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RESUME: La qualité des aliments constitue une préoccupation essentielle de notre société de consom-
mation. La prise de conscience par le grand public que la nourriture n’est pas stérile renforce encore le
besoin de recourir & une analyse microbiologique rigoureuse des aliments. Les techniques mises en
ceuvre jusqu’a présent nécessitent la culture du germe recherché sur un milieu sélectif permettant de le dif-
férencier des autres germes. Cette procédure peut dans certains cas se révéler longue et l'interprétation
parfois difficile. Pour améliorer ces techniques classiques, les techniques de biologie moléculaire basées
sur 'amplification spécifique d’'une séquence d’ADN sont en plein développement. De plus, 'avénement
de la PCR en temps réel ouvre de nouvelles perspectives car elle permet de quantifier le nombre de
germes présent dans un échantillon. Cet aspect quantitatif est trés important en microbiologie des den-
rées alimentaires. Ainsi, les outils de la biologie moléculaire devraient permettre de développer des tests
diagnostiques rapides, sensibles, spécifiques et quantitatifs pour venir confirmer les résultats obtenus par
les méthodes traditionnelles mais aussi pour permettre le diagnostic de microorganismes dont la crois-

sance s’avere fastidieuse ou l'identification incertaine par la voie classique.

INTRODUCTION

GENERALITES (Gélinas, 1995)

Chague jour, nous ingérons un grand
nombre de microorganismes dans nos
aliments. De part leur taille microsco-
pique, ils sont invisibles al'odl nu et
représentent donc un danger invi-
sible. Une minorité de ces microorga
nismes est pathogéne. Pour bien saisir
['action des microorganismes patho-
génes il faut d'abord bien connaitre
leurs propriétés dans les aliments.
Ces organismes sont présents partout
et se multiplient rapidement. Les ali-
ments destinés a I'homme représen-
tent des milieux de culture exception-
nels pour les microorganismes en
général. Tout comme les humains, ces
organismes ont leurs préférences ali-
mentaires, ce qui signifie que tousles
aliments ne sont pas contaminés de
facon uniforme. Comment éviter la

multiplication des microorganismes
dans les aliments? La réponse est
simple mais la mise en cauvre diffi-
cile: en empéchant la présence ou la
multiplication de ces microorga-
nismes et/ou en les détruisant avant
de consommer les aliments.

Il existe cing fagons classiques de
maitriser des microorganismes dans
les aliments: en agissant sur latempé-
rature, la disponibilité en eau, le pH,
les inhibiteurs chimiques et la com-
position atmosphérique. Le controle
de latempérature est le moyen le plus
utilisé; c'est pour cette raison que les
aliments les plus périssables sont
conservés a basse température, de
I'ordre de 4°C. 1l faut étre conscient
que la plupart des réfrigérateurs
ménagers ont des variations de tem-
pératures importante et que certaines
bactéries pathogénes sont capables de
se multiplier & 4°C (Yersinia entero-

colitica, Listeria monocytogenes,...).

Les contaminations microbiennes
constituent le risque majeur pour la
santé relié aux aliments. Les autres
problémes concernent les produits
chimiques, les toxines naturelles
végétales, les mycotoxines et les
corps étrangers.

La magjorité des cas de toxi-infection
d'origine microbienne répertoriées
(95%) sont provoqués par des ali-
ments préparés alamaison, au restau-
rant ou en institution. On estime a5%
le nombre de cas provoqués par des
aliments produits en industrie. Les
causes majeures des accidents sont
par ordre dimportance: 1) la mau-
vaise réfrigération des aiments, 2) la
consommation d'aliments crus, 3)
I'entreposage prolongé des aliments,
4) la manipulation des aiments par
des employés infectés, 5) le réchauf-
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fage insuffisant des aliments, 6) I'em- Tableau | : les principal es bactéries responsables de toxi-infections d'origine
ploi d'ingrédients contaminés, 7) le

nettoyage inadéquat des surfaces de alimentaire

travail et 8) I'utilisation de reliefs de

repas contamines.

Espéce Pathologie fréquence danger dose inféctieuse

Les microorganismes pathogénes (Logl0)
prOViennent surtout de I'environne- Salmonella cholerasuis isst;ﬁl-ien[;tléersite, diarrhée, crampes +++ /- a7
ment, des humains et des animaux. fievre, nausées, vomissements, céphalées
Dans l'ordre, les pri nci pa|es sources ?eptic)émie avec envahissement des tissus

E . N K rare
de mi CI'OOI'g\anIan?S pthOgeneS sont: fievre entérique grave typhoide (trés
1) les matieres fécales animales et rare)
humaines, 2) les écoulements du nez Clostridium perfringens |Diarrhée, douleurs abdominales +++ ++

entérite nécrosante (rare)

