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Le développement de méthodes permettant une détection rapide de la sensibilité
aux antibiotiques contribuerait a contréler la dissémination de souches résistantes, et
améliorerait 1’antibiothérapie actuelle. Nous avons élaboré un nouveau test de sensibilité
aux antibiotiques par cytométrie en flux (TSA-CMF) et évalué sa performance sur des
isolats et des échantillons cliniques d’urine. Méthodologie : La perte d’intégrité
membranaire a été suivie par 1’iodure de propidium (PI), un colorant d’acide nucléique.
La sonde anionique bis-(1,3-acide dibutylbarbituric) trimethine oxonol (DiBAC4[3]) a été
utilisée pour visualiser les changements de potentiel membranaire. Parallélement, la
morphologie et le contenu cellulaire étaient analysés par diffraction optique. Douze
antibiotiques furent testés sur 6 souches contréles de ’ATCC, 24 isolats urinaires et 19
échantillons cliniques d’urine, représentant une variété d’espéces dont: E. coli, K.
pneumonice, S. aureus, S. saprophyticus, S. epidermidis, P. mirabilis, E. feecalis, et P.
eruginosa. Les microorganismes récupérés furent cultivés en phase exponentielle,
incubés pendant 2 h avec différents antibiotiques aux valeurs de sensibilité émises par le
NCCLS, lavés, puis incubés 10 min avec les fluorochromes. Résultats : Une excellente
corrélation fut observée entre les comptes de cellules viables, determinés par cytométrie
en flux, et les comptes d’UFC. L’effet post-antibiotique de la gentamicine sur la viabilité
du E. coli a pu étre quantifié. La concordance entre I’interprétation des résultats du TSA-
CMF, des antibiogrammes par disques et des microdilutions liquides (effectués selon les
méthodes officielles du NCCLS) était de 93,4 % (n = 346 tests). Des 23 erreurs
observées, 19 furent attribuables aux espéces autres que E. coli. Une correspondance
parféite a été obtenue avec cinq antibiotiques, alors que la nitrofurantoine et la
tétracycline ont causé, a elles seules, 52 % des erreurs. Le TSA-CMF ne requiert
qu’environ 5 h. Conclusion : Nos résultats indiquent que le TSA-CMF pourrait étre une
alternative rapide et précise aux méthodes conventionnelles pour évaluer la vitalité

bactérienne et la sensibilité aux antibiotiques.




Rapid methods for antimicrobial susceptibility testing should help control the
spread of resistance, and would greatly improve antimicrobial therapy. Several protocols
involving the use of flow cytometry to determine rapidly the antimicrobial activity on
bacteria have been published, but not yet applied in a clinical setting. We developed a
novel flow cytometric antimicrobial susceptibility test (FC-AST) and evaluated its
performance on clinical urine isolates and samples. Methods: Alterations in plasma
membrane integrity were monitored by propidium iodide. The anionic probe bis-(1,3-
dibutylbarbituric acid) trimethine oxonol [DiBAC4(3)] was used to measure changes in
membrane potential. Microbial size and cellular content were also analyzed by light
scattering. Twelve antibiotics were tested on 6 ATCC control strains, 24 urine isolates
and 19 clinical urine samples, containing E. coli, K. pneumonice, S. aureus, S.
saprophyticus, S. epidermidis, P. mirabilis, E. feecalis, and P. eruginosa. The bacteria
were grown to an early log phase, incubated for a 2 h period with an antibiotic at the
NCCLS MIC breakpoint, washed and incubated for 10 min with the fluorescent probes.
Results: Excellent correlation was observed between viable counts determined by flow
cytometry and by CFU assays. FC-AST viable counts were not affected by the post-
antibiotic effect. Agreement between FC-AST results, disk diffusion and broth
microdilution tests (following NCCLS guidelines) was 93,4 % (n = 346 tests). Of the 23
errors observed, 19 came from species other than E. coli. Perfect agreement was obtained
with five antibiotics, while nitrofurantoin and tetracycline were responsible for 52 % of
the errors. In all, FC-AST requires about 5 hours. Conclusion: Our results indicate that
FC-AST could be a rapid and accurate alternative to conventional methods for measuring

bacterial viability and antibiotic susceptibility.




