liquides (ou semi-liquides) wggtation manuelle vigoureuse en
présence de billes de verre permet d’obtenir umedggnéité satisfaisante. Pour les produits
solides diverses techniques de broyage sont tliéisa

v' Broyage manuel au Potter ou en en présence de tédleerre stériles (mortier).

v' Broyage mécanique a l'aide un broyeur du type ST@WMER (digesteur) par
exemple. Cet appareil utilise des sacs plastiquéeses a deux compartiments séparés
par un filtre ; il permet de disperser dans deslitmms relativement douces l'aliment
dans le diluant et de récupérer ce qui est disdans le deuxieme compartiment. Le

but étant de faire passer les bactéries dans lpaiment liquide.

La prise d’essai de I'échantillon dans le cas diliment liquide est toujours diluée au
dixiéme dans le diluant. Pour les échantillonsdesj la prise d’essai est le plus souvent de 10
g (ou 25 g) daliment et de 90 ml (ou 225 ml) déuaint. Cette procédure est considérée

comme une dilution au dixieme également.

L'intérét ultime recherché par le présent travaist I'application de I'approche
dynamique sur des échantillons réels. Pour ce,fames avons choisi de volontairement
contaminer des matrices alimentaires, afin de mides applications dans le milieu agro-

industriel et de tester la sensibilité et la robasé du systeme dans ce genre d’échantillons.
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a) Expériences sur le modéle du pneumocoque

Lors des premiers essais, ou nous n'avions pasr@mcquis la souche Salmonella,
nous avons artificiellement contaminé de la viamdehée « fraichement » achetée a la
boucherie locale avec du pneumocodf Le traitement habituel et la mise en culture de
portions alimentaires se font selon les protocadésndards utilisés en microbiologie
alimentaire pour la recherche de pathogénes. Rouinhde hachée par exemple, le protocole
de recherche de pathogenes préconise l'utilisat®25g de viande hachée dans 225 ml de
diluant. Pour cela, nous avons mélangé des propasrtilix fois plus petites mais avec un
méme ratio de mélange : 2,5 g de viande hachéeZ®/Banl milieu de culture TH (le milieu
d’enrichissement du pneumocoque a été utilisé codimant). Ensuite, nous avons récupéré
le jus filtré a l'aide de papier Whatman. Le réaulde I'analyse SPR n’était pas probant,
comparé a du jus de viande haché non contamigéait de la réflectivité sur tous les plots
confondus, et la complexité du milieu ne nous a pasnis d’identifier la cause de ces

interférences.

Par la suite, Nous avons contaminé du lait demaréé UHT (Lactel ®) ainsi que du
lait cru dilués au dixieme dans le diluant (miliée culture TH), avec du pneumocoque. La
dilution au dixieme du milieu complexe est un protecclassiguement utilisé dans la

meéthode conventionnelle de recherche de pathogkamessle lait.

Le résultat obtenu sur le lait demi écrémé stélilieé au 16" dans le milieu TH était
intéressant (figure 4.13). En effet, la variatiom ®flectivité des plots d’anti-CbpE était
spécifique pour la détection de la croissance cgaprocoque, cependant le plasminogene n'a
pas reconnu les pneumocoques de facon spécififjuee.ptobablement été affecté par la

composition du milieu complexe, car il est moirab$ que I'anticorps.
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Figure 4.13 : Suivi de la croissance par SPRi de 500 ufc/ 508g8. pneumoniae Rans du lait demi écrémé
stérile dilué au 19™dans du milieu TH. La variation en réflectivitésifique n’est observée que sur les plots de

I'anti-CbpE, qui reconnaissent la bactérie dansitieu.

Dans le lait cru, milieu non stérile, la présedeebactéries lactiques acidifie le milieu,
donnant du lait caillé, qui interfere avec la détetde la bactérie. Néanmoins, deux plots du
triplicat des anticorps spécifiques anti-CbpE ammrte une variation en réflectivité spécifique

de la détection du pneumocoque (figure 4.14).
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Figure 4.14 : Suivi de la croissance par SPRi de 500 ufc/ 500g8. pneumonia®6 dans du lait cru dilué au
10°™dans du milieu TH.
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b) Etude d’'un pathogene d’intérét dans les matricealimentaires

L’acquisition de la souch8. Enteritidis de nature lactique (isolée sur du fromage),
nous a permis de tester la détection de ce pathatgreedes matrices alimentaires telles que

le lait demi écrémé et dans le lait cru.

Une expérience de croissance 8e Enteritidisdans du lait demi écrémé UHT
(Lactel®) a ete réalisée (figure 4.15). La contation artificielle avec une dizaine de

bactérie a été faite sur du lait dilué au dixiemesda milieu EPT.

20+

{——Pyrrole
184 —1gG
1——ST7
161 __stE
14— SE6
SE3 ['

AR (%)

12 {——Pyrrole
1——1gG

109 g7

g ]—sTE
{—SE®6

6 1 SE3

4
2
O T T T T T T 1

0 100 200 300 400 500 600 700

Temps (min)

Figure 4.15 : Suivi de la croissance de 10 + 4 ufc/ 500uENteritidis dans du lait demi écrémé dilué au
dixieme dans de I'EPT, par SPRI. La variation effecfivité sur les plots spécifiques (SE3, SE6 €EB

atteste d’une détection de la bactérie dans le lait

Le test de contamination artificielle a I'aide $ieEnteritidisdans du lait cru, ne nous a
pas permis de détecter la salmonella dans ce ndbewplexe. Il est possible que les autres
bactéries lactiques présentes dans le lait cruacatifiant le milieu, fassent précipiter des
protéines lactiques comme la caséine. Pour vérdfedte théorie, des travaux récents au
laboratoire, visant a faire un test contrble de #érile au dixieme additionné d’acide
acétique, versus du milieu de culture sans lealddtitionné d’acide acétique également, ont
été effectué. Il en a résulté une augmentationighakdans la chambre contenant le lait au

dixieme uniquement, suggérant une précipitationpdetines du lait.

Au moment de la rédaction du présent manuscri§ tsts de contamination

artificielle de viande hachée avec deSEmonellaEnteritidis, ont été également effectué. La
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détection réussie de salmonelle dans la viandeéeaéhl'aide des anticorps spécifiques,
permet d’étendre I'application de I'approche CCMeas matrices alimentaires de type carné.
Moyennant I'optimisation des protocoles, la détattdes salmonelles dans du lait cru est

également possible.

En conclusion, nous avons utilisé I'approche expéntale CCM développée au cours
de ce travail, pour la détection de la salmonefiasddes matrices alimentaires complexes,
stériles ou non stériles. Cette approche est ersadeirmise au point pour la détection en
conditions réelles de différentes bactéries d’&ttét reste cependant a explorer les limites de
mesure et de performances, comprenant I'éventadalehes bactériennes détectables, le
panel d’échantillons biologiques utilisables, liesites et spécificité de détection pour chaque
matrice testée, la fiabilité des mesures, le tal®chec etc.); et ainsi de confronter ces

performances aux dispositifs analytiques actueligraglisés dans les laboratoires d’analyse.
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V.2 Ouverture vers des applications médicales : Kntibiogramme intégre

IV.2.1 Introduction

L’antibiogramme désigne une technique de labamatvisant a tester la sensibilité
d'une souche bactérienne vis-a-vis d'un ou plusieatibiotiques supposés ou connus. Le
principe consiste a placer une culture pure deébiasten présence du ou des antibiotiques, et
a observer les conséquences sur le développemdat sirvie de celle-ci. On peut par
exemple placer plusieurs pastilles de papier imdgb@'antibiotiques sur une souche

bactérienne ensemencée dans une boite de Paire(fig16).

