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RESUME



Plusieurs souches bactériennes impliquées dans la dégradation de contaminants ont
été isolées par le groupe de microbiologie de ’environnement de I’INRS-Institut
Armand-Frappier et sont présentement & I’étude afin de les incorporer dans des
biotraitements d’effluents ou de sols contaminés, Parmi celles-ci, la souche
Desulfitobacterium frappieri PCP-1, souche bactérienne de type Gram positive
anaérobe, participe 4 la déshalogénation du pentachlorophénol. Egalement, les
souches Sphingomonas sp. 107 et Mycobacterium sp. Jol, ayant la capacité de
transformer les hydrocarbures aromatiques polycycliques en présence d’oxygéne,
et la souche 6, participant a la dégradation du phénol en anaérobie, ont €t utilisées
dans les expériences préliminaires du travail de recherche. Le suivi des micro-
organismes impliqués dans la biodégradation des contaminants représente un
paramétre important 3 considérer lors de I'application des bioprocédés. En effet,
les micro-organismes sont les principaux ouvriers impliqués dans les
biotraitements de dépollution. Il est donc important de s’assurer de la présence, du
maintien et de ’activité des micro-organismes impliqués dans la dégradation et
ainsi d’étre certain que 1’élimination des contaminants est reliée A DPactivité

biologique.

Dans ce projet de recherche, la technique d’hybridation in situ sera utilisée afin de
détecter et d'estimer les concentrations de diverses souches bactériennes
employées dans divers biotraitements. L’utilisation de sondes moléculaires
d’acides nucléiques permet de détecter de fagon sensible des micro-organismes
spécifiques sans avoir a les cultiver. La technique d’hybridation in situ consiste en
1a pénétration d’oligonucléotides spécifiques au géne d’ARN 168 ribosomal liés &
un fluorochrome a P'intérieur de cellules fixées. La détection des cellules marquées
par ces sondes peut s’effectuer par microscopie ou par cytofluorométrie en flux.
Au cours de ce projet de maitrise, cette technique a été appliquée en combinaison
avec la cytofluorométriec en flux qui permet des analyses automatisées,
quantitatives et rapides. L’application de la technique a &té réalisée avec des
cultures pures de quelques souches bactériennes et plus particulidrement avec la



souche D. frappieri PCP-1. Une fixation & la paraformaldéhyde suivie d’une
perméabilisation 2 I'hexadécyltrimethyl bromure d’ammonium ont permis
d’obtenir les meilleurs résultats avec la souche PCP-1 en effectuant une
hybridation avec une combinaison de deux sondes spécifiques (PCP1-3 et PCP1-
4). La technique d’hybridation in situ a été utilisée avec succés afin de suivre la
souche PCP-1, en présence de trichlorophénol, en culture pure. Aussi, il a été
possible de distinguer la souche PCP-1 de la microflore indigéne et de suivre
’évolution et la concentration de la souche en présence d’un consortium
méthanogéne et en microcosmes, toujours en présence de trichlorophénol.
Egalement, un milieu de culture solide permettant la culture de la souche pour la
premiére fois en moins de 48 heures, a été développé. Les comptes bactériens
obtenus par cytométrie se sont révélés inférieurs d’un facteur d’environ 10 par
rapport aux comptes par unités formatrices de colonies. Bien que ces expériences
aient permis I'estimation de la concentration de la souche PCP-1 en présence d’une
microflore indigéne, des efforts supplémentaires devront étre fournis afin de
faciliter la récupération des cellules & I’intérieur d’un microcosme et également de
contourner les faibles signaux obtenus lorsque la population visée se retrouve en

période de latence ou de faible croissance.
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INTRODUCTION



L’environnement a subi, au cours des derniéres décennies, de nombreuses
transformations. Parmi celles-ci, de nouveaux composés, créés par les humains, font
surface et sont surtout utilisés pour maitriser le milieu dans lequel ils évoluent. Il y a
eu développement de nombreux insecticides, d'agents de conservation du bois, de
produits de blanchiment de papier et de dérivés du pétrole. Cependant, les années ont
démontré que I’accumulation dans ’environnement de ces substances s'est révélée,
dans bon nombre de cas, toxique pour les humains et leur milieu. Le développement
de plusieurs méthodes d’élimination de ces déchets a donc connu son essor dans ces
derniéres années. La biodégradation est un processus biologique qui exploite des
micro-organismes ayant la capacité de dégrader des composés chimiques pour leur
propre croissance. Cefte technologie s’avére trés utile dans la dépollution de sites

contaminés.