INTRODUCTION



La résistance des bactéries est un probléme de santé mondial, auquel 1’humanité
doit faire face a 1’aube du troisieme millénaire. L’utilisation massive des antibiotiques
durant les cinquante derniéres années est la cause principale de 1’apparition de souches

résistantes.

Pour contrer cette dangereuse problématique, une meilleure gestion de
I’antibiothérapie fut proposée. Cependant, les méthodes conventionnelles, présentement
utilisées dans les établissements de santé, ne fournissent les résultats d’identification et de
sensibilité aux antibiotiques pour un échantillon que 48 h au minimum, aprés sa
soumission au laboratoire clinique. Souvent, la maladie doit étre affrontée le plus vite
possible. Le patient se voit alors administré une forte dose d’agents antimicrobiens a

large spectre, sans connaitre le profil de sensibilité du microbe en cause.

Les nouvelles méthodes utilisant des technologies moléculaires ou cellulaires,
pourraient améliorer substantiellement les temps d’analyses, et, par conséquent,
I’antibiothérapie. Une de ces méthodes rapides implique [’utilisation de la
cytofluorométrie en flux pour évaluer la viabilité des bactéries individuelles, suite & un

bref traitement avec différents agents antimicrobiens.

L’objectif principal de ce projet de maitrise consistait 2 développer une méthode
de détection rapide de la sensibilité des bactéries aux antibiotiques par la
cytofluorométrie en flux. Notre étude se déroula en quatre étapes : 1) la détermination des
meilleurs fluorochromes pour une détection fiable et précise de la viabilité bactérienne, 2)
le développement et I’optimisation d’un protocole de sensibilité aux antibiotiques a 1’aide
de souches contrdles, 3) I’application du test de sensibilit¢ aux antibiotiques par
cytométrie en flux (TSA-CMF) sur des isolats et des échantillons cliniques, 4) la

validation du protocole par les techniques conventionnelles de microbiologie.



REVUE DE LITTERATURE



1. Résistance aux antibiotiques

Depuis plusieurs décennies, les microbiologistes ont observé un fait troublant. En
effet, les antibiotiques qui réussissaient auparavant a contréler les micro-organismes
pathogenes deviennent de plus en plus inefficaces. Ceci est le résultat des mécanismes de
résistance aux antibiotiques, développés par les redoutables et astucieuses bactéries. Le
spectre de 1’«ére post-antibiotique» - retour a 1I’époque ou une simple infection devenait
mortelle due a I’inexistence de traitement efficace — est a nos portes (Tenover et Hughes,
1996).

L’usage des antibiotiques a certainement changé la perception du public sur les
maladies infecticuses et leur traitement. Cependant, ce changement n’a pas été
entiérement positif, dans la mesure ou certaines personnes considérent les antibiotiques
comme une panacée, utilisant ceux-ci autant a des applications thérapeutiques (humaines
et animales) qu’en industrie agro-alimentaire. Ce phénoméne a contribué essentiellement

a ’omniprésence des micro-organismes résistants aux antibiotiques (Davies, 1999).

1.1 Causes

La résistance aux antibiotiques se présente sous quatre formes : 1) ’inactivation
ou la destruction de I’agent antimicrobien ; 2) la modification de la cible visée par le
mode d’action de I’antibiotique, 3) la mise en place d’une voie métabolique alternative, et
finalement, 4) I’interdiction de I’acces de 1’antibiotique & sa cible, grace a une diminution
de la perméabilité et/ou I’augmentation de I’efflux de 1’agent vers I’extérieur (Davies et
coll., 1994 ; Quintiliani et Courvalin, 1995). Les bactéries possédent un nombre
remarquable de mécanismes génétiques leur permettant d’exister en présence d’agents
antimicrobiens. En général, trois facteurs ont contribué a 1’émergence de ces
mécanismes : 1) des mutations chromosomiques spontanées ; 2) le transfert de génes de
résistance (ex : par ’entremise de plasmides R) d’un genre ou d’une espéce a ’autre ; 3)

la pression sélective causée par ’usage massif d’antibiotiques (souvent a large spectre



d’activité) dans les établissements institutionnels et communautaires (Tenover, 1995). Ce
dernier facteur favorise la prolifération de souches minoritaires ayant acquis leur
résistance par mutation spontanée ou par 1’acquisition de nouveau matériel génétique

(Tenover et McGowan Jr., 1996).