Figure 4.16 : Photo d’'un antibiogramme sur milieu solide : Lésgdes imbibés d’antibiotiques sont déposées
sur milieu solide. Aprés une incubation de 16 ahl& 35 °C, le diameétre des auréoles autours depies
(zones d'inhibition de la croissance) est mesundr piéfinir la sensibilité de la bactérie a I'antitique (notion

de CMI). (Source Wikipedia)

Il existe trois types d'interprétation selon lardétre du cercle qui entoure le disque
d'antibiotique : souche ou bactérie sensible, iéeliaire ou résistante. En simplifié, c’est un
test de laboratoire permettant de déterminer lailsiétés de bactéries a des antibiotiques

donnés. |l fait appel a la notion de concentratiatique inférieure (c) et de concentration

critique supérieure (C).

v' ¢ : dose minimale d'antibiotique qu'un malade pecg¢voir sans danger et qui
fait effet sur la souche bactérienne.
v' C : dose maximale d'antibiotique qu'un malade peegvoir sans danger et qui

fait effet sur la souche bactérienne.
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Il faut savoir que chez un individu correctemeitér par un antibiotique, la concentration
d'antibiotique dans l'organisme est supposée eseititre la concentration critique inférieure
et supérieure, pendant la durée du traitement. Ploague couple bactérie-antibiotique, on
détermine une concentration minimale inhibitriceM{E La CMI est la plus petite
concentration d'antibiotique qui inhibe toute csaisce visible. En comparant la CMI aux
concentrations critiques, on peut déterminer lasibdité ou la résistance de la bactérie a
l'antibiotique : (i) la bactérie est sensible atiliotique quand la CMI est inférieure a la
concentration critique inférieure. Concrétementla csignifie qu'il suffit d'une faible
concentration d'antibiotique pour tuer les bacgdgeque la dose nécessaire est encore plus
faible que la plus faible des doses qu'on peut agdtner chez I'homme. Donc en clair, si on
traite un individu avec l'antibiotique, la concetiton de celui-ci dans l'organisme sera
toujours suffisante pour tuer les bactéries ;léiipactérie est résistante a I'antibiotique quand
la CMI est supérieure a la concentration critiqueésieure. Concretement, la dose nécessaire
pour tuer les bactéries est bien trop élevée ptrer fupportée chez 'hnomme sans effets
secondaires importants. Cet antibiotique ne pesigf@ utilisé pour traiter une infection ; (iii)
enfin, la bactérie a un profil intermédiaire atibiotique quand la CMI est comprise entre les
deux concentrations critiques. En pratique, ceteespond a une situation ou la concentration
est tantdt suffisante pour tuer les bactéries,6tamsuffisante. Il faut considérer que la
bactérie sera résistaritevivo et il ne faut pas utiliser cet antibiotique.

L’identification d’'un microorganisme et I'étude da sensibilité aux antibiotiques sont
les éléments indispensables que le clinicien egme définir le traitement d’un patient. En
effet, I'antibiogramme est réalisé dans les casfatiions graves (choc septique, infections
nosocomiales...) ou lorsque les antibiotiques ¢heis probabiliste ne fonctionnent pas. Cette
attitude aboutit a I'utilisation répétée des mémaibiotiques et contribue a I'émergence de
souches résistantes. L'émergence de ces nouveallehes résistantes a créée un besoin
d’intégrer les antibiogrammes au diagnostic bagkg@gique rapide.

En phase solide sur gélose, jusqu’a 50 antibiotiqisiels peuvent étre testés. Il est
important de souligner que la lecture de I'antibaogme doit se faire de fagon critique ; par
exemple, si urstaphylococcus aureiStaphylocoque doré) est résistant a l'oxacilline
(ancienne meéticilline), il faut le considérer rémsig a toutes les béta-lactamines (toutes les

pénicillines et toutes les céphalosporines devienmeutilisables). Une telle bactérie est

127



appelée un SARM pour Staphylocoqueeusrésistant a la méticiline (ou MRSA en anglais).
Il est donc utile de connaitre les résistances abégrdes bactéries, pour diminuer le nombre
de tests d’antibiotiques a effectuer et d’adapstibiogramme en fonction des informations
connues pour certaines especes bactériennes. Emch®; certaines résistances sont
hétérogenes et ne vont toucher qu'une partie dehes, dans ce cas |3, il faudra intégrer plus

d’antibiotiques a tester.

La détermination précise de la CMI par la méthoderéférence est difficilement
utilisable en pratique quotidienne. La commercaie d'une technique rapide et simple, le
E-test® (AB Biodisk), peut étre une alternative tgnge de I'antibiogramme en disques
imbibées. Aprés I'ensemencement des bactéries Gite ke Petri, une bande E-test qui
comprend un gradient d'antibiotique croissant d'argémité a l'autre est déposée. Une
échelle de lecture, imprimé sur la bande, permetinterprétation rapide de la CMI. La boite
est mise en incubation, puis la lecture de la CéMfiaét directement a l'intersection de I'ellipse
d'inhibition avec la bande (figure 4.17).

Zone de croissance
bactérienne

Ellipse d’inhibition

CMmI

Figure 4.17 :Lecture d’'un antibiogramme E-teéa) La CMI est directement lue au point d'intersectanire la
zone d'inhibition et la bande d’antibiotiquga) Images photographiques d’'un E-test apres incubdén haut :

test a 6 antibiotiques, test a 1 antibiotig{8ource site web de BioMérieux).

De nos jours, il existe des antibiogrammes aut@m@stou les bactéries sont déposées

en suspension dans un recipient, la machine dsplicpide et le dépose sur une carte (format
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carte de crédit) dans laquelle il y a de petitasesacorrespondant a chaque antibiotique. La
machine lit ensuite cette carte et donne automatigueles résultats (sensible, intermédiaire,
résistant), c’est 'exemple de I'ATB VET de BioMeéux.

La détermination de la sensibilité peut égalensmtréaliser en milieu liquide, en
testant la sensibilité de la souche bactérienna-vis des concentrations critiques supérieures
et inférieures des différents antibiotiques ou uaigent vis-a-vis des concentrations critiques
inférieures. Ces méthodes simplifites sont comrmaksées, par exemple "ATB
Antibiogramme" (bioMérieux) ou "ATB VET" (bioMérieq, ce qui les rend accessibles aux
laboratoires de diagnostic. L'inoculation des deseet la lecture des résultats peuvent se

réaliser manuellement ou a l'aide d'automates.

IV.2.2 Arrét de la croissance de bactéries par unrdibiotique suivi en SPRi

Nous avons voulu tester la faisabilité d’un antgpeonme via un capteur SPR. Pour ce
faire, nous avons utilisé la soucH& pneumonie R&onnue pour sa sensibilité a
I'érythromycine (figure 4. 18). Cet antibiotiqueitfpartie de la famille des macrolides, qui
empéchent la croissance des bactéries, en intetfévac la synthése des protéines. En effet,
I'érythromycine se lie avec la sous unité ribosamidp0S et empéche ainsi la translocation
des peptides et la formation de polypeptides. lassance des bactéries est ainsi bloquée
sans effet lytique.

0 OH

Figure 4.18 : Structure chimique en 2 dimensions de I'érythroimgc

Une biopuce fonctionnalisée avec des anticorps-GbhgE spécifiques dusS.

pneumoniaegu plasminogéne (Plg), des IgG non spécifiqueS.dmeumoniae&t du pyrrole
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a éte réalisée. La biopuce a ensuite été blogueée derla BSA 1% TH pendant 15 minutes.
Apres inoculation de la cuve a deux chambres a®80 &fc/ 500 ul d&S. pneumoniae R6
dans du milieu de culture TH (dans chaque chandirehe croissance pendant 250 minutes a
35°C, une variation spécifigue en réflectivité estregistrée. Aprés 250 minutes,
I'érythromycine est injectée dans la premiére chanébune concentration finale de 40 mg/l
(concentration bactériostatique), et d'éthanol éolacentration finale de 0,08%. La présence
de traces d'éthanol est due au fait que I'érythramey n’est pas directement soluble dans
'eau aux concentrations de travail. Seul le sohamitenant de I'éthanol a 0,08% final est

ajouté dans la deuxieme chambre.