Lors de la mise en place d’un procédé de biorestauration, il est important de s’assurer
de I'implantation de la microflore qui effectuera le travail. Plusieurs facteurs sont
donc & vérifier tels que la présence de nutriments adéquats et d’eau, le pH, la
température, I’alimentation en oxygéne et la présence continue des micro-organismes
dégradeurs. Plusieurs méthodes traditionnelles, telle que la culture des micro-
organismes sur des milieux de sélection, permettent effectivement de les dénombrer et
de s’assurer de leur présence. Cependant, la plupart des bactéries de 1’environnement
ne peuvent croitre sur de tels milieux et rendent donc problématique leur détection
lorsqu’elles sont impliquées dans un bioprocédé. Une méthode de détection des micro-
organismes dégradeurs indépendante d’une étape de culture s’avére donc essentielle

pour résoudre ce probléme.

La biologie moléculaire propose des moyens de contourner cette difficulté par
I’utilisation de sondes moléculaires. L’hybridation in situ est une méthode alternative
récemment développée et qui permet la détection de bactéries spécifiques. Elle

consiste en I’hybridation d’une sonde d’ADN spécifique 4 I’ARN ribosomal de la



bactérie. La sonde est couplée a un fluorochrome afin d’étre détecté par un appareil
mesurant la fluorescence. L'hypothése de recherche de ce projet consiste donc en
l'utilisation de la technique d'hybridation ir situ afin de suivre et de quantifier la

concentration d'une souche bactérienne a l'intérieur d'un biotraitement.

Les objectifs de ce projet de maitrise étaient 1) de développer une méthode de
perméabilisation pour quelques bactéries d’intérét isolées par le groupe de
microbiologie de Penvironnement, plus particuliérement la souche Desulfitobacterium
Jfrappieri PCP-1; 2) d’optimiser la technique d’hybridation in sifu en culture pure pour
la souche PCP-1; 3) d’effectuer un suivi de la souche PCP-1 en culture mixte en
milieu liguide, a I'aide de la technique d’hybridation in situ; 4) et finalement
d’effectuer le suivi de la souche PCP-1 a I’intérieur de microcosmes contenant du sol
contaminé artificiellement avec des produits chlorés, en appliquant la technique

d’hybridation in situ.



REVUE DE LITTERATURE



1. Les composés xénobiotiques

Plusieurs composés xénobiotiques de diverses origines, tels les secteurs industriels et
agricoles, ont envahi notre environnement dans les dernieres décennies. Parmi ceux-ci,
les pesticides, les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), les biphényls
polychlorés (BPC) et autres composés phénoliques se sont accumulés dans plusieurs
écosystémes. La plupart de ces contaminants présentent un risque a long terme pour la
santé humaine, animale et végétale car plusieurs sont reconnus comme étant

cancérigénes et toxiques.

La présence de plusieurs HAP dans I’environnement résulte de D’'industrie de
I’exploitation pétroliére, des méthodes de conservation du bois, de la combustion de
combustibles fossiles ainsi que des feux de foréts. Les HAP sont formés de deux
cycles benzéniques ou plus et la résonance des cycles aromatiques leur confére une
grande stabilité¢ (Fig. 1). Les HAP sont trés hydrophobes et récalcitrants et ceci,
proportionnellement 4 leur poids moléculaire. Certains HAP sont connus pour étre
mutagénes et carcinogénes et sont reconnus parmi les polluants prioritaires par “I"U.S.

Environmental Protection Agency” (Cerniglia, 1992).

Les chlorophénols, dont fait partie le pentachlorophénol (PCP), ont été utilisés depuis
les années 1930 comme agent de conservation du bois ainsi que comme herbicide
(Fig. 1). Ils peuvent étre retrouvés également comme sous-produits lors de procédés
de blanchiment de pites et papiers. Ces importants polluants contaminent
principalement les sites de traitements et d’entreposage du bois ainsi que certains
effluents industriels. Le PCP et autres chlorophénols sont également inscrits sur la
liste de contaminants prioritaires par “I’U. S. Environmental Protection Agency” ainsi
que par la communauté européenne (Wild et al., 1993). Le PCP étant trés toxique, il
est souvent récalcitrant 4 la biodégradation en milieu naturel. En effet, son

hydrophobicité lui permet de s’intercaler au niveau des membranes cellulaires et d'en



Figure 1 : Structures chimiques de différents composés xénobiotiques
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altérer les fonctions (Mc Allister ef al.,, 1996). Le PCP affecte aussi le transport
d’électrons le long de la chaine respiratoire en découplant la phosphorylation

oxydative (Orser et Lange, 1994).

Le phénol (Fig. 1) et ses dérivés appartiennent aux contaminants parmi les plus
utilisés et les plus répandus par le secteur industriel. Egalement, le phénol représente
un produit de transformation de nombreux produits phénoliques dont plusieurs

pesticides (Boyd et al., 1983).
2. La dépollution par des procédés microbiens

Les sites pollués peuvent étre décontaminés par différents traitements physico-
chimiques ou biologiques. Les procédés physico-chimiques sont bien établis,
particuliérement I’incinération a haute température. Cependant un tel traitement, bien
que la disparition du contaminant soit rapide et peu cofiteuse, entraine aussi une
disparition de la matiére organique du sol (Higgblom et Valo, 1995). Egalement, des

émanations toxiques peuvent s’en dégager.