En analysant les plasmides de résistance, on remarque que ceux-ci ont commencé
a évoluer depuis les cinquante derniéres années, ce qui correspond exactement avec la
découverte des antibiotiques et le début de leur utilisation en clinique (Davies, 1998).
Une relation cause a effet entre ces deux phénomeénes est trés probable (Shlaes et coll.,
1997). Cependant, des souches résistantes, notamment a la tétracycline, ont été retrouvées
dans le sol et des échantillons fécaux humains, a l’intérieur d’une région ou cet
antibiotique n’avait jamais été utilisé auparavant (Tenover et Hughes, 1996). D’ailleurs,
c’est la résistance a la tétracycline qui est le plus souvent rencontrée dans la nature
(Quintiliani et Courvalin, 1995). Ceci démontre que la résistance n’est pas seulement une
conséquence de ’usage des antibiotiques, mais que ce phénotype est une composante
intégrale d’une stratégie de survie de certaines bactéries dans des environnements

hostiles.
1.2 Emergence en milieu clinique et conséquences

A la fin des années 50, le cri d’alarme avait déja été lancé. Environ 50% des
souches de staphylocoques étaient résistantes a la pénicilline. La course était commencée
entre les biochimistes, cherchant de nouvelles drogues, et les bactéries, trouvant de

nouvelles fagons de les contourner (Harington, 1957).

De nos jours, ’apparition de souches microbiennes résistantes en milieu clinique
est de plus en plus importante, compte tenu du phénoméne d’immunodéficience, de
’utilisation de nouvelles techniques et équipements, de la réduction du nombre de
nouveaux antibiotiques disponibles et de I’inefficacité de certaines méthodes de
laboratoire & détecter les mécanismes de résistance inédits (Tenover et McGowan Jr.,

1996). Des souches qui étaient traditionnellement sensibles a tous les agents



antimicrobiens deviennent maintenant résistantes aux thérapies classiques, ainsi qu’aux
agents récemment développés. De plus, notre décennie a vu I’apparition de souches
résistantes & de multiples antibiotiques (Levy, 1998). Ce n’est donc pas surprenant que le
probléme de résistance en milieu clinique entraine une augmentation de la morbidité, de

la mortalité et des cofits imputés au systéme de santé (Shlaes et coll., 1997).

1.3 Prévention et controle

Trois comités, un au Canada (Santé Canada, 1997), un aux Etats-Unis (Shlaes et
coll., 1997) et I’autre en Europe (Monnet, 1999) ont été réunis afin de définir les lignes
directrices qui permettraient aux communautés de chaque pays de prévenir 1’émergence
de la résistance aux antibiotiques, ainsi que de contrdler la dissémination de bactéries
résistantes dans les hopitaux. Les recommandations des trois comités sont assez
similaires et comprennent, essentiellement, I’instauration de systémes surveillant
I’apparition de résistance, des programmes de lutte anti-infectieuse a l’intérieur des
établissements de santé et des normes visant le contréle de 1’administration des
antibiotiques, avec et sans prescription. C’est par ce demier point, le «contrble des
antibiotiques», que 1’on espere atteindre I’efficacité maximale des antibiothérapies.
L’utilisation optimale des agents antimicrobiens se réalisera par une meilleure sélection
des antibiotiques, de déterminer les doses et durées appropriées des traitements et
d’utiliser les antimicrobiens de fagon cyclique et combinatoire, pour définitivement

prévenir 1’apparition de la résistance (Shlaes et coll., 1997).

2. Tests de sensibilité aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est détectée par des tests de sensibilité bien définis.
Le National Committee for Clinical Laboratory Standards (NCCLS), reconnu
mondialement, établit les lignes directrices afin de standardiser et valider ces techniques,

ainsi que 1’interprétation des résultats de sensibilité obtenus.



En milieu clinique, les spécimens récoltés sur des patients présentant des signes et
symptdmes de maladies infectieuses sont envoyés au laboratoire de microbiologie, afin
de déterminer 1’identité et la sensibilité¢ de(s) agent(s) microbien(s) en cause. Ceci est

effectué selon des techniques conventionnelles bien établies.

2.1 Méthodes conventionnelles

L’évaluation de la sensibilité aux antibiotiques nécessite d’abord la culture, puis
I’isolement du ou des microbes présents dans les échantillons regus (Koneman, 1997).
Puisque ces deux étapes nécessitent une croissance macroscopique (visible a 1’ceil nu) des
micro-organismes, un minimum de deux périodes d’incubation de 24 h (48 h au total) est
nécessaire (Bergeron et Ouellette, 1998). Pour certains micro-organismes, tels les
mycobactéries, ’incubation doit étre prolongée a environ une semaine. Ainsi, ces
méthodes, présentées dans le tableau 1, sont considérées comme «lentes» (Woods et

Washington, 1995).

Tableau 1 : Méthodes conventionnelles de sensibilité aux antibiotiques.

- Test par (macro- ou micro-) dilution en milieu liquide
- Test par dilution en milieu solide

- Test d’antibiogramme par disques (diffusion en milieu solide)

La conséquence du délai nécessaire a la croissance des micro-organismes pour
indiquer leur présence et leur viabilité est grave. En effet, le clinicien se doit, dans la
plupart des cas, administrer a son patient un agent antimicrobien bien avant la réception
des résultats par le laboratoire de microbiologie, afin d’arréter le plus rapidement possible
la progression de la maladie et la contamination de la population, dans le cas des
microbes infectieux (Isenberg, 1981). Le choix de I’antibiotique est empirique, ne
reposant que sur les symptomes et 1’historique du patient, ainsi que la tradition dictée par
I’établissement de soins de santé (Demers et coll,, 1997). Aussi, lorsqu’une maladie

infectieuse sévere ou nosocomiale est soupgonnée, on administre souvent de fortes doses




d’antibiotiques a large spectre d’activité. Pire encore, dans 70 a 80 % des échantillons
envoyés aux laboratoires cliniques, on ne retrouve aucun micro-organisme cultivable
(Laverdiére et Restieri, 1999). Dans ce contexte, non seulement I’émergence de souches
résistantes est favorisée, mais une antibiothérapie est souvent prescrite pour traiter une
maladie qui n’est méme pas causée par des bactéries (Bergeron et Ouellette, 1998). Cette
situation va a 1’encontre des principes visant la prévention et le controle de la résistance
aux antimicrobiens. Il serait donc souhaitable de modifier les habitudes des cliniciens par
I’instauration de nouvelles méthodes permettant un compte-rendu rapide de 1’identité

et/ou de la sensibilité des micro-organismes pathogénes (Matsen, 1981).

2.2 Systémes semi-automatisés

Afin d’accélérer le processus d’identification, de détermination de sensibilité et
d’augmenter la capacité d’analyse d’échantillons des laboratoires cliniques, des systémes
semi-automatisés ont été mis au point, dont Vitek (bioMérieux Vitek, Inc., Hazelwood,
MO), MicroScan (Dade Behring, Inc., West Sacramento, CA), et, disponible bientét, le
systtme Phoenix (Becton Dickinson Microbiology Systems, Franklin Lakes, NIJ).
L’analyse optique de croissance dans des plaques multi-puits est le principe de base de
ces appareils. La grande sensibilit¢ des détecteurs et la capacité d’analyse par
I’informatique rend ces systémes trés rapides. Les résultats d’identification et de
sensibilité sont fournis en 3 a 5 heures (Kelly, 1982). Par contre, ces systemes ne peuvent
analyser que les bactéries les plus répandues en milieu clinique. Des erreurs inacceptables
sont occasionnées par des combinaisons antibiotiques-bactéries qui nécessitent un temps
plus long pour avoir un effet sur la croissance de la culture. Aussi, ces systémes ont
plusieurs lacunes dans leur programmation, notamment la détection de résistance des
pneumocoques aux B-lactames, des entérocoques a la vancomycine (Koneman et coll,,

1997) et la résistance des entérobactéries aux quinolones (Steward et coll., 1999).



2.3 Méthodes rapides

Compte tenu des restrictions d’espace et d’embauche de personnel, une
augmentation de la rapidité et du nombre d’échantillons cliniques a analyser doit se faire
principalement par I’amélioration et 1’automatisation des techniques et des équipements
(Koontz, 1981). L’impact clinique et économique des méthodes rapides d’identification
et de sensibilit¢ aux antibiotiques ont déja été démontrés (Doern et coll., 1994 ;
Barenfanger et coll., 1999). Différentes techniques rapides, ne nécessitant pas 1’analyse

de croissance macroscopique, seront décrites dans les prochaines sections.

2.3.1 Observation directe et indirecte

Une des techniques les plus sous-utilisées en microbiologie est 1’observation au
microscope des frottis d’échantillons a 1’état frais, avec ou sans coloration (Gram,
Giemsa, Ziehl-Neelsen, colorants et fluorochromes non-spécifiques tels le bleu de
méthyléne et I’acridine orange, etc...). Cette technique ne requiert que quelques minutes
et fournit des informations extrémement pertinentes sur la présence et 1’identité des
micro-organismes dans les échantillons, ainsi que sur 1’état de santé du patient (présence

de cellules immunitaires, de globules rouges, etc...) (Randall, 1981).

Puisque que 80 % des cultures d’urine ne contiennent pas une quantité
significative de bactéries, il est impératif de trouver des moyens rapides pour dépister les
micro-organismes dans les échantillons cliniques (Cardoso, 1998). Par exemple, il est
possible de détecter indirectement les bactéries par les différences d’impédance et de
conductivit¢ (Brown et Wamer, 1981), la présence d’estérases leucocytaires, de la
production de nitrite (Vern Juchau, 1984), de catalase (Berger, 1990), ainsi que la
présence de lactoferrine leucocytaire (Arao, 1999). Les réactifs de ces derniers tests sont

imprégnés sur des batonnets faciles a utiliser (Smaill et coll., 1998).
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2.3.2 Sensibilité directe

Dans le cas des infections des liquides corporels normalement stériles (ex : sang et
urine), il a été démontré que le test de sensibilité aux antibiotiques pouvait se faire
directement a partir du spécimen clinique (Oakes et coll., 1994 ; Gillenwater et Clark,
1996). Evidemment, cette technique est controversée, a cause du risque d’erreurs,
notamment dues aux infections mixtes. Toutefois, les taux de sensibilité obtenus étaient
tout a fait respectables (entre 95 et 98 %) et I’économie de temps (24 h) et d’argent
justifie pleinement 1’essai de telles techniques (Johnson et coll., 1995).

2.3.3 Détection génétique

Une fagon extrémement rapide de détecter la présence de micro-organismes dans
des spécimens cliniques est 1’utilisation des technologies d’amplification d’ADN par
polymérase en chaine (PCR) (Vaneechoutte et Van Eldere, 1997). Les amorces sont des
séquences d’ADN ou d’ARN simple brin qui peuvent s’hybrider spécifiquement avec un
brin complémentaire. Celles-ci sont généralement courtes (20 nucléotides) et, lors de leur
synthése, on programme leurs séquences afin qu’elles soient complémentaires avec des
régions d’ADN chromosomique spécifiques a certains genres ou espeéces de micro-

organismes pathogeénes.

11 est possible d’utiliser des amorces spécifiques directement dans les échantillons
cliniques, ce qui permet, grace a la technologie du PCR, d’avoir trés rapidement (3 4 6 h)
une indication de la présence d’un micro-organisme visé. Ces tests moléculaires s’averent
fort utiles dans le cas de la détection de micro-organismes fastidieux, tels Mycobacterium
tuberculosis, Neisseria gonorrhoece, Chlamydia trachomatis (Bergeron et Ouellette,
1998), le virus du papillome humain et le VIH (Koneman et coll., 1997). L’utilisation de
cette technique pour détecter les génes de résistance est présentement en étude (Bergeron
et Ouellette, 1998). Le Food and Drug Administration (FDA) a accepté tout récemment
I’utilisation clinique du BDProbeTec™ ET, un systéme utilisant le principe