et delagorge chez leshumains, 3) les

mains et les bras des humain S, 4) le Staphylococcus aureus ‘\I/izrlr;ils;esments et crampes abdominales +++ + >6
sol, la boue, les eaux de surface et 5) diarrhée et céphalée (parfois)
I'eau de mer. Bacillus cereus diarrhée, crampes abdominales (type A) ++ + 5a9
. . . Vomi t (type B 4as
Les maladies transmises par les ali- _ [Vomiwement(we D) ‘
ments sont de deux types les infec- Campylobacter jejuni g;jltro—gntlerlte, diarrhée, douleurs ++ ++ 3
. N 1 . . ) abdominales,
tions et les intoxinations. Lors d'une fievre, céphalées o
infection, le microorganisme vivant g‘;j:‘;‘”emem des tissus, meningites
envahit I'organisme. Lors d'une syndrome pseudoapendiculaire (rare)
intoxinati on, la toxine préf ormeée Shigella spp. Zhige}lllf)se: douleurs abdominales, ++ ++ la2
) . z H larrhee
dans l'aliment est consommeée d_| rec- dysenterie bacillaire: fortes fisvres,
tement sans que le microorganisme vomissements,
SOlt néCGSaI rement présent ou encore _ ' dguletxyrs abdomin?les vives, dysenterie. i
. . . Escherichia coli diarrhées des touristes (ETEC) ++ /- 6al10
le m|CrQ0rgan|Sme forme Ia tOXI'ne vomissements, crampes abdominales,
dans les intestins sans envahir les tis- cflysenterle, HUS (EHEC) 3
sus. Lesrisques pour lasanté que pré- diarrhecs @Gy T
sentent les microorganism&c pthO- Diarrhée, nausées, vomissements,
A A Ari o crampes abdominales,
genes dependent de? (’:ar::terlsthu% céphalée et fievre (EPEC)
U mMiCroorganisme (resistance, capa-
cité d'adhésion anngénes et toxi nes) Streptococcus spp. groupe A: maux de gorge, fiévre, ++ + >8
A ~ . . rougeurs cutanées,
et del'hote (me! statut phyS| ol Oglque! diarrhée, vomissements.
fatigue, facteurs génétiques, etc). Groupe C: pharyngites
. ; groupe G: pharyngites
La dose moyenne de cellules a ingé-
rer pOUf étre ma| ade est Variable $| on Vibrio vulnificus fiévre, baisse de la pression sanguine, ++ e 4a6

problémes hépatiques.

I'espéce bactérienne (tableau I). Pour

Listeria monocytogenes |fatigue, fievre modérée, ++ +++ faible mais variable
Individus immunodéprimés: avortement,

bon nombre de bactéries, |a dose dan-

gereuse est élevée, de l'ordre de 108 méningites,

cellules, ce qui signifie que les toxi- encéphalites.

infections supposent beaucoup de Yersinia enterocolitica [fiévre, douleurs abdominales, diarrhées, ++ + 6

négligence lors de la manipulation de syndrome pseudoappendiculaire

|'a| i ment. Vibrio cholerae Choléra: diarrhée abondante, crampes ++ ++ 6al10
. . . abdominales,

Plus de 90% des toxi-infections d'ori- vomissements, deshydratation.

gine alimentaire dont le détermi n|S_rne Vibrio parahaemolyticus |diarrhées liquides, douleurs abdominales, ++ ++ 539

est connu sont dues a des bactéries. nausées, )

Parmi celles-ci, les plus fréquentes vomissements

sont: Salmonella choleraesuis Clostridium botulinum  |botulisme: problémes de vision, nausées, + +++

. . ! douleurs

Clostridium perf”ngens[ et Staphylo_ abdominales, constipation, asphyxie,

coccus aureus qui representent 75% paralysie généralisée.

des. Cas rapportes (Gellpas, 1995) Aeromonas hydrophyla Diarrhée, Dysenterie + + 6

Mai S, il existe 16 €speces bacte- Plesiomonas shigelloides Diarrhée + + 6

riennes pathogenes fréguemment iso-
[ées des aliments (tableau I).

LA SITUATION EN BELGIQUE derniéres années en ce qui concerne

En guise d’introduction, quelques  les agents zoonotiques suivants:
résultats des analyses réalisées sous ~ Salmonella spp, Campylobacter spp,
I’éégide du laboratoire de microbiolo- Escherichiacoli enterohémorragiques
gie des denrées alimentaires de la  (EHEC) de sérotype O157H7 et L.
faculté de médecine vétérinaire de monocytogenes sont présentés au
I"université de Liége pour les quatre tableau I1.
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Tableau |1 : Résumé des résultats obtenus au laboratoire de Microbiologie des denrées

aimentaires
Germe année | source nombre nombe de pourcentage de
d'analyses positifs positifs
salmonella spp 1997 porc 360 83 23
salmonella spp 1998 porc 454 87 19
salmonella spp 1999 porc 154 43 28
salmonella spp 2000 porc 991 211 21
salmonella spp 1997 [ volaille 120 34 28
salmonella spp 1998 [ volaille 151 35 23
salmonella spp 1999 [ volaille 139 31 22
salmonella spp 2000 | volaille 254 33 13
salmonella spp 1997 boeuf 120 5 4,2
salmonella spp 2000 boeuf 488 30 6,1
Campylobacter spp | 1997 porc 50 15 3
Campylobacter spp | 1998 porc 145 7 5
Campylobacter spp | 1999 porc 149 3 2
Campylobacter spp | 2000 porc 308 4 1,3
Campylobacter spp | 1999 | volaille 402 247 61
Campylobacter spp | 2000 | volaille 764 201 26
Campylobacter spp | 1997 boeuf 60 0 0
Campylobacter spp | 2000 boeuf 488 3 0,6
E. coli 0157 1998 boeuf 6010 27 0,45
E. coli 0157 1999 boeuf 2958 80 2,7
E. coli 0157 2000 boeuf 1988 7 0,3
Listeria 2000 boeuf 488 78 16
monocytogenes
Listeria 2000 porc 1215 156 13
monocytogenes