La biorestauration est un procédé qui implique I’utilisation de micro-organismes pour
dégrader des composés organiques polluants en produits inoffensifs, tel que de I’eau,
du dioxyde de carbone et de la biomasse. La biorestauration peut s’effectuer a I’aide
de la flore indigéne ou par I’ajout de micro-organismes compétents
(bioaugmentation). Parmi les avantages de la biorestauration mentionnons que celle-ci
peut, la plupart du temps, mener & la minéralisation compléte du contaminant en des
produits non polluants et entrainer des cofits d’opération moindre. Cette technologie
présente donc une alternative intéressante aux procédés traditionnels et, qui plus est,
respecte Penvironnement. Les bioprocédés pour traiter des sols contaminés peuvent
principalement s’effectuer de deux maniéres : in situ et ex situ. Le traitement in situ

est effectué directement sur le site, le sol n’étant pas déplacé. Des nutriments et autres



ajouts (par exemple de I’oxygéne) peuvent étre fournis pour alimenter les micro-
organismes. Des micro-organismes peuvent aussi €tre ajoutés. Le traitement ex situ
nécessite ’excavation du sol et celui-ci peut étre accumulé sous forme de biopile.
Encore une fois des nutriments et micro-organismes peuvent étre ajoutés. Cette
méthode permet un meilleur contrdle des parameétres que le traitement in sifu. Parmi
les traitements ex sifw mentionnons le traitement en bioréacteur qui permet de fournir
les conditions optimales 4 la biodégradation par ajout de nutriments ou par agitation,
aération et inoculation (Higgblom et Valo, 1995). Cependant, les bioréacteurs sont
plus coliteux et ne permettent que de traiter une petite quantité de sol a la fois.
Mentionnons toutefois que ces procédés sont de plus en plus utilisés pour
décontaminer des sites pollués par divers composés aromatiques tels que les phénols,

les chlorophénols et les HAP.

Plusieurs bactéries aérobes pouvant min€raliser les chlorophénols ont été isolées. Ces
bactéries utilisent les chlorophénols comme source de carbone et d’énergie. Parmi les
bactéries aérobes pouvant minéraliser le pentachlorophénol, certaines appartiennent
aux genres Flavobacterium, Rhodococcus, Arthrobacter, Pseudomonas et
Mycobacterium (Mc Allister et al., 1996). Diverses expériences de biodégradation ont
été effectuées en milieu liquide avec et sans sol et en sol seulement. Par exemple,
"utilisation de la souche Rhodoccocus chiorophenolicus PCP-1 a pu démontrer une
meilleure efficacité de minéralisation du PCP dans le sol jusqu’a un taux de 350-600
mg/kg de sol. Elle posséde la capacité de dégrader d’autres produits chlorés (Mc
Allister et al., 1996). La minéralisation du PCP en conditions anaérobes s’effectuent
principalement & ’aide de populations bactériennes mixtes, notamment par des
consortium effectuant la fermentation méthanogéne. La déshalogénation réductrice est
la voie métabolique empruntée par les bactéries anaérobes afin de déchlorer le PCP
(Mc Allister et al., 1996). Quelques bactéries pouvant effectuer la déshalogénation
réductrice des composés aromatiques ont été isolées en cultures pures. L’une des

premiéres est la souche Desulfomonile tiedjei DCB-1 qui peut déchlorer différents



composés aromatiques surtout 3 la position méfa du cycle aromatique (Mohn et
Kennedy, 1992). La souche Desulfitobacterium chlororespirans qui a ét€ isolée par le
groupe de Sanford et al. (1996) peut elle aussi substituer les chlore de plusieurs

composés en position ortho seulement.

Plusieurs micro-organismes appartenant & différents genres microbiens ont la capacité
d’utiliser les hydrocarbures aromatiques polycycliques comme source de carbone et
d’énergie. La plupart des micro-organismes étudiés ont été utilisés en milieu liquide et
en présence de HAP de faible poids moléculaire (moins de quatre cycles benzéniques).
Les actinomycétes des genres Mycobacterium, Rhodococcus et Gordona figurent
parmi les genres les plus fréquemment retrouvés dans les sols contaminés aux
hydrocarbures (Kistner ef /. 1994). Parmi les micro-organismes pouvant croitre sur
les HAP de haut poids moléculaire se trouve 1’espéce Burkholderia cepacia pouvant
dégrader prés de 15 mg/L de benzo[a]pyréne et 15 mg/L de coronéne en 60 jours
(Juhasz et al, 1996). Cette souche bactérienne est une des premieres souches
bactériennes pouvant utiliser plusieurs HAP de haut poids moléculaire comme seule

source de carbone en culture pure.

3. Suivi microbien en microