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IDENTIFICATION DES MICROORGANISMES PAR
SPECTROSCOPIE INFRA-ROUGE

(Résumé de l'intervention de M. GRAPPIN de F'INRA Poligny lors de I'Assemblée Générale de CECALAIT)

qui utilisent la spectroscopie infra-rouge, & transformée de Fourier pour identifier les microorganismes. En soumettant les

D epuis peu, le développement des techniques et des outils d’exploitation des spectres a permis la mise en route de travaux

spectres a des traitements mathématiques, puis 4 des techniques de classification statistique, on a pu différencier
nettement des espéces bactétiennes, notamment dans le genre Listeria, ll semble méme possible de séparer ainsi des sérotypes
différents.. Cette technique simple et rapide, quoiqu’onéreuse au départ, ouvre de larges perspectives pour I'identification de
pathogénes ou la caractérisation d’espéces d'intérét industriel, ainsi que pour 1a taxonomie en général. Des mises au point

méthodologiques restent cependant nécessaires.

ulilisée pour ['analyse chimique, mais ldée de l'employer

pour différencier des microorganismes a é1é émise depuis
longtemps déja. Grace & lamélioration des techniques et des
outi's d'exploitation des spectres, il est maintenant possible
d'exploiter la spectroscopie infra-rouge pour identifier des
microorganismes. De fait, les travaux sur ce théme se multiplient
et concernent un grand nombre d'espéces bactériennes,
notamment les pathogénes. M GRAPPIN a ainsi plus
particulizrement présenté des lravaux sur Listaria, qui sont en
cours au Hannah Research Institute en Ecosse, el auxquels
collabore D. LEFIER, de FINRA de Poligny, qui y est détaché
pour un an. Malgré les mises au point encaore nécessaires, les
perspectives ainsi ouvertes sont susceptibles d'intéresser aussi
bien fes industriels que les chercheurs.

L a spectroscopie infra-rouge {IR) a principalement été

HISTORIQUE ET ETENDUE DES TRAVAUX

L'analyse IR mesure l'interaction entre I'énergie IR el Fénergie de
liaison des molécules de la matiére. Or les microorganismes sont
constitués de molécules de protéines, de glucides, de lipides et
d'acides nucléiques, dans leur cytoplasme et dans leur paroi. De
ce fait, la caractérisation de microorganismes par leur spectre IR
doit &tre a priori possible.

Identification d’espéces et méme de
souches

Les premiers travaux en ¢e domaine remontent aux anndes 1950
et avalent abouti & l'identification de 76 souches de Lactobacilles
(GOULDEN et SHARPE, 1858). Mais les choses en étaient
restées 13 jusqu'en 1988, ol NAUMAN et ses collaborateurs
différencient parfaiterhent les catégories Gram en utilisant linfra-
rouge & transformée de Fourier (IR - TF), Cette technique, qui
permat d'exploiter la totalité du spectre IR, ainsi que I'amélioration
des outils slatistiques et des moyens informatiques de traitement
des spectres ont depuis entrainé une multiplication des travaux en
ce domaine. Ainsi, de 1991 & 1995, a-t-on vu la publication de
résultats sur des laclobacilles, des Enterobacleriaceas,
Staphylococeus, Straptococcus, Clostridium, des Listeria...par IR -
TF. Selon les travaux, les taux d'identification des espéces varient
de 75% -pour Clostridium sous microscope- 4 94% pour les
lactobacilles et diverses espéces pathogines (CURK et al., 1994;
HELM et al,; 1991), voire 100% pour les 6 espaces de Listeria,
éludiées par HOLT et al, en 1995. A fintérieur d'une méme
espéce, le taux d'identification des souches varie de 83% pour

différents pathogénes a 91% pour les souches de Lactobacilles
(HELM et al.; 1991; CURK et al., 1994).

PRINCIPES DE MESURE
PREPARATION DES ECHANTILLONS

Les souches sont issues le plus souvent de collections, mais
aussi de produits alimentaires. Une phase de mise en culture et
d'enrichissement en milieu solide ou liquide est indispensable. Il y
a trois possibilités de conditionner I'échantillon, La plus courante
consiste & déshydrater la culture sur une plaque de Zn/Se, puis
aprés lavage & mesurer I'échantillon en IR par fransmission. On
peut également procéder & un préldvement direct sur milieu solide
et Fappliquer sur un cristal pour une mesurs en ATR. Une
dernigre possibilité, qui n'a toutefols été essayée qu'une seule fois
consiste & mesurer directement sur la colonie, & laide d'un
microscope IR (RUDZIK et al., 1994).

ANALYSE IR ET STATISTIQUE

La zone specirale utile est le moyen Infra-Rouge, de 4000 & 750
cm', avec des bandes spécifiques correspondant aux
groupements CH-CH,-CH, aux COQ", aux paptidas, aux OH, aux
PO,, aux acides nucléiques.

Le specire obtenu est ensuite soumis & un iraitement
mathématique de dérivaion -lere cu 2e-. Puis, aprds avoir
procédé & une réduction (ACP), on cherche & appliquer une
technique de classification :

¥ Analyse faclorielle des correspondances {AFC)

# Analyse factorielle discriminante (canonique)

* Analyse hiérarchique (dendrogramme)
RESULTATS OBTENUS AVEC LISTERIA
Dans des échantillons contenant un mélange de diverses espéces
de Listeria, l'observation de lensemble des specires obtenus

montre des zones ol les différentes espdces se distinguent
naturellement.

Aprés traitements stalistiques, ces différences sont encore bien
plus nettes. Ainsi HOLT et al. (1995), en appliquant un traitement



d'analyse canonique 4 4 dimensions aux spectres obfenus avec
un mélange de 6 espéces et une sous-espéce de Listeria, & savoir
L. monocytogenes, L. innocua; L. grayi, L. grayi subsp.murrayi, L.
seeligeni, L. ivanovii et L. welshimeri aboutissent au schéma ci-
dessous. Les différentes espéces y sont clairement séparées,
{d"autant plus que les deux groupes désignés par des fléches ne
se situent pas en réalité dans le méme plan que les autres.)

Analyse canonique 4 4 dimensions de 6 espéces de Listeria
(n = 59), d'aprés HOLT et al., 1995

10

[0} L grayi

mm%LiVaﬂavﬁ Cc)sgodjo
o]

: <
A 3
ﬁ L. grayi subsp. murrayi
L4

A & L. innocua

v
1

a g L. monocytogenes
G% L. welshimeri o .0

@0 ° 0@
=]

a
Lo o L. seeligeri

Canonical Variate 1,
(=3

»
W
L

8]

-10 * T T
-10 -5 0 5 10

Canonical Variate 2

Une analyse du méme type, effectuée cette fois avec un mélange
de différents sérotypes de Listeria monocytogenas montre qu'il
pourtait ¥ avoir de bonnes possibilités de discrimination entre
groupes de sérotypes, voire entre sérotypes différents.

Des mises au point encore nécessaires

Cependant, le développement et l'utifisation plus facile de cette
technique passent, & la fois par la mise au point des conditions de
mesure et par Famélioration des outils.

L'amélioration des mesures suppose, dans un premier temps, de
bien définir les conditions de mesure. En effet, des moditications
de la durée d'incubation de la culiure utilisée, comme de la
température d'incubation provoquent des changements dans les
spectres observés pour une méme espéce. Les spectres obtenus
avec des espéces différentes restent cependant différents. Dans
un deuxiéme temps, perfectionner la technique de mesure directe
sur une colonie conhstituerait une avancée importante. La
standardisation des conditions de préparation des échantillons;
suriout dans le cadre d'une mesure directe est dgalement
nécessaire.

Les utilisateurs auraient un grand intérét & voir se développer des
oufils tels que des « spectrothéques » pour aider & l'identification

des microorganismes et des procédures de transfert de calibrage
entre différents types d'appareils.

Il n'en demeure pas moins que cefte technique est séduisante 2
plus d'un fitre. Elle est en effet simple & metire en ceuvre et
rapide, encore que la phase d'enrichissement de la culture soit
toujours indispensable. Certes, elle demande de s'équiper d'un
appareil onéreux, mais susceptible néanmoins d'avoir d'autres
utilisations. En revanche, elle présente ensuite un colt de
fonctionnement moins élevé que d'autres techniques de pointe
dans ce domaine, telles que les techniques d'immunochimie ou de
biolagie moléculaire. %

Des applications évidentes

Les possibilités d'identification d'espéces et de souches que
donne celte technique offrent de grandes perspecilves pour la
faxonornie et la classification des microorganismes. D'un point de
vue industriel; les possibilités didentification des pathogénes,
mais aussi des microorganismes dfintérét industriel seraient
déterminantes. Enfin, en fabrication fromagére, cette technique
permettrait d'arriver 4 une caractérisation technclogique des
levains.

Pour Fheure, la plupart de ces travaux reste du ressort des
centres de recherche et I'analyse quantitative n'a pas encore été
abordée. Mais certaines études ont déja été réalisées en
collaboration avec des constructeurs de matériel, ce qui laisse
augurer un passage a mzs.en terme aux applications industrielles.
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