Bactéries R6 sans Bactéries R6 +
érythromycine érythromycin

—— Pyrrole + Erythromycine
——1gG + Erythromycine

81 anti-CbpE + Erythromycine
——Plg + Erythromycine

——Pyrrole

g4 —lgG
anti-CbpE

—Plg

Injection
du solvant

AR (%)
N
1
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n
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|
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Figure 4.19 :Suivi de la croissance de 5000 ufc/ 500 psdeneumonie R@ar SPRi dans une cuve a deux
chambres(a) Injection du solvant seul a t250 minutes, avec coecentration finale d'éthanol de 0,08%
dans la premiére chambre (contrbéle de croissaiffiog)njection de 4ul d’érythromycine a t250 minutes,
dans la deuxieme chambre a une concentratiorefub@l40 mg/l diluée dans I'éthanol a la concenimati

finale de 0,08%.

La figure 4.19 présente l'impact de l'ajout d'mtikaotique (I'érythromycine) ciblant
les pneumocoques, a la concentration finale de ¢/ sur la variation en réflectivité due a
une croissance d8treptococcupneumoniaegensemencé a 5000 ufc/ 500 ul, apres 250
minutes de culture. Il en résulte que I'ajout deythromycine provoque un arrét net de la
croissance, concreétisé par une nette diminutiolageente des courbes reflétant la variation

en réflectivité particulierement marquée pour lestpd’anti-CbpE et du plasminogéne. La
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diminution est donc liée a une inhibition de la ssaince bactérienne. Par ailleurs, aucune
diminution n'est observée lors de l'ajout de sotutcontrble a la méme concentration
d'éthanol mais sans I'érythromycine, ce qui dénmorgue l'inhibition de la croissance
bactérienne précédemment observée est directementable a I'action de l'antibiotique et

non pas a un effet de solvant.

Par conséquent, nous pouvons envisager le paalkde ce type de mesures et ainsi

proposer un nouvel outil de mesure de sensibilitamtibiotiques.

IV.2.3 Test simultané de deux souches aux profiledésistance aux antibiotiques
différents

Nous avons voulu comparer les profils de senstbdit de résistance d’une méme
espéece bactérienne (résistance acquise) et poantibiotique donnée. Pour ce faire, nous
avons utilisé la souch®. pneumoniae R€éauvage (naturellement sensible a la kanamyctne) e
une souches. pneumonied AdcA I, qui a été transformée avec un plasmide contemant

géne de résistance a la kanamycine (GP, IBS).

OH
OH

HO 0 HO 725 OH
HoN HO "
HOO ,S E 3 o 2
H,N NH;

Figure 4. 20 : Structure chimique en 2 dimensions de la kanangycin

La kanamycine est un antibiotique a large spatdréa famille des aminosides (figure
4.20) qui agit en se liant a la sous-unité 30Sritbesomes bactériens. Cette interaction
interfere avec la traduction des ARN messagersidaoisant des erreurs dans le décodage
des codons. Ces erreurs entrainent larrét de &dudtion ou la synthése de
protéines tronquées, aberrantes ou inactives.dpmcité a synthétiser des protéines normales

et fonctionnelles provoque la mort des bactéries.

L’expérience figure 4.21, montre I'effet de la kamycine (300 pug/ ml) sur la souche

sensible du pneumocoqueq) et celle résistante a la kanamycidieAdcA Il).

131



@[ oy ..
- Qgc(’;sg%) o] Pyrrole (AAdCAIl)
8- —:T;_(CRE?E (R6) 8] lagn?i»(c\l/::éA(l\l;)Achll) /
7] —Plg (sAdeAl) /,
6] 6] /1y
g Injection Kanamycine ;\_0: 54 Injection Kanamycine ////
% 4 | T 4 l
t 34
24 L 24
/——’___—_ ]
ol 0
0 5IO 160 1%0 260 2%0 3(I)0 3é0 4(I)0 450 5(])0 5é0 G(I)O 0 v 5|0 I1(|)0I1éol2(l)0vzéolS(I)OI3éOI4(I)0I4éOI5IOOISéOI6(|JO
Temps (min) Temps (min)

Figure 4.21 : Suivi de I'effet de la kanamycine sur la croissadeS. pneumonie Rét deS. pneumonie
AAdcA 1. (a) Suivi de la croissance par SPRi de 5000 W& |5l deS. pneumonie Réans la chambre 1
puis injection de kanamycine a T= 275 min. (b) $di la croissance par SPRi de 5000 ufc/ 500 |$.de
pneumonied AdcA Il dans la chambre 2, puis injection de la kanamyaiff@75 min. La kanamycine est
rajoutée dans les deux chambres & une concentfatada de 300 pg/ml diluée dans de I'eau. La pelge

croissance de la souche sensible (R6) est en genlirapport a la souche résistante.

L'ajout de la kanamycine a 275 minutes, a une emnation finale de 240 pg/ml,
provoque une diminution de la pente des courbeletaet la variation en réflectivité
particulierement marquée sur les pots de l'anti-ClghEdu plasminogene et ralentie par
conséquent la croissance 8treptococcupneumoniae Réensemencé a 5000 ufc/ 500 pl.
Par ailleurs, aucune diminution n'est observéederkajout du méme antibiotique a la souche
résistantedAdcA I, ce qui démontre que l'inhibition de la croissabaetérienne observée est

liée a sensibilité connue deRb a la kanamycine.

En conclusion, [Il'approche dynamique de suivi deculture bactérienne permet
d’établir un profile de résistance ou de sensiilit un antibiogramme et également de
discriminer deux souches de la méme famille, loisgua une acquisition nouvelle d’'un géne

de résistance.

IV.2.4 Conclusion et Perspectives d’intégration d’'n antibiogramme a la technique de
CCM

Le systeme actuel tel qu'utilisé pour la détectspecifique des bactéries par la

méthode CCM en imagerie SPR, ne permet pas dedege¢ests avec plusieurs antibiotiques
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a la fois. Il faudra substituer la cuve ouverteualtement utilise par un systéme multiplexe

multicanaux pour tester différentes substances$iatitjues.

Nous pouvons imaginer une cuve avec une chamioteate de pré-enrichissement et
de capture spécifique, qui alimente des chambresnsgaires, dans lesquelles, différents

antibiotiques sont déposés (figure 4.22).

Chambre centrale

Figure 4.22 : Vue du dessus d’'une cuve comportant une chambrieate de croissance, ainsi que des puits
secondaires contenants des antibiotiques. Undadiactérie détectée dans la chambre centralealess sont
ouvertes et le liquide passe dans les puits powsuin multiplexe de la croissance en présenceifiérents

antibiotiques.

Il sera alors nécessaire d’utiliser des valvessams ou tout simplement un systeme de
pression mécanique ou fluidique, afin réguler lasspges de liquide, de la chambre centrale
vers les chambres secondaires et de I'enclencheaoawent voulu.