LE DIAGNOSTIC CLASSIQUE

La recherche d'un microorganisme
dans un aliment est basée sur une
méthodologie similaire. La premiére
étape consiste en un pré-enrichisse-
ment: |'aliment est homogénéisé
dans un milieu riche (eau peptonée
tamponée, etc.) et incubéde 12 a24h.
A I'issue de cette étape, toutes les
bactéries recherchées mais auss les
autres bactéries de |’ échantillon se
sont multipliées. Lors de I’ enrichisse-
ment, il S'agit maintenant de minimi-
ser la croissance des bactéries asso-
ciées au prélevement et de favoriser
la multiplication de la bactérie
recherchée. On utilise un milieu
liquide sélectif et I'incubation dure
environ 24 h a 48 h. L’isolement
enfin, il s agit également d' une phase
sélective mais sur milieu solide en
boite de Pétri. Les boites sont ensuite
incubées environ 24h a la tempéra-
ture adéquate. L’identification, les
souches pures se développant sur le
milieu sélectif solide sont confirmées
pour leur appartenance a |’ espece
bactérienne recherchée soit en utili-
sant des galeries biochimiques, soit
des tests sérologiques. Cette identifi-
cation peut étre longue (48 heures).
Le diagnostic classique dure donc en
moyenne une semaine. Pour dénom-

brer les germes, la technique consiste
ainoculer sur un milieu solide sélec-
tif une suspension réalisée a partir de
I"aliment et de compter les colonies
caractéristiques obtenues apres incu-
bation.

LESMETHODES
MOLECULAIRES

L’ AMPLIFICATION GENETIQUE
PAR PCR

En 1983, un processus simple dans le
concept d’amplification du nombre
de fragments d’ADN présents dans
un échantillon fut développé par
Mullis (1990). En 1989, cette tech-
nique fut décrétée " développement
scientifique majeur” de |'année
(Guyer et Koshland., 1990). Ce pro-
cessus est appelé " Polymerase Chain
Reaction" (PCR). Trés rapidement, la
PCR est devenue laméthode de choix
pour I'amplification de I’ADN. La
technique est basée sur la répétition
d'un processus en trois étapes (figure
1): la dénaturation de I’ADN double
brin en ADN simple brin, I"hybrida-
tion desamorcesal’ ADN simplebrin
et I'extension enzymatique des
amorces par une ADN polymérase

thermostable qui synthétise un brin
d’ADN complémentaire a celui ser-
vant de cible pour les amorces oligo-
nucléotidiques. Ce processus peut
étre cyclisé gréce a I’ utilisation de la
polymeérase thermostable qui résiste a
I’ étape de dénaturation. Il en résulte
une amplification de type exponen-
tielle du fragment d ADN bordé par
les deux amorces (Van Brunt, 1990).
Ainsi, I'utilisation d’une enzyme
thermostable, la Tag polymerase iso-
lée de la bactérie thermophile
Thermus aquaticus, a permis une
semi-automatisation du processus
d’amplification qui est depuis large-
ment utilisé dans les laboratoires de
recherche (Innis, 1990). Les points
faibles de la PCR sont : |a susceptibi-
lité aux contaminations par de |’ ADN
étranger qui peut étre amplifié avec
I’échantillon et la présence d’inhibi-
teurs (Cimino et al., 1991). En effet,
si on travaille a partir de matrices
complexes comme la nourriture, le
sang ou les matiéres fécales, il est
possible que ces échantillons contien-
nent des inhibiteurs de la réaction de
PCR qu'il faudra éliminer avant la
PCR (Wilson, 1997). Les facteurs
qui inhibent I’amplification des
acides nucléiques par la PCR sont
présents avec I’ ADN isolé de sources
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Figurel: PrincipedelaPCR.

11 s'agit d’une réaction en trois étapes. (i) La dénaturation de I’ ADN double brin en ADN simple brin par la cha-
leur (ii) I"hybridation ou I" hybridation des amorces (primers) par diminution de la température sous leur tempéra-
ture d"hybridation (iii) I’éongation des amorces par une ADN polymérase thermostable. Ce processus peut subir
une " cyclisation" qui de traduit par une augmentation exponentielle du nombre de molécules d’ ADN amplifiées.

diverses. Les inhibiteurs agissent
principalement a une ou plusieurs des
trois étapes essentielles: ils interfe-
rent avec la lyse de la cellule néces-
saire a I'extraction d’ ADN, ils inter-
férent en dégradant ou en capturant
I’ADN et ils inhibent I’ activité de la
polymérase. Bien qu'un grand
nombre d’inhibiteurs ait éé rappor-
tés, leurs modes d’ action restent pour
laplupart obscurs. Ces effets peuvent
avoir des implications importantes
pour les investigations cliniques ou
de santé publique, surtout si les
études impliquent des analyses d'ali-
ments ou a partir de I’ environnement.
Les inhibiteurs classiques regroupent
différents composés des fluides cor-
porels et des réactifs rencontrés en
clinique ou en médecine légale (par
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exemple: I’hémoglobine, |"héparine
ou I'urée), les constituants alimen-
taires (composés organiques ou phé-
noliques, glycogene, graisse et Ca2+)
et des composés de I’ environnement
(composés phénoliques, métaux
lourds, ...). D’autres inhibiteurs trés
répandus incluent les constituants de
la membrane des bactéries, I’ADN
étranger, et du matériel de laboratoire
comme le pollen, le talc des gants,
certains plastics et la cellulose.

Si la PCR est habituellement décrite
comme une méthode sensible qui
peut se révéler délicate en raisons des
faux positifs résultant de contamina-
tions, ceci peut étre évité grace a
divers traitements (irradiation aux
UV, utilisation d'hypochlorite de
sodium ou par des méthodes photo-

chimiques et enzymatiques).