d’amplification génétique (Becton Dickinson Microbiology Systems, Franklin Lakes,
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NJ). Contrairement a tous les autres tests de sensibilité aux antibiotiques, il s’agirait ici de
détecter le génotype de résistance, plutét que le phénotype de sensibilité. Cependant,
plusieurs limites a cette technologie restent a étre surmontées (Vaneechoutte et Van
Eldere, 1997) et plusieurs questions doivent étre élucidées ; notamment, est-ce que la
présence d’un géne de résistance signifie toujours que le microbe est résistant, et vice
versa? La grande diversité des mécanismes de résistance est un probléme en soit,
puisqu’une infection peut étre occasionnellement due a plusieurs micro-organismes qui, a

leur tour possedent plus d’un mécanisme de résistance.

2.3.4 Bioluminescence de PATP

On peut détecter et quantifier la biomasse bactérienne par le test de
bioluminescence de I’ATP. L’adénosine triphosphate (ATP) est le substrat spécifique de
la réaction luciférine-luciférase, et la quantité de lumiére générée est proportionnelle a la
quantité initiale d’ATP. Ce test est rapide (1 & 15 min) et peut &tre utilis€ comme
dépistage pour la présence de bactéries dans les infections urinaires (Schifman et coll.,
1984 ; Pezzlo et coll., 1989). La méthode a été également améliorée, afin d’étre appliquée
comme test de sensibilité aux antibiotiques (Wheat et coll., 1988). Cependant, certains
désavantages ont été notés, entre autres, une discordance entre les résultats de cette
méthode et ceux des méthodologies conventionnelles, lors de la quantification de 1’effet

des antibiotiques (Soren et coll., 1995 ; Hattori et coll., 1998).

2.3.5 Analyses cellulaires

Il existe trés peu de méthodes analysant directement 1’effet des agents
antimicrobiens sur les cellules bactériennes. La microscopie a épifluorescence a été
couplée avec des systémes automatisés (Scholefield et coll., 1981) et d’imagerie
informatisée (Le Neel et coll., 1996), pour étre appliquée comme test rapide afin de
dépister la présence de bactéries dans des échantillons d’urine. Dans le méme but, de
rares études ont porté sur I’application des compteurs de particules (Coulter Counter)
(Smither, 1977 ; Alexander et coll., 1981).
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La cytofluorométrie en flux représente 1’évolution des compteurs de particules et,
parmi sa vaste gamme d’applications, elle fut considérée pour la quantification des effets
des composés antimicrobiens sur les cellules individuelles, pour ainsi constituer un test de

sensibilité rapide aux antibiotiques (Steen et coll., 1982).

3. La cytofluorométrie en flux

La conception et les applications de la cytométrie en flux ont été développés
durant les dernieres 25 années. Cet outil est, encore aujourd’hui, largement utilisé en
hématologie clinique et expérimentale, en immunologie et en pathologie, mais assez peu
de recherches ont été effectuées en microbiologie. De plus en plus accessible et
techniquement plus sensible, la cytométrie offre aux microbiologistes la puissance
d’analyser qualitativement et quantitativement les populations microbiennes. La
cytométrie en flux permet la détection, I’identification et la caractérisation bactérienne de
fagon rapide, sensible et économique. En microbiologie clinique, 1’application de cette
technologie comme test rapide de sensibilité aux antibiotiques est exaltante (Shapiro,
1990b).

3.1 Concept

Le principe de base de tout cytométre en flux est la présentation de cellules
individuelles, passant en file simple a travers un faisceau lumineux, a I’intérieur d’une
zone de détection optique (figure 1). Le défilement rapide est obtenu grice a la
canalisation des cellules par un flux continu a haute pression d’un liquide (solution
saline). La vitesse de ce liquide d’enveloppe est généralement de 1’ordre de 10 métres par

seconde, ce qui permet analyse d’environ 2 000 cellules par seconde.

Le faisceau lumineux est généré soit par un laser, soit par une lampe au mercure.

L’insertion de différents filtres permet de sélectionner la longueur d’onde émise par une



13

lampe au mercure, alors qu’un laser émet un rayon lumineux de longueur d’onde fixe. Le
passage des cellules a travers le faisceau occasionne une dispersion lumineuse qui sera
amplifiée par deux détecteurs (du type photodiodes). Le premier détecteur, situé
directement en avant du faisceau incident, se nomme «forward scatter detector» (ou FS)
et il recueille la lumiere dispersée par la surface d’une cellule, dont I’intensité est
proportionnelle a la taille de cette cellule. Le second détecteur, situé a angle droit par
rapport au faisceau incident, se¢ nomme «side scatter detector» (ou SS) et recueille la
lumiére diffractée par les composantes internes d’une cellule, dont l’intensité est

proportionnelle a la granulosité de cette cellule (Edwards et coll., 1992).
Ces détecteurs convertissent les impulsions photoniques en impulsions électriques
qui seront alors mesurées et digitalisées avant d’étre transmises, pour analyse

subséquente, a un ordinateur (Boye et Steen, 1993).

Figure 1 : Concept de base d’un cytomeétre en flux.
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En marquant les cellules avec des molécules fluorescentes spécifiques pour une
certaine composante cellulaire, il devient possible de mesurer quantitativement cette
composante a I’aide de différents détecteurs de fluorescence (FL) qui sont généralement
des tubes photomultiplicateurs. La fluorescence peut étre divisée en différents spectres de
couleurs a I’aide d’une série de lentilles et de miroirs dichroiques (figure 2) (Boye et
Steen, 1993).

Figure 2 : Architecture interne d’un cytométre en flux (Coulter Epics XL™),
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3.2 Analyse des procaryotes

Les applications de la cytométrie en flux dans le domaine de la microbiologie ont
été initialement limitées par la faible taille des cellules procaryotiques, et conséquemment
de leur contenu cellulaire. Par exemple, le contenu en ADN de E. coli est 1 400 fois
inférieur a celui d’une cellule humaine diploide, donc en dega du seuil de détection des
premiers cytometres (Allman et coll., 1993). Vers la fin des années 70, des améliorations
en technologie optique et le développement de meilleurs colorants fluorescents ont
permis a4 des chercheurs, comme Hutter et Eipel (1978) de démontrer 1’'usage de la
cytométrie en flux pour déterminer le contenu en ADN et en protéines de divers micro-
organismes, dont une bactérie (E. coli), une algue (Chlorella sp.), des levures

(Saccharomyces sp. et Schizosaccharomyces sp.) et un champignon (Nectria coccinea).

Une des percées les plus importantes de la cytométrie en microbiologie fut
réalisée par Lindmo et Steen (1979) grace a leur cytometre congu spécifiquement pour
I’analyse des bactéries. Leur conception est basée autour d’un microscope a
épifluorescence. Les cellules sont canalisées hydrodynamiquement dans un jet liquide
passant a la surface d’une lamelle, pour traverser la lumiere convergente d’une lampe au
mercure (zone d’analyse ouverte). La configuration particuliere de cet instrument permet
une trés grande sensibilité et une diminution du bruit de fond. La version commerciale de
ce cytométre fut le Skatron Argus® 100 (Skatron, Newmarket, UK). Repris et amélioré
par la compagnie Bio-Rad (Hercules, CA), il devint le Bryte® HS. De nombreuses
publications citent I’utilisation de ce type d’instrument (Steen et Boye, 1980a-b ; Steen et
coll., 1982 ; Davey et Kell, 1993 ; Diaper et coll., 1992 ; Porter et coll., 1995b ; Kirk et
coll., 1998 ; Pore et Thomas, 1998). Les cytomeétres a laser sont devenus de plus en plus
sensibles depuis les dix derniéres années, permettant 1’analyses de procaryotes avec

autant de précision que les instruments a lampe au mercure (Davey et Kell, 1996).

Les applications de cette technologie sur les micro-organismes dépendent
principalement du mode d’action des fluorochromes utilisés, et couvrent généralement les

domaines suivants : 1’analyse du cycle cellulaire des bactéries (Steen et coll.,, 1986),
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I’évaluation du contenu en ADN et/ou en protéines (Boye et coll., 1983 ; Van Dilla et
coll., 1983), I’énumération des bactéries (Pinder et coll., 1990 ; Comas et Vives-Rego,
1998 ; Pyle et coll., 1995), la détermination rapide de viabilité bactérienne (Diaper et
coll., 1992 ; Kaprelyants et Kell, 1992 ; Jepras et coll., 1995 ; Porter et coll., 1995a-b ;
Lopez-Amoros et coll.,, 1997 ; Nebe-von Caron et coll., 1998 ; Watson et coll., 1998),
’effet de divers composés antibactériens (Comas et Vives-Rego, 1997 ; Chapple et coll.,
1998 ; Sheppard et coll., 1997 ; Langsrud et Sundheim, 1996 ; Mason et coll., 1997a ;
Virta et coll., 1998 ; Swarts et coll., 1998), et I’effet des antibiotiques (Steen et coll.,
1982 ; Gant et coll., 1993 ; Mason et coll., 1994 ; Durodie et coll., 1995b ; Walberg et
coll., 1997a-b ; Suller et Lloyd, 1999).

Toutes ces recherches ont démontré les bénéfices de I'utilisation de la cytométrie
en flux sur les micro-organismes, soit par 1’acquisition et 1’analyse a haute vitesse de
données multi-paramétriques (Davey et Kell, 1996) et par la possibilit¢ de trier les
différentes populations cellulaires, contenues dans un seul échantillon, et de les isoler
dans des tubes séparés (Wallner et coll., 1997 ; Porter et coll., 1993). Alors que plusieurs
mesures cellulaires sont possibles en n’utilisant que les différents profils de dispersion
lumineuse, la véritable force de la cytométrie réside dans sa capacité de quantifier la

fluorescence de chaque particule analysée.

3.3 Sondes fluorescentes

I1 existe maintenant une panoplie de composés fluorescents ou «fluorochromes»,
qui permettent de visualiser et de mesurer différents parameétres cellulaires (Haugland,
1996), autant en microscopie photonique, a épifluorescence, a balayage au laser confocal,
qu’en cytofluorométrie en flux (McFeters et coll., 1995). On définit une molécule comme
étant fluorescente lorsqu’elle émet de la lumiére, suite a la chute de ses électrons d’une
orbitale énergétique supérieure a une orbitale inférieure ; conséquence a 1’excitation de
cette molécule par un rayon lumineux de longueur d’onde spécifique. La lumiére émise
(la fluorescence) est temporaire, et toujours de longueur d’onde supérieure a celle de la

lumiére excitatrice (Johnson, 1996a).
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Les microbiologistes supposent souvent 1’homogénéité des cellules dans leurs
échantillons. En réalité, les populations sont hétérogénes quant a 1’état biologique de
chaque cellule (Davey et Kell, 1996). Ces différences sont imputables aux parametres
structuraux et fonctionnels des cellules qui peuvent &tre marqués par des sondes
fluorescentes (Shapiro, 1985). Les sections suivantes décrivent les principaux composés
utilisés en microbiologie, qui ont une longueur d’onde d’excitation aux alentours de 488
nm, lumiére émise par un laser a I’argon. Le tableau 2 résume les propriétés
spectroscopiques de ces sondes, la figure 3 montre les structures chimiques de quelques
sondes, alors que la figure 4 illustre des exemples de coloration de bactéries par des

fluorochromes.

3.3.1 Colorants d’acides nucléiques

Un grand nombre de fluorochromes s’attachent sélectivement a 1’ADN. Le
bromure d’éthidium (bromure 2,7-diamino-9-phényl-10-éthylphénanthridinium) et
I’iodure de propidium (diiodure 3,8-diamino-5-diéthylméthylamino-propyl-6-
phénylphénanthridium) sont des agents dérivés de la phénanthridine, qui s’intercalent
dans ’ADN et ’ARN. Ces deux fluorochromes sont généralement exclus des cellules
viables, puisque les membranes cellulaires intactes sont imperméables pour ces composés
(Haugland, 1996). L’iodure de propidium (PI) est plus soluble dans I’eau, est moins
susceptible de pénétrer les membranes intactes, et sa longueur d’onde d’émission (sa
fluorescence) est de 10 a 15 nm supérieure (plus vers le rouge) a celle du bromure
d’éthidium (BrEt) (Davey et Kell, 1996). Cette derniére caractéristique permet d’utiliser
le PI en combinaison avec d’autres fluorochromes qui émettent une fluorescence verte.
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