En conclusion, I'approche dynamique permet aujbuidd’établir des profils de
sensibilité et de résistance a un antibiotique dogtnpour une bactérie donnée. Un montage
plus élaboré, tel que proposé, permettrait de tgdtesieurs antibiotiques a la fois dans un
milieu liquide de facon beaucoup plus rapide quéamtibiogramme classique sur boite de
Petri. Cependant comme la concentration de I'astidpie en milieu liquide est fixe, on ne
peut pas parler de gradient de concentration nClé Les concentrations en antibiotiques
utilisées correspondent généralement aux concemtsatritiques inférieures établies pour
I'hnomme.Apres ensemencement avec un inoculum standardiséecture est basée sur
'observation de la croissance dans chacune desibcka. Une absence de croissance

correspond a une bactérie sensible et une croissaortespond a une bactérie résistante.
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Dans ce systeme, les bactéries de sensibilité méinire sont considérées comme

résistantes. Cette approche mérite donc d'étreé@gualus amplement.
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ChapitreV

Conclusions et Perspectives

137



138



Le contexte dans lequel ce travail de these sisstit est celui du développement de
biopuces SPR dédiées a la détection de micro-aers pathogenes et plus particulierement
a la détection de bactéries pathogénes d’origineeataire ou médicale.

Nous nous sommes, dans un premier temps, attad@&xire les différentes méthodes
conventionnelles ainsi que les technologies émeegentilisées dans le domaine de la
détection bactérienne. Cette étude bibliographigueotamment permis d’introduire les
biocapteurs, et plus particulierement le capteutyge résonnance plasmonique de surface
qui a été utilisé dans ces travaux. A la vue defopeances des différentes technologies
recensées, il a été conclu que leurs performartegné similaires notamment en termes de
rapidité et de seuils de détection. Cependantetwsibilité décrite des technologies reste

insuffisante dans le cas d’'une détection spécifiquée principe de la « tolérance zéro » est

appliqué.

Une description détaillée des capteurs optiquesype SPR a permis de présenter
leurs principales caractéristiques ainsi que duhiiire la stratégie adoptée pour la détection
spécifiqgue des bactéries. Nous avons développéida an ceuvre de différentes méthodes
visant a I'amélioration de performances des expémiations. Les limites de détection
obtenues a l'aide de notre imageur SPR étaientocdantes avec celles observées dans la

littérature, selon des modes de réalisation sime#ai

Aprés cette validation du bon fonctionnement desmunocapteurs dans la
configuration « statique », nous avons introdui¢ umouvelle approche « dynamique » de la
détection bactérienne. Cette approche dynamiqueavidiminuer les seuils de détection, en
associant I'enrichissement bactérien a la captudel@ détection spécifique. Grace au modele
d’étudeS. pneumoniae R@ous avons pu faire la preuve de concept de bgtethése et de
détecter la présence de faibles quantité bactése(aisaines de ufc) en quelques heures
seulement. L'amélioration des limites de détectgmce a I'approche dynamique, peut
notamment combiner une croissance des bactériasleanlieu de culture, mais également a
la surface du capteur, graces aux bactéries immméed au niveau des plots spécifiques. Nous
avons ensuite établi une courbe d’étalonnage, fBnier de rendre la technique quantitative
et pouvoir estimer la concentration d’'un échamtilioconnu, traité de la méme fagon. La

réalisation de la courbe d'étalonnage a notammemtiped’établir une équivalence entre la
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variation en réflectivité et la concentration baieténe, en confrontant I’équation théorique de

croissance avec les résultats SPR.

Nous avons ensuite appliqué cette technique atkctittn d’'un pathogeéne réel en
agroalimentaire, la salmonelle. Dans un premierptenune détection dans le milieu de
culture de la bactérie a été réalisée avec sutiss.courbe d’étalonnage a également été
réalisée. La partie linéaire de la courbe permettaiquantification de bactéries dans des
échantillons inconnus. Cependant vers les cond@rtsabactériennes supérieures & afe/

ml) un phénomene de saturation est observé. Nousisadgalement pu estimer la
correspondance entre la concentration des salnesnatila variation en réflectivité, grace a la
courbe d’étalonnage. En comparant les correspoedatuncentration/variation en réflectivité
pour la SalmonellaEnteritidis et leS.pneumoniae Réous avons constaté que pour une
méme réflectivité, la concentration de salmonellsimée était plus faible que celle du
pneumocoque. Ceci peut s’expliquer par le fait goatrairement au pneumocoque, la
salmonelle est une bactérie mobile qui arrive parséquent plus rapidement au contact des
plots a la surface de la biopuce, car non limitaelps phénoménes de la diffusion et des

mouvements browniens.

A la suite de ces résultats préliminaires, nowawoulu tester la robustesse de notre
systeme dans des échantillons alimentaires conglé@equestion de savoir s’il est possible
de détecter la bactérie pathogene recherchéelda tncentration et en présence d’autres
pathogénes a été abordée. Nous avons démontrea quésence &.coli dans le milieu de
culture ne génait pas la détection de la salmondlke détection des bactéries par
contamination artificielle du lait UHT avec le pmeocoque ou la salmonelle a été réalisée
avec succes. Dans le lait cru, I'interprétation ssiltats était moins évidente. En effet, nous
avons émis I'hypothése que dans une matrice almrentomplexe non stérile de type lait
cru, les bactéries naturellement présentes damstfiace pouvaient inhiber la détection de la
bactérie recherchée notamment par acidificatiomdieu. Le milieu acidifié précipiterait les
protéines du lait et masquerait par consequentliggds spécifiques de la bactérie

recherchée.

Enfin, nous nous somme intéressés a la réalisatiom antibiogramme rapide, en
milieu liquide et intégré a notre systeme de d@aciNous avons démontré que I'ajout d’'un

antibiotique a une culture sensible en pleine sevise sur la biopuce permet de bloquer la
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croissance. En effet la variation de la réflecfvéur les plots spécifiques est arrétée apres
ajout de l'antibiotique a la souche sensible, indiuun blocage de la croissance de cette
derniére. Par conséquent, il pourrait étre envitalgede construire un systeme multiplexe
avec un antibiogramme intégré dans le biocapteumettant ainsi d’identifier rapidement les

profils de résistances aux antibiotiques.

Quelgques essais en systeme microfluidique ont égaileété évalués au cours de cette
these. Cependant, notre choix s’est porté sur l@Eppdissement de I'étude sans systeme
microfluidigue dans le but de décomplexifier lespéxences et de comprendre les

phénomeénes de base.

Les principaux résultats obtenus au cours deassitrde these ont permis de conduire
vers le développement de nouveaux tests de diagnostitro dans le domaine de la
microbiologie pour la santé et I'agro-alimentaiteyt particulierement I'identification rapide
des microorganismes, ainsi que I'établissement téeéndes profils de résistance aux
antibiotiques. Aprés la préparation de I'échantilloanalyser par le manipulateur, ce systéme
a l'avantage d’étre totalement autonome et aut@alalié pour l'identification des bactéries.
Ce travail en amont du développement d’'une teclyimlprometteuse, ouvre les frontiéres
vers de nouveaux projets applicatifs dans différesécteurs (santé, agro-alimentaire,

militaire).

Une étude préliminaire sur la possibilité de diésprles bactéries vivantes de la
surface de la puce de facon spécifique et doncesldrier a été également abordée (voir
Annexe E). Cette technique permetterait notammentuttever les bactéries en aval, apres
leur premiére identification, dans le but de fairediagnostic plus poussé (ex : confrontation

génotypique de la souche isolée avec les sourdentples de contamination).

Afin d’améliorer le systéme de détection actuetletle rendre commercialisable, il
faudrait explorer les limites de mesures et degoerénces. Plus particulierement déterminer
I'éventail de souches bactériennes détectablgmnel d’échantillons biologiques utilisables,
les limites et spécificités de détection pour cleapatrice testée. Réaliser la détection dans de
plus gros volumes est essentielle par exempleidbdifé des mesures, le taux d’échec sont
également des points a évaluer. Ensuite, il seaaibaitable de confronter ces performances

aux dispositifs analytiques actuellement utiliséangd les laboratoires d’analyse. Le
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multiplexage du systeme actuel permettrait de fplusieurs tests a la fois et notamment
d’intégrer I'antibiogramme pour certaines applioa. Ainsi, il procurerait une détection
simple et rapide de multiples pathogenes, diminulEscodts et permettrait un gain de temps
important non seulement pour les industriels magsiapour la société qui sera protégée de
facon plus efficace. Enfin, la miniaturisation pbgsdu systeme de détection et la fabrication
de kits de diagnostics ciblés pour les différeetstesurs permettrait de rendre I'outil portable
et facile d’utilisation. Il permettrait notamment tire un diagnostic au lit du malade (le
point of carg, de détecter la contamination des aliments darduktrie alimentaire avant la
libération des lots, ou méme de veérifier rapidentd €léments suspects en cas d’attaque de

bioterrorisme.

Nous pouvons entrevoir ici les enjeux sanitair@ssr@galement économiques pour ce
genre développements. Un brevet sur la détectida giantification de micro-organismes a
été déposé en Décembre 2010, suivi de la créatiomedStart Up « PrestoDiag » en Mars
2012, qui s’est lancée dans le développement iridustun nouvel outil de détection de
bactéries pathogenes, basé sur I'exploitation agpfoche CCM étudiée dans ce travail de
these. Actuellement, une étude sur la simplificatie I'instrumentation est également menée

par M. T.Mercey, porteur du projet Prestodiag.

Photo de I'imageur SPRi actuel, utilisé pour ceadikade these :
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Chapitre VI

Section expérimentale
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Ce chapitre introduit tous les éléments nécessaidesla reéalisation des
expérimentations dont les résultats ont été discdéds les chapitres précédents du présent

manuscrit.

Une liste exhaustive du matériel utilisé est pmése (produits chimiques,
biomolécules, milieux de culture, bactéries). Pdés protocoles détaillés concernant les
expérimentations sont décrits. Une description étmpeétape de ces procédures permet de

reproduire les manipulations si nécessaire dahgue.

VI. 1 Matériel et réactifs

VI.1.1 Produits chimiques :

v' Ethanol (70%, 99,9%) (Carlo Erba reagents)
Pyrrole (Tokyo Casei, Japan)

AN

Pyrrole acide undécanoique sufo-N-Hydroxysuccinaflly-NHS) (fabriqué au
laboratoire selon Grosjean 2005)

Biotine (Thermo Fischer Scientific, France)

Streptavidin, R-phycoerythrin (SAPE) (Invitrogemafce)
Isopropylp-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) (Invitrogen, Feah

Complete EDTA-free Protease Inhibitor Cocktail Tebl(Roche Applied Science,

D N N NI N

France)

VI.1.2 Matériel consommable :

v" Prisme en verre (angle 60°) couvert par une doableehe métallique : Titane
5nm et or 45nm d’épaisseur (Horiba Scientific-Gemspt-rance)

v' Lame de microscope couverte d’'une double couchalligge ; chrome 2 nm et or
55 nm (Schott Swiss SA, Suisse)

v' Concentrateurs par centrifugation (500uL) 30kDa0okDa MWCO (VivaScience,
France)

v" Colonnes Napg" 5, PD-10, Sephad&% G-25 (GE Healthcare, UK)
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VI.1.3 Matériel non consommable :

AN N N N NN

Centrifugeuse Sigma 1K15 (Bioblocj Scientific)

Imageur SPR (Horiba Scientific GenOptics)

Microscope optique (Olympus BX60)

Appareil de chromatographie (GE Pharmacia AKTA™ifiar)

Sonicateur (Sonicator 3000®, Misonix)

FLUOstar OPTIMA abs pour la lecture des microplagaeISA (BMG Labtech)

VI.1.4 Anticorps :

AN N N NN S

SE3 monoclonal analmonella Enteritidigsource H. Volland, CEA Saclay)
SE6 monoclonal anBalmonella Enteritidigsource H. Volland, CEA Saclay)
ST4 monoclonal antsalmonella Typhimuriurgsource H. Volland, CEA Saclay)
ST7 monoclonal anttalmonella Typhimuriurgsource H. Volland, CEA Saclay)
STE Polyclonal anti group@almonella/ABD serotech)

Anti-CbpE dirigé contre I&treptococcus pneumonigource IBS grenoble)

IgG monoclonal non spécifique (CEA Marcoule)

VI.1.5 Protéines :

AN N NN

Plasminogene (Sigma Aldrich, France)

Choline Binding Protein CbpE (purifié a I'IBS)

Bovine Serum Albumine (Sigma Aldrich, France)

EcoRI enzyme 20,000 U/ ml (New England Biolabs, UK)
Pvull enzyme 10,000 U/ ml (New England Biolabs, UK)

VI.1.6 Tampons :

v
v
v

Phosphate Buffer Saline ou tampon PBS (Sigma Algdfcance)
Tampon d’électro-polymeérisation (NalPiO;, NaCl, Glycerol et eau, pH 6.8)
TamponTris (trishydroxyméthylaminométhane), 1 M, pH 8.0
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v

v

Tampon A pour la chromatographie (50 mM Tris, 19@ iaCl, 40 mM
Imidazole).
Tampon B pour la chromatographie (50 mM Tris, 150 MaCl, 500 mM

Imidazole).

VI.1.7 Milieux de culture :

AN NNV N N NN

Eau peptonée tamponnée (EPT) (AES Chemunex)
Gélose Tryptic Soy Agar (TSA) (AES Chemunex)
Gélose Tryptic Soy Broth (TSB) (AES Chemunex)
Milieu Todd Hewitt (TH) (Sigma Aldrich)

Milieu Lysogeny broth (LB) (Sigma Aldrich)

Gélose Colombia Blood Agar (CBA) (Sigma Aldrich)
Milieu Hektoen (AES Chemunex)

Tryptone sel (AES Chemunex)

VI.1.8 Bactéries :

v

<

Streptococcus pneumonid®6, collaboration avec T. Vernet de linstitut de
Biologie Structurale (IBS Grenoble, France)

Salmonella entericaérovar Enteritidis, collaboration avec I'ISHA.

Escherichia coli K12JM109 (E4107)achetée chez New England Biolabs, UK.
Escherichia colBL 21 (DES3) RIL, Institue de Biologie Structural§ Grenoble,
France).

Escherichia coli O157HRéf. CIP 105917, CRB Institut Pasteur, France.

VI. 2 Procédures expérimentales

Les biopuces ont été préparées soit sur prismverea doré (pour les expérimentations

SPR) ou sur lame dorée (pour les essais d'immunefieence).
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VI. 2. 1 Réaction de couplage des IgG et des pratéis au Pyrrole

Les IgG sont préalablement diluées a 0.5 mg/ oespondant a 3.33 uM, (Masse
molaire des IgG : 150 KDa). Elles sont lavées di#esscolonnes Vivaspin (MWCO 30kDa)
pour éliminer I'azide de sodium (produit de cons#ion dans les stocks commerciaux), en
déposant 200ul de PBS sur les colonnes, puis mfnifageant 15 minutes, 4°C, 15 000g
(Centrifugeuse Sigma, rotor 12110). Ensuite dép@8&ul des IgG a 0.5 mg/ ml sur les
colonnes, puis centrifuger 15 minutes, 4°C, 15 0Q@gyer deux fois les IgG avec 100ul de
PBS a chaque fois, en centrifugeant. Ajouter 50gtlRBS dans le tube (homogénéiser
doucement) puis transvaser dans un tube Epperépéier la méme manipulation. Enfin,
ajouter 100ul de PBS dans ce dernier.

Entre temps, préparer une solution de Py-NHS a RI0fpur faire le mélange.

Le mélange :

v' 200ul d'lgG a 3.33uM (RMI=10, le Ratio Molaire It est le ratio de la
concentration Py-NHS en sur la concentration eicams)

v' 34l de Py-NHS a 200uM

v' 166ul de PBS

Incuber le mélange a température ambiante pemdiaimnum 2 heures ou a +4°C sur
la nuit. Une fois les IgG couplées, il faut lavexteés de Py-NHS libre. Laver les colonnes en
déposant 200ul de PBS sur les colonnes, centriflgeminutes a 15 000 g. Déposer les
échantillons sur les colonnes : 200ul, centrifugelis répéter la méme manipulation. Laver
deux fois les IgG en déposant 200ul de PBS, puisifigyer.

Ajouter 40ul de tampon d’électro-copolymeérisatiohoriogénéiser doucement), puis

transvaser dans un tube Eppendorf ; répéter la mé&mégulation.

Enfin, faire un dosage UV des IgG pour vérifierrleoncentration. Le volume final
des échantillons est d’environ 90ul, donc la coma¢ion attendue est de 1.1 mg/ ml pour
chaque échantillon. Il est possible que le rendérseit plus faible que la concentration
attendue, en fonction de I'anticorps ou la protéitiesée (agglutination sur membranes).
Remarque : Le méme protocole de couplage a étiséutilour le plasminogene (masse

moléculaire : 90 kDa, coefficient d'extinction micdeeogo nm=149390 L mof cm™).
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VI.2. 2 Purification des IgG polyclonaux (anti-CbpBE par colonne d’exclusion

VI.2.2.1 Production et purification de la protéineecombinante CbpE

A partir d’'un stock glycérolé, faire une culture dactérie€.coli BL 21 (DE3) RIL
transformées avec un plasmide contenant le Ispt@331codant pour la protéine CbpE dans
un litre de milieu LB (37°C). A DQoonm= 0,8 & 1 : induire la production de la protéinea
0,5 mM d’'IPTG (isopropylB-D-1-thiogalacto pyranoside). Puis mettre en intiobal5°C

sous agitation durant la nuit.

Apres centrifugation de la culture a 4000 g peh@@rmminutes, récupérer le culot et le
dissoudre avec 40 ml du tampon A (50 mM Tris, 19@ NaCl, 40 mM Imidazole). Ajouter
une pastille d€omplete EDTA-Free Protease Inhibitoour éviter la digestion de la protéine

d’intérét.

Ensuite, la sonication de la solution (sonicatd@@®®, Misonix) permet de lyser les
cellules et libérer la protéine ChpE. Centrifugatau lysat a 18000 g pendant 20 minutes,
puis récupération du surnageant contenant la peatéi
La protéine recombinante CbpE est produite avec axteémité comportant une étiquette
Histidine. Sa purification se fait par chromatodrigpd’affinité sur colonne His trap ®. Apres
chargement du surnageant sur la colonne et ringdgéde du tampon A, un autre tampon B
(50 mM Tris, 150 mM NaCl, 40 mM Imidazole), pernds décrocher la protéine a l'aide

d’un gradiant d'imidazole.

Un gel d'acrylamide SDS 12,5 % des fractions cpomdants a I'élution de la

protéine, permet de vérifier sa pureté et son pmidieculaire (72kDa).

Enfin, il faut rassembler les fractions pertinanfselon I'aspect de la protéine sur le
gel SDS) et mesurer la B&nmafin de déterminer la concentration de la prot@ireluite.
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VI.2.2.2 Purification de I'anticorps anti-CbpE

La résine d'affinité utilisée est : « CNBr actied sepharose 3B ». Dans un premier
temps, il faut fixer la protéine recombinante sarrésine d'affinité, selon le protocole
suivant :

v Utiliser 1g de résine dans 1 mM de HCI (~ 3 ml é&rre).

v' Lavage par 200 ml de 1 mM HCl et 0,1 M NaH{® 8.0 ; 0,5 NaCl.

v Dialyse de 3 ml de la protéine CbpE purifiée (3 m¢y contre 0,1 M NaHC®pH

8.0 et 0,5 M NacCl.
v Incubation de 3 ml de résine avec les 3 ml dedédpre CbpE dialysée pendant 2h
a température ambiante sur la roue d’agitation.

v' Lavage de la résine par 200 ml de 0,1 M de Nakig#08.0 ; 0,5 M NaCl.

v/ Saturation des sites par 50 ml de 0,1 M Tris pH gahidant 1 heure sur la roue

d’agitation.

v' Lavage de la résine par 3 cycles de 50 ml de :

0,1 M NaAc pH 4.0 ; 0,5 M NaCl
0,1 M Tris pH 8.0 ; 0,5 M NaCl

v' Mesure de l'absorbance de la CbpE avant et ap@shation de la résine (la

concentration de la CbpE doit normalement diminuer)

Ensuite, pour purifier I'anticorps anti-CbpE pnésdans du sérum de lapin immunisé

avec la protéine recombinante CbpE :

v Incuber 4 ml de sérum anti-CbpE de lapin avec Idenkésine-CbpE dans une
colonne, pendant 1h a température ambiante sautad’agitation.

v Laver la colonne avec 0,05 M Hepes ph 7.5 et 0,46IN

v Enfin, éluer a I'aide de 0,1 M de Glycine ph 3.Gédupérer les fractions dans des
eppendorfs par 500 pl avec 25 ul de 2 M Tris PH@0r tamponner).

v' Faire un gel d'acrylamide 12,5 % des fractions iées, puis rassembler les

fractions pertinentes.

Afin de se débarrasser des résidus Tris génantes Ipocouplage au pyrrole, le
tampon doit étre substitué par 0,1 M NaHQEH 8.0 ; 0,5 M NaCl a I'aide d’'une colonne
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PD10/Nap5 (GE Healthcare) ou par dialyse. Enfin,test ELISA peut étre effectué pour

vérifier la réactivité de I'anticorps purifié visvés de la protéine CbpE.

VI1.2.3 Culture bactérienne

Une préculture durant la nuit (16 a 18 heuresyaC3de la souche bactérienne est
réalisée dans le milieu adéquat a partir d’'une @uxccolonies caractéristiques prélevées sur
la boite de Petri dans 10 ml de milieu de cultieur certaines souches on peut également
directement inoculer a partir d’'un glagcon du stagligcérolé du souchier a -80°C ou
Cryobilles a -20°C (dans ce cas la prélever ure bil la mettre dans le Facon contenant 10

ml du milieu de culture).

Vérifier la densité optique de la suspension baaiée, a I'aide du densitometre, il
faut que la densité de la solution bactérienneestite 0,8 et 1,2 Mc Ferland aprés la culture.
La concentration de la pré-culture aprés croissastestimée a terme entre §@°] ufc/ml
(saturation de la culture).

Des dilutions de dix en dix de la culture bactéreesont ensuite réalisées dans le milieu de
culture de la bactérie, I'ensemencement sur puce fag en fonction de la
dilution/concentration souhaitée. En paralléle pta-culture bactérienne mere (10 ml) est
centrifugée (1500 rpm, 15 min, 20°C) et lavée deisa I'aide de PBS filtré stérile.

Huit dilutions de dix en dix (1 ml dans 9 ml a gha fois) sont réalisées dans du PBS
ou du tryptone sel puis les dilutions (-6), (-7)-&) sont ensemencées en profondeur (dans la
masse) sur des boite de Petri dans le milieu sadkruat (Iml de la dilution/boite). Le
milieu de culture gélosé doit étre préalablemendiodans un bain marie a 100°C puis
refroidi = 45°C. Une fois que le milieu prend en masse, inclégseboites 18h a 37°C pour le

dénombrement.

Une estimation de la concentration bactériennenpesure de densité optique a 600
nm (turbidité) est également possible (utiliséesdén cas du pneumocoque) a condition
gu’une courbe d’étalonnage de la souche soit défiié, c'est-a-dire, le suivi de la fdnma
différents temps de croissance, avec le dénombreswenboite de Petri & chaque point de

mesure de DO a 600 nm.
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Le dénombrement des bactériese fait par comptage du nombre de colonies formées
a la surface et/ou dans le milieu de culture.tlidggréciser que pour les faibles concentrations
(< 100 ufc/ ml) il faut faire la moyenne des 30tbsipour une méme dilution afin d’obtenir
une concentration avec une marge d’erreur acceptpblcorrespond a deux fois I'écart type
(2 0).

VI. 2. 4 Les expérimentations Culture-Capture-Mesue des bactéries par
SPRI

Dans l'imageur SPR, régler l'incubateur a la terapée optimale de croissance de la
souche. Placer la cuve a 2 chambres dans le di$giesmesure par SPR et mettre en place le
prisme préalablement greffé et bloqué en surfagelesporte prisme. Puis insérer le montage
dans le rail prévu a cet effet. A I'aide de la vesnonter le montage « prisme/porte prisme »
jusqu’a plaquer la surface dorée du prisme surdadeda cuve.

Mettre 100 ul du milieu de culture dans chaquardira pour éviter le séchage des
plots. Faire le réglage nécessaire sur le logRiIR View. Ensuite, compléter avec 400 pl du
milieu de culture stérile dans la chambre 1 et Bb@u milieu de culture et 50 ul de la
dilution bactérienne souhaitée dans la chambrdé@itwh au dixieme de travail). Recouvrir la
cuve avec un film imperméable aux liquides pour miser I'évaporation du milieu. Enfin,

lancer le suivi cinétique.
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Annexe A : Traitements de données SPRI

Les données SPR brutes ont été traitées a l'aidegiciel Origin Pro afin de remettre
a zéro la réflectivité initiale de chaque plot. kemise a zéro consiste a soustraire la
réflectivité a t = 0 pour chaque colonne de réflétet de chaque plot en fonction du temps.

On parle alors de différence de réflecti/ii@ et non pas de la réflectivité de chaque plot.

Annexe B : Cotes de la cuve en PEEK utilisée pous ICCM

Vue dessus échelle 5 :1
|

.
N

15 mm

2.5 mm 5.6 mm 56mm 25 mm

Vue face échelle 5 :1
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13 mm

2.5 mm 5.6 mm 88 mm 5.6 mm 2.5 mm

Annexe C: Méthode de référence pour la détection da salmonelle dans les
aliments

La méthode conventionnelle pour la recherche aléleombrement de salmonelles
dans les aliments, est une méthode de référenc&apglique a la recherche d8almonella
spp., incluanBalmonellatyphi et Salmonella paratyphians les :

- Produits destinés a la consommation humaine aalienEntation animale.
- Echantillons environnementaux dans le domaine gedduction et de la manutention

de produits alimentaires

Il faut noter que cette méthode de référence peyias permettre de retrouver toutes
les Salmonellayphi et Salmonella paratyphiLa recherche deSalmonellaselon la méthode
de référence nécessite 4 phases successives :

- Pré-enrichissement en mili@on sélectifliquide : eau peptonée tamponée (EPT)
- Enrichissement ebouillons sélectifs:
v Bouillon Rappaport Vassiliadis Soja (RVS)
v Bouillon Muller-Kauffman au Tétrathionate-Novobiaei (MKTTn)
- Isolement su2 milieux sélectifsgeloseés :
= gélose Xylose-Lysine-Désoxycholate (XLD)
» gélose RAPIDSalmonellaRS) ou gélose Haektoen
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Jo:
PRE-ENRICHISSEMENT
NON SELECTIF

J+1 .
ENRICHISSEMENT
SELECTIF

J+2 .
| SOLEMENT

Jia:
LECTURE

REPIQUAGE

N
CONFIRMATION
BIOCHIMIQUE

'J+5
CONFIRMATION
SEROLOGIQUE

INTERPRETATION /
RESULTAT

| | Dilution au 1/10 dans EPT
= Solution-mére

18h+2ha37°C+1°C

0,1 mL / \ 1mL
10 mL RVS 10 mL MKTTn

24h+3ha4l5°C+1°C 24h+3ha37°C+1°C
1('jse/ \ 1 6se 1ds’e/ \ 1 6se
(ONO O O (ONO O O
2 XLD 2RS 2 XLD 2RS

24h+3ha37°Czx1°C

- Repérer les colonies caractéristigGasmonellasur chaque boite
de Petri.

- Isoler sur gélose nutritive, au maximurb colonies

caractéristiquespar type de milieu d’'isolement
-Incuber24 h+3ha37°C+1°C

- Faire le test de I'oxydase. Continuer la confitiora si oxydase

négative.

- Ensemencer une galerie API 20 E pour unengelpar type de
milieu d’isolement (les 4 autres ne seront confeméue si la
premiére n’est pas identifi&almonella

- Incuber la galerie 18 a 24 heures a 37°CG& 1°

- Confirmer les souches identifiéeSamonella» avec le sérum

omni-O
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Résultat : absence ou présence

Interprétation des résultats :

Colonie caractéristique

«—
Oxydase (+) Oxydase (-)
NonSalmonella galerie Api 20E
-> Tester les 4 autres colonies
Salmonellaspp Non Salmonella
a confirmer avec
latex Omni-O
> Tester les 4 autres
colonies

Selon les résultats des confirmations, la présend&absence d8almonella spglans

la prise d’essai de produit analysé est indiquée.

Annexe D : Références normatives en microbiologidimentaire

- NF EN ISO/CEI 17025 de Septembre 2005 « Exigernygasérales concernant la
compétence des laboratoires d’étalonnage et d&essai

- NF EN ISO 6887-1 de Septembre 1999 « Microbiolalgis aliments - Préparation des
échantillons, de la suspension mere et des dilsitaétimales en vue de I'examen
microbiologique — Partie 1: Regles générales gaupréparation de la suspension
mere et des dilutions décimales»

- NF EN ISO 6887-2 de Janvier 2004 « Microbiologies déiments - Préparation des
échantillons, de la suspension meére et des dilutititémales en vue de I'examen
microbiologique — Partie 2 : Regles spécifiques paupréparation des viandes et
produits a base de viande »

- NF EN ISO 6887-3 de Janvier 2004 « Microbiologies déiments - Préparation des
échantillons, de la suspension mere et des dilutititsmales en vue de I'examen
microbiologique — Partie 3 : Régles spécifiquesrpgatpréparation des produits de la
péche »

- NF EN ISO 6887-4 de Janvier 2004 « Microbiologie ddiments - Préparation des
échantillons, de la suspension meére et des dilutititémales en vue de I'examen
microbiologique — Partie 4 : Régles spécifiquesrgaipréparation de produits autres
gue les produits laitiers, les produits carnés®produits de la péche »
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- NF EN ISO 6887-5 de Aolt 2010 « Microbiologie ddsnants - Préparation des
échantillons, de la suspension mere et des dilutititsmales en vue de I'examen
microbiologique — Partie 4 : Régles spécifiquesrplaupréparation du lait et des
produits laitiers produits autres que les prodaitsers »

- NF EN ISO 8261 d'Octobre 2001 : « Lait et produdsiers - Lignes directrices
générales pour la préparation des échantillons gssai, de la suspension mere et des
dilutions décimales en vue de I'examen microbiciogi.

- NF ISO 7218 d'octobre 2007 « Microbiologie des aints - Exigences générales et
recommandations »

-  LAB GTA 59 de Novembre 2010 « Guide Technique d'#dlitation — Analyses
microbiologiques des produits et environnement -a&jjraentaires »

- NF EN ISO 6579 de Décembre 2002 « Microbiologie a@éiments — Méthode
horizontale pour la recherche dgsmonellaspp.»