Un autre probléme sous-estimeé de la
PCR est I'inhibition de la réaction.
Elle peut étre totale ou partielle et
peut se manifester par une réaction
totalement inefficace ou par une
réduction de la sensibilité de la détec-
tion. Dans certains cas, I’inhibition
peut donner naissance a des faux
négatifs s on omet d’'incorporer un
contrdle interne de PCR. Rossen et
collaborateurs (1992) contribuerent a
I”étude la plus compléte en matiére
d’inhibition de la PCR, en identifiant
les inhibiteurs des aliments, des
milieux de culture et de divers com-
posés chimiques. Ces inhibiteurs
incluent des produits chimiques orga-
niques et inorganiques, des déter-
gents, des antibiotiques, des tampons,
des enzymes, des polysaccharides,
des graisses et des protéines. Il est
possible de se débarrasser des inhibi-
teurs en utilisant une méthode de pré-
paration de I’ ADN basée sur la chro-
matographie d'affinité  (billes
magnétiques ou colonnes) ou en utili-
sant apres une préparation d’ADN
grossiere (boiling) une résine fixant
les inhibiteurs (Chelex 100).

La PCR a fait progressivement son
apparition dans les laboratoires de
diagnostic microbiologique (Hill,
1996; Whelen et Persing, 1996 ;
Rodriguez, 1997).

L' analyse comprend diverses étapes:
lapréparation de !’ ADN qui peut étre
directe a partir de I’aiment (Soumet
et al., 1994; Lampel et al., 2000) ou
plus classiquement apres pré-enri-
chissement (Wang et al., 1997). Les
techniques d’ extraction varient de la
plus simple (pas d’'extraction, on
pigue une colonie directement dans le
mélange de PCR), a la plus poussée
(utilisations de trousses d’ extraction
basées sur une chromatographie d’ af -
finité). Les colts de ces diverses
méthodes ne sont pas non plus les
mémes, une extraction par trousse
peut varier entre 1 et 4 euros. La
seconde étape est de réaliser la réac-
tion de PCR qui inclut: une ADN
polymérase thermostable (de nom-
breuses variantes sont commerciali-
sées avec des performances
variables), des nucléotides (a une
concentration finale de I’ ordre de 200
mM), le tampon de I’enzyme, du
MgCl5 (entre 1,5 et 3 mM en concen-
tration finale) qui sert de cofacteur a
I’ enzyme, des amorces oligonucl éoti-
diques (entre 15 et 30 mers & une



concentration finale de I’ ordre de 200
uM), de I’ADN (environ 10 ng) et
d eau. Le choix des amorces est par-
ticuliérement important. 1l faut partir
d'une séquence d’ADN, mais les
banques de séquences (GenBank,
EMBL,...) sont de mieux en mieux
fournies. De plus, deslogicielsinfor-
matiques sont disponibles pour sélec-
tionner les meilleures amorces
(Oligo™, Primer3,...). lls tiennent
compte des facteurs suivants:
absence de structures secondaires,
absence de complémentarité entre
amorces, température d’ hybridation
proche,... Le choix de laséquence est
aussi important: géne de virulence ou
géne de maintenance (house keeping

gene). Le tableau 11l reprend des
exemples de PCR développées pour
certains germes responsabl es de toxi-
infections d'origine alimentaire. La
réaction de PCR se déroule dans un
thermocycler qui est composé d’un
bloc chauffant dont latempérature est
réglée le plus souvent par effet
Peltier. Ceci permet au bloc de varier
sa température trés rapidement.
L’ efficacité de la PCR dépend aussi
delaqualité du thermocycler. Dansle
cadre du projet européen QLK1-CT-
1999-00226 "validation and standar-
disation of diagnostic polymerase
chain reaction for detection of food-
borne pathogens” dont le laboratoire
est partenaire, une étude sur six ther-

Tableau I11: Exemples de PCR pour la détection de bactéries responsables de

toxi - infections d’ origine alimentaire

Bactérie

Gene cible |Références

Bacillus cereus Hly Wang et al., 1997 ; Kim et al., 2000
Campylobacter jejuni flaA Waage et al., 1999
Campylobacter jejuni 16S Waller et Ogata, 2000

Clostridium perfringens  |cpe

Miwa et al., 1998 ; Ridell et al., 1998 ; Schoepe et al., 1998

EHEC* ecae Meng et al., 1996; Oberst et al., 1998; Fratamico et al., 2000
EHEC fliC Fratamico ef al., 2000

EHEC stx1 Jinneman et al., 1995, Weagant et al., 1999; Fratamico et al., 2000
EHEC stx2 Jinneman et al., 1995, Weagant et al., 1999; Fratamico et al., 2000
EHEC hly Fratamico ef al., 2000

EHEC HlyA Wang et al., 1997

Listeria monocytogenes  |HIyA

Fluit et al., 1993

Listeria monocytogenes  [Dth-18

Wernars et al., 1991

Listeria monocytogenes  |HIyA

Furrer et al., 1991; Bansal, 1996;
Bickley et al., 1996; Nogva et al., 2000

Listeria monocytogenes  [prfA

Dickinson et al., 1995

Salmonella 16S Lin et Tsen, 1996

Salmonella invA Rahn et al., 1992; Cocolin et al., 1998
Salmonella ompC Kwang et al., 1996

Salmonella ompC Kwang et al., 1996

Shigella ipaH Sethabutr et al., 1993

Vibrio cholerae ctx Fields et al., 1992

Yersinia enterocolitica yst

Ibrahim et al., 1997; Vishnubatla et al., 2000

Yersinia enterocolitica ail

Fenwick et Murray, 1991; Bhaduri et al., 1997, Jourdan et al., 2000

Yersinia enterocolitica virF

Bhaduri et al., 1997, Weagant et al., 1999

Yersinia enterocolitica yadA

Fredriksson et al., 1999; Weagant et al., 1999

*EHEC: Escherichia coli enterohémorragique

mocyclers a été réalisées. Les perfor-
mances des 6 thermocyclers sont trés
différentes surtout en terme de diffé-
rence entre la température a atteindre
et la température réellement atteinte
dans les tubes ainsi qu’en ce qui
concerne I'uniformité de la tempéra-
ture sur I’ensemble du bloc (Hoorfar,
2001). Enfin, la derniere étape
consiste en la détection du produit de
PCR. Dans les laboratoires de
recherche, la technique la plus utili-
sée est |” électrophorése en gel d'aga-
rose suivie de la détection du produit
par coloration de I’ADN au bromure
d' éthidium et visualisation au translu-
minateur aux UV. Lebromure d’ éthi-
dium est une substance intercalaire
qui se fixe a I’ADN absorbe la
lumiére vers 300 nm et émet dans
I’orange. Cette technique a comme
avantage de permettre |’ estimation de
lataille des produits de PCR par rap-
port a un standard de poids molécu-
laires ainsi que de pouvoir vérifier la
présence de produits d’amplification
non spécifiques. Le probleme majeur
de cette technique est I’ usage du bro-
mure d'éthidium qui est un carcino-
gene puissant. Son usage dans les
laboratoires de routine reste problé-
matique. D’autre part, la procédure
de détection est longue et fastidieuse
surtout si on a beaucoup d’échan-
tillons a analyser. Des gels précoulés
existent et le bromure d’éthidium
peut étre remplacé efficacement par
le nitrate d’argent par exemple ou
d autres colorants (sybrgreen®). Pour
les laboratoires de routine, d autres
techniques plus adaptées sont envisa-
gées comme la PCR-ELISA ou la
PCR en temps réel.

LaPCR-ELISA

Cette technique permet une détection
du produit de PCR en utilisant un lec-
teur de microplaques utilisés pour les
testsELISA. LaPCR est classique si
ce n'est I'utilisation d'une des
amorces qui est biotinylée. Le produit
de PCR est immobilisé dans des
plagues multipuits recouvertes de
streptavidine (gréace a I’ affinité entre
la streptavidine et la biotine). La
détection du produit de PCR sefait en
utilisant une sonde spécifique du pro-
duit recherché. Cette sonde est mar-
quée avec une molécule cible
(digoxigénine, fluorescéine,...).
L' hybridation de la sonde est mise en
évidence en utilisant un anticorps
couplé a une enzyme (peroxydase,
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phosphatase alcaline) et dirigé contre
lamolécule cible delasonde. Lafixa-
tion de I’ anticorps est alors révélée et
par une réaction enzymatique. Cette
technique est assez fastidieuse car
elle implique plusieurs opérations
postérieures a la PCR mais €lle per-
met de tester de nombreux échan-
tillons dans un format de micro-
plagues et en utilisant le matériel de
détection detype ELISA. Il en résulte
que c'est une technique facilement
utilisable dans la plupart des labora-
toires de routine (Fach et al., 2001).

LA PCR QUANTITATIVE (Orlando
et al., 1998)

L application directe des tests d' ana-
lyse génétique au diagnostic des
maladies infectieuses sans amplifica-
tion préalable a souvent le désavan-
tage d'étre peu sensible. Les tech-
niques d’ amplification de I’ADN
augmentent considérablement la sen-
sibilité tout en gardant une bonne spé-
cificité. La PCR décrite en 1985
(Saiki et al., 1985) est la méthode la
plus utilisée pour I'amplification
d’ADN, elleaconquis un role central
dans les laboratoires d’analyses cli-
niques. Cependant, les caractéris-
tiques de laPCR, telle qu'elle est tra-
ditionnellement utilisée ne permettent
pas de quantifier le nombre de molé-
cules d’ADN cible présente dans
I”échantillon de départ. Méme de
faibles différences dans|’ efficacité de
I"amplification peuvent grandement
affecter la quantité de produits finaux
en raison de la nature exponentielle
du processus (Zimmermann et
Mannhalter, 1996). A cété des para
meétres contrélables (ADN cible, Tag
polymérase, dNTPs, MgCly,
amorces, tailles et nombres des
cycles, température d’hybridation,
etc), un certain nombre de variables
incontrélables principalement liées a
la qualité de I’ADN peuvent aussi
exister (Diviacco et al., 1992).

Récemment, plusieurs approches ont
permis de réaliser des PCR quantita-
tives (Foley et al., 1993; Ferré, 1994;
Cross, 1995).

De quoi s agit-il ? Ce terme désigne
toute technique de PCR qui permet
une mesure fiable delaquantité d une
cible spécifique d’ADN dans un
échantillon biologique. On distingue
la PCR quantitative relative de la
PCR quantitative absolue.
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La PCR quantitative relative

La quantification relative est utilisée
pour comparer les différences entre
acides nucléiques cibles dans un
échantillon biologique. Ceci est parti-
culierement pertinent quand la PCR
quantitative est surtout appliquée ala
mesure des variations temporelles et
fonctionnelles des molécules d’ ARN
messagers (Haberhausen et al., 1998)
chez les eucaryotes ou les proca-
ryotes. La mesure de I'expression
d’ un géne dans des cellules en culture
est un exemple typique ou la quantifi-
cation absolue n’'est pas nécessaire.
Dans des cellules en culture, la quan-
tité totale d’ ARN produite est fonc-
tion de multiples variables et une
quantification satisfaisante peut étre
obtenue par comparaison avec un
contréle interne ou avec un échan-
tillon de calibration. C'est aussi le cas
si on s'intéresse au rapport existant
entre deux types de bactéries pré-
sentes dans un méme échantillon.

Un gene de référence peut étre testé
séparément ou ensemble avec une
cible inconnue et leurs rapports
finaux peuvent étre évalués. Le géne
de référence peut étre un acide
nucléique endogéne ou exogene.
Dans les deux cas, cette approche a
|"avantage de compenser les grandes
variahilités de I’ efficacité de la trans-
cription inverse qui doit transformer
I’ ARNmessager en ADN avant PCR.
L'expression d'un géne de maintien
(actine, GADPH, ARN ribosomal,...)
est communément utilisée comme
référence endogene. Mais certains
auteurs rapportent des différences
dans I’ expression de ces genes selon
leslignéescellulaires, lestissusou les
cycles cellulaires. De plus, leur
expression est souvent élevée par rap-
port a |’ expression du gene étudié e,
dans ce cas, |’ efficacité de I’amplifi-
cation peut différer entre le géne de
référence et le géne étudié
Alternativement, on peut utiliser un
ARNM exogéne qui sera amplifié en
méme temps que lacible avec comme
avantage que la quantité d ARNm de
référence peut étre ajustée pour obte-
nir une efficacité d amplification
proche de celledelacible. Danscha-
cun des cas, I’ utilisation d’un gene de
référence est basée sur I’ utilisation de
paires d’ amorces différentes qui peu-
vent causer des différences dans |’ ef-
ficacité de |’amplification. Il est donc
important de réaliser la comparaison
en phase exponentielle et d’ analyser
les deux génes dans le méme tube,

afin de minimiser les causes de varia-
bilités.

L’ utilisation de la quantification rela-
tive pour lesmesuresd’ ADN est limi-
tée a certaines études cliniques. Dans
ces cas, la co-amplification de deux
genes dans le méme tube avec deux
paires d’amorces (PCR différentielle)
permet de mesurer leur rapport. Cette
approche a été utilisée pour détecter
des délétions et des duplications dans
le géne de la dystrophine (Abbs et
Bobrow, 1992), pour détecter le virus
HIV-1 (Pang et al., 1990) ou de
I”’ADN tumoral (Fryeet al., 1989).

L a quantification absolue

La mesure dans la PCR du nombre
exact de copies d'une cible d acide
nucléique peut étre réalisé en utilisant
un matériel de référence doté de pro-
priétés spécifiques. 1l doit étre le plus
proche possible en taille et en struc-
ture et en concentration de la cible de
maniére a avoir une efficacité d' am-
plification similaire. Ceci peut seréa-
liser si le matériel de référence est
amplifié avec les mémes amorces que
la cible mais peut étre distingué de
celle-ci par quelques modifications
biochimiques mineures (Gilliland et
al., 1990). Ce réactif appelé le com-
pétiteur est la base des méthodes de
PCR compétitive (Siebert et Larrick,
1993; Clementi et al., 1994). Dans ce
cas, la quantité d ADN cible est
exprimée non plus sous forme d'un
rapport mais d une concentration ou
d’un nombre de copies.

La PCR compétitive

Il sagit d gouter a I'échantillon un
ADN compétiteur, agissant comme
standard interne, qui est amplifié par
les mémes amorces et qui se com-
porte de la méme facon que I’ADN
cible durant la réaction de PCR. Il
faut cependant pouvoir différencier
les deux produits d’amplification. La
quantification se déroule en compa
rant le signa de la cible a celui du
compétiteur dont la quantité est
connue. L'idée est que si I’ efficacité
delaPCR est identique pour les deux
amplicons, on peut déduire la concen-
tration du produit de PCR cible en se
basant sur le rapport des signaux et la
quantité de compétiteur ajouté. La
détection peut se faire sur gel d’aga-
rose et densitométrie ou par PCR-
ELISA en utilisant des sondes spéci-
fiques différentes pour chaque
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amplicon. L’important est de bien
choisir son ADN compétiteur. Les
ADN compétiteurs proviennent en
général d’'une manipulation de génie
génétique. On peut par mutagenése
dirigée introduire un site de restric-
tion dans!’ ADN cible. Apres amplifi-
cation, on fait la différence entre
I’ADN cible et le compétiteur par
digestion du produit de la PCR au
moyen de |I’enzyme de restriction.
Maisil faut étre sir du bon fonction-
nement de cette digestion. Une
variante consiste a introduire une ou
plusieurs petites modifications par
mutagenese dirigée. Aprésamplifica-
tion, ces modifications seront détec-
tées par hybridation en utilisant des
sondes spécifiques ou en utilisant des
techniques électrophorétiques comme
la SSCP (Sngle Srand Conformation
Polymorphism). L’ approche la plus
simple est d’introduire une petite
délétion ou insertion au centre de
I’amplicon. La variation en taille ne
doit pas excéder 15% de la taille ori-
ginale pour conserver laméme effica
cité de PCR.

L es compétiteurs peuvent étre utilisés
comme standards externe ou interne.
Dans le premier cas, on réaise une
courbe de calibration, mais il faut se
méfier des variations de tube a tube
durant la PCR.

Toutes ces techniques décrites sont
des méthodes en point final, on ana
lyse les résultats en fin de PCR. De
nouveaux développements technolo-

giques permettent de réaliser 1aPCR
en temps réel en suivant I'amplifica
tion au cours des cycles.

LaPCR entempsreéel (Jungetal.,
2000)

La PCR en temps réel permet de
mesurer I'accumulation du produit de
PCR a chague cycle au cours de la
réaction d’'amplification. Le principe
est d'utiliser un marquage fluorescent
du produit de PCR. Le fluorochrome
est gjouté a la réaction de PCR. La
réaction de PCR et la détection du
produit de PCR sont donc simulta-
nées. L’ appareil de PCR entempsréel
n'est autre qu'un thermocycler clas-
sique sur lequel vient s ajouter un
détecteur de fluorescence. L’ appareil
mesure I'intensité de la fluorescence
en fonction du nombre de cycles. On
réalise une courbe d’ étalonnage avec
des échantillons de concentrations
connues. On réalise une courbe du
"cycle threshold" (Ct) en fonction du
logarithme du nombre de copies
(Figure 2). LeCt est défini commele
cycle de PCR auquel on observe une
augmentation du signal de égale a 10
fois la déviation standard de la ligne
de base (cycle 3 a15).

Habituellement on observe une excel-
lente linéarité sur sept ordres de gran-
deur ce qui permet de mesurer le
nombre de copies dans une gammetres
large de quantités. Pour |a détection de
I”amplicon, on peut utiliser un mar-
quage non spécifique ou specifique.

o

Le marquage non spécifique utilise
comme fluorochrome le SybrGreen®
(Schneeberger et al., 1995) qui selie
spécifiquement a I’ ADN bicaténaire.
L' avantage de cette méthode est son
faible colt. Le désavantage de ce pro-
cessus est son manque de spécificité
dd au fait que le fluorochrome seliera
indifféremment aux produits de PCR
spécifiques et non spécifiques. On
peut circonscrire ce probléme en réa-
lisant aprésla PCR une courbe de dis-
sociation. On augmente progressive-
ment la température et on observe la
diminution de la fluorescence due a
|’ apparition d’ ADN monocaténaire
en fonction de la température. La
dérivée premiéere de cette courbe per-
met de déterminer le Tm (température
defusion) du produit de PCR, on peut
ains comparer ce Tm au Tm  théo-
rique du produit attendu.

Une autre méthode est d'utiliser une
détection spécifique du produit de
PCR recherché. Parmi cestechniques
spécifiques, on trouve I’ utilisation
des sondes TagMan (Applied
Biosystems) basée sur I’ activité exo-
nucléasique 5'-3' de la Tag polymé-
rase (Holland et al., 1991). Lasonde
spécifique est marquée deux fois: un
fluorochrome quencher situé en 3’ et
un fluorochrome reporter en 5’
(Figure 3). Dans cette configuration,
la fluorescence émise par le reporter
est absorbée par le quencher situé
dans son voisinage et aucune fluores-
cence n'est détectée. Au cours de la
polymérisation, la Tagq polymérase
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Figure 2: Principe dela PCR en tempsréel.

La fluorescence associée au produit de PCR est mesurée au cours des cycles, ¢’ est-a-
dire au cours du temps. On calcule le moment, ¢’ est-a-dire le cycle (Ct) ou la fluores-
cence dépasse un seuil donné.

Le Ct est directement proportionnel a la quantité d’ ADN.

Figure 3: Fonctionnement d' une sonde Tagman. A : La sonde est marquée par un
fluorophore reporter (R) et un fluorophore™ quencher " (Q). Lasondeest libreen
solution, la fluorescence émise par le reporter (E1) est absorbée par le quencher
(A2) qui émet dela lumiére (E2) a unelongueur d onde différente de celle du détec-
teur. Le bilan de I’ opération est que trés peu de fluorescence est détectée par |’ ap-
pareil. B: La sonde se fixe sur I’ADN cible entre les positions de fixation des
amorces de la PCR. Le détecteur n’ enregistre toujours pas de fluorescence car le
reporter et le quencher sont physiquement proches. C : Lors de I’ éape d’ élonga-
tion, I’ADN polymérase par son activité exonucléasique 5'1 3', va dégrader la
sonde, il en résulte que le reporter se trouve éloigné du quencher qui ne peut plus
absorber la fluorescence qui peut étre détectée par |’ appareil . D : En fin d' élon-
gation , la fluorescence E1 est mesurée. On constate que |a fluorescence sera direc-
tement proportionnelle au nombre de molécules d’ ADN amplifié.
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dégrade la sonde située sur son che-
min et libére le reporter du quencher.
La fluorescence associée au fluoro-
chrome reporter ainsi mesurée est
proportionnelle a la quantité de pro-
duit généré (Livak et al., 1995). Une
autre technologie utilisée est appelée
le FRET (Fluorescence Resonance
Energy Transfer) (Figure 4) (Wittwer
et al., 1997). Deux oligonucléotides
spécifiques du produit de PCR s hy-
brident en tandem sur le produit de
PCR durant I’ étape d’ hybridation. La
sonde amont est marquée en 3' avec
un fluorochrome (F1) et la sonde aval
est marquée en 5’ avec un fluoro-
chrome reporter (F2). Les deux fluo-
rochromes sont donc proches I’un de
I"autre. Aprés hybridation des deux
sondes, I’ excitation de F1 entraine le
transfert del’ énergieémisepar dFl a
F2 qui vaémettre ason tour et lafluo-
rescence de cette émission est mesu-
rée. Ce signa est proportionnel aux
nombres de molécules cibles pré-
sentes. Une troisiéme technologie uti-
lise des sondes particuliéres appel ées
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Figure 4: Principe du FRET : A: Les deux sondes
sont en solution, I’une marquée par le fluorophore 1
(F1), I'autre par le fluorophore 2 (F2). On choaisit, le
fluorophore 2 de telle maniére qu'il absorbe la fluo-
rescence émise par le fluorophore 1 (E1=A2). B: Les
deux sondes s hybrident & I’ADN cible, placant le
fluorophore 1 a c6te du fluorophore 2. La machine
excite le fluorophore 1 (A1) qui émet de la fluores-
cence (E1) absorbée par le second qui émet de la
fluorescence de longueur d'onde plus élevée (E2).
C'est cette derniére fluorescence qui est mesurée. C:
Les sondes sont dégradées par I’ADN polymérase et
plus aucune fluorescence n'est émise par le fuoro-
phore 2, en raison de son éoignement par rapport au
fluorophore 1

106

les "molecular beacons" (Tyagi et
Kramer., 1996; Tyagi et al., 1998).
Les " molecular beacons” (Figure 5)
possedent trois domaines fonction-
nels (i) un quencher et un reporter aux
extrémités 3' et 5’ de la molécule (ii)
de courtes séquences complémen-
taires aux extrémités 5’ et 3’ de la
molécule permettant la formation
d’ une structure en épingle a cheveux,
(iif) un région centrale complémen-
taire du produit de PCR a détecter.
En dessous de latempérature d’ hybri-
dation la molécule se trouve en posi-
tion fermée, le quencher se trouve
proche du reporter et aucune fluores-
cence N’ est détectée. Si le molecular
beacon s associe au produit de PCR
ou est détruit, le quencher est éloigné
du reporter et la fluorescence peut
étre mesurée. Ce type de sonde aug-
mente grandement la spécificité de
I"hybridation (Bonnet et al., 1999).

Des sondes Tagman ont été utilisées
pour détecter diverses bactéries
pathogenes isolées d'aliments:
L. monocytogenes (Nogva et al.,
2000b), Bacillus cereus (Kim et al.,
2000), E. coli O157H7 (Oberst et al.,
1998), EHEC (Chen et al., 1998),
Campylobacter jejuni (Nogva et al.,
2000a), Y. enterocolitica (Vishnubhatla
etal., 2000) ou Salmonella (Hoorfar
et al., 2000).

([P

Figure5: Principe de fonctionnement d’un " molecu-
lar beacon " : Dans sa position fermée, le reporter et
le quencher sont proches de telle maniere que la fluo-
rescence émise par le reporter est absorbée par le
quencher et aucune fluorescence ' est détectée par la
machine. Lorsque la sonde s hybride a la cible, le
quencher et le reporter se trouvent éloignés et la fluo-
rescence émise par le reporter est détectée par I’ ap-
pareil.

CONCLUSIONS

La qualité et la sécurité des aliments
est une préoccupation essentielle de
notre société. L'analyse microbiolo-
gique occupe dans ce secteur une
place de choix. Il s'agit d' évaluer la
guantité totale de bactéries présentes
ou la présence d'une contamination
d origine fécale dans un souci d'hy-
giéne ou encore de détecter des bacté-
ries pathogénes dans un souci de
santé publique. Le laboratoire de
microbiologie alimentaire est sou-
cieux de ces deux aspects. Jusqu’ici,
la plupart des laboratoires ont utilisé
des méthodes normalisées ou vali-
dées de microbiologie classique (1SO,
AFNOR,...) sous accréditation. Mais
dans le domaine agro-alimenaire, une
réponse rapide est souvent nécessaire
gue se soit pour éviter le blocage des
denrées alimentaires ou dans les cas
de toxi-infections pour en déterminer
la cause. C'est pourquoi, un pro-
gramme de recherche utilisant I’am-
plification génétique par PCR a
débuté pour déterminer la charge bac-
térienne ainsi que la présence de bac-
téries pathogenes. L’ avenement de la
PCR en temps réel devrait auss per-
mettre d’ avoir une estimation quanti-
tative des bactéries présentes dans
I’aliment. On peut ains espérer dis-
poser d outils de diagnostic : rapides,
sensibles, reproductibles et quantita-
tifs, permettant de répondre le plus
vite possible a I'attente du secteur
agro-alimentaire. De plus, ces outils
seront aussi trés utiles dans la confir-
mation de diagnostics obtenus par les
techniques classiques.
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SUMMARY

Food quality is a major concern
of our modern society. The
sudden awareness that food is
not sterile underlines the need of
a rigorous microbiological analy-
sis of foodstuffs. The tech-
nigues developed until now
require the growth of the
microorganism on a selective
medium allowing to differentiate
it from other bacteria. This pro-
cedure could be long and diffi-
cult for the analysis. To improve
these classical methods, mole-

DNA sequence are in develop-
ment. Moreover, the apparition
of real time PCR allows new
future prospects since it allows
to quantify the number of bacte-
ria present in a sample. This
gquantitative aspect is very
important in food microbiology.
In this way, the molecular bio-
logy tools should allow to deve-
lop fast, sensitive, specific and
gquantitative diagnosis tests to
confirm the results obtained by
classical methods but also to
allow the diagnosis of fastidious
bacteria.

cular biology techniques based
on the specific amplification of a
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