Annexe E : Capture et désorption de bactéries suryze (systeme de tri
cellulaire)

Afin d’effectuer des analyses complémentaireesetjue le génotypage d’'une souche
bactérienne apres son identification sur biopucesmroposons une méthode de relargage
séquentiel des bactéries capturées, selon leurendta stratégie adoptée pour la libération
spécifique des cellules, se base sur un montagéculalre ADN-IgG hybride immobilisé sur
support solide, ou un clivage enzymatique des satissti’ADN est possible grace a un site de
restriction incorporé dans la séquence d’ADN. dgi d’'une séquence de 4 a 8 paires de
bases qu’'une enzyme peut cliver rapidement et fapéement. Pour un site de restriction
donné (ADN), il n’existe qu’'une enzyme spécifiquaeus n’associant cet ADN qu’a un seul
type anticorps ; ainsi la sélectivité du tri estate. Cette méthode de tri a 'avantage de
respecter les conditions de I'analyse cellulaieg, @ntrairement a des méthodes thermiques,
chimiques ou radiatives, les enzymes utilisées sagis en milieu aqueux a un pH

physiologique, évitant ainsi tout dommage ou stdessbactéries.

La méthode de tri par clivage enzymatique propasées ce travail, peut étre utilisée
pour le relargage sélectif de différentes populatiaellulaires (Bomberaet al) [1].
L’application de cette approche dans la détectiantdrsienne, trouve son intérét, dans le
séquencage des especes identifiées par SPR, pautied populations bactériennes. Il serait

par exemple nécessaire d’identifier une bactérieermilement pathogéne dans un
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échantillon, mais également, de remonter a la sodec contamination de cet échantillon.
Ceci ne peut se faire qu’en confrontant les sépgegénomiques des bactéries isolées de
I'échantillon avec celles isolées de la source mae de contamination (ex : monitoring de

contamination, test de toxicité).

Dans le présent travail nous avons combiné la tqgabrSPR a la chimie de conjugaison IgG-
ADN développée paR. Bomberaau laboratoire, afin de détecter et de re-larg@efagon

sélective les bactéries d’intérét.

Nous avons utilisé la soucl8treptococcus pneumoniae B&mme modele d’étude.
Les anticorps anti-CbpE ont été couplées a desmligjéotides, afin d’adresser les anticorps
sur une puce d’ADN. En effet, ’TADN est une ciblezgmatique intéressante pour faire un
clivage enzymatique, sans altérer les celluledmure sur puce des bactéries injectées ainsi
gue leur désorption de la surface par digestioyraatique sont suivis par la technique SPRi
en temps réel. (Figure 6.1).
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Figure 1: Suivi SPR de la capture et la désorption Slepneumoniae R€Etape 1: hybridation du brin
intermediaire d’ADN (Zip1*—EcoRI, Zip2*—~Pvull); Epe 2: immobilisation du conjugué IgG—ADN (anti-CbpE
—EcoRI*, rab-lgG-Pvull*); Etape 3: injections deckéies suspendues dans le PBS; Etape 4: Relarguage
enzymatique d&. pneumoniapar clivage EcoRl; la répétition de I'injection Béchantillon bactérien (250min)
confirme que les anti-CbpE sont efficacement erdefzfin, la biopuce ADN peut étre régénérée paada au
NaOH (260min). Tous les signaux SPR sont rectifiés la soustraction du signal non spécifique (somele
contréle négatif).

IgG négatif

L’anticorps anti-CbpE est covalement conjugué &édquence nucléotidiquecoRl
(enzyme spécifique utilisée pour le clivage enzyguat d’'une séquence spécifigue d’ADN)
comme décrit dans I'approche synthétique décritdRp&8omberaet al [1]. Le conjugué 1gG-
ADN obtenu est utilisé pour réaliser un assemblageéculaire capable de captures.
pneumoniaesur la biopuce. Avant utilisation, la surface eriamctionnalisée avec les sondes

d’ADN (Zip1, Zip2 and Zip3) est saturée avec unkitson de PBS contenant 10 uM BSA.

Figure 2: Capture spécifique d8. pneumoniasur la sonde Zipl (anti-CbpE) visualisée sous osimope. Les
bactéries sont visibles sur les deux plots délsrété vert.

L’expérimentation est conduite dans le tampon R@$ 7.4) et incubée a 37°C. Les
étapes de la construction de 'assemblage moléewar la puce sont suivies par SPRIi, pour
la validation du bon assemblage (figurel). Aprésobilisation spécifique du conjugué
anti-CbpEEcaRI, I'’échantillon bactérien (fufc/ml) est inoculé dans la cuve (200 pl). Aprés
deux incubations successives d’environ 20 min, beeove une variation de réflectivité
positive sur les sondes Zipl qui est attribuée &fponse de I'anticorps spécifique 8e

penumoniaelLa capture spécifique est confirmée par la coaipan des signaux de la sonde
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Zipl avec ceux de la sonde Zip 2 comportant desng@&spécifiques et caractérisée par une
faible variation de réflectivité (interprétée cométant due au changement global de l'indice
de réfraction la solution). La capture spécifique ld bactérieS. pneumonia@st en outre

confirmée sur des images différentielles SPR etlparobservations microscopiques réalisées

par un test indépendant (figure 2).

Une fois les bactéries immobilisées sur la surféeda biopuce, I'étape de désorption
est réalisée par linjection de I'enzyntecoRl spécifiguement dirigée contre le substrat
d'ADN sous-jacent aux cellulés pneumoniadl en résulte une coupure de 'ADN détectée
par une diminution spécifique du signal de réfiatdi de Zip 1, confirmé par les images
issues de I'imageur SPR. Apres |'étape de digestimymatique, I'échantillon est récupéré
en point final a la sortie du réacteur. Un nomhwasitdérable d’objets cocobacillaires isolés

attribuables au$. penumoniakbérés sont observés au microscope optique.

Enfin, la désorption du matériel biologique (antpor+ bactéries) a partir des
emplacements appropriés de la biopuce, peut étmuea confirmée par l'injection répétée
des bactéries, réalisée a la fin de I'expérient@hsence de signal SPR lié a cette injection
signifie une absence d'interaction spécifigue aiupe que la couche d'anticorps et par
conséguent celle des bactéries a été efficacemvée.

Ces resultats illustrent une preuve de conceptiadeossibilité de programmer les
biopuces pour le relargage spécifique pour dedifd=tions et caractérisations plus poussees

sur les isolats bactériens de provenances variées.

[1] R. Bombera, L. Leroy, T. Livache, Y. RoupiozZNB-directed capture of primary cells
from a complex mixture and controlled orthogondkease monitored by SPR imaging,
Biosensors & bioelectronics 3311 10-16.
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Annexe F : Liste des communications scientifiqgues

Brevet WO 2012/073202 Al « Procédure de détection et de quantificationndero-

organismes ».

Communications orales et posters :

Communication orale a la Conférence Internatiorgilesensors 2012 : 15-18 Mai
2012 — Cancun, Mexique. « Real-time Monitoring @icirial Growth using a Label-
Free Biosensor». S. Bouguelia, Y. Roupioz, C. Dutmia Vernet et T. Livache.

Présentation d’'un poster a la 2eme Conférencenktienale sur les Bio-Sensing
Technologies: 10-12 Octobre 2011 — Amsterdam, Ba& « Biopuce dédiée a la
capture et au tri de bactéries ». S. Bouguelia,dRaliera, Y. Roupioz et T. Livache.

Prix de la meilleure présentation a I'école dod®(&DISCE) : 7 Juin 2011- Campus
universitaire, Grenoble. « Nouvelle méthode pouwtdtection et quantifications rapide

de bactéries ». S. Bouguelia, Y. Roupioz, C. DutmiarVernet et T. Livache.

Présentation de poster aux “Journées de la Reech®déldicale™ 15-16 Avril 2011,
Département de Pharmacie, Université Joseph Fo@tenoble. « Nouvelle méthode
pour la détection et quantifications rapide de é@des$ ». S. Bouguelia, Y. Roupioz, C.
Durmort, T. Vernet et T. Livache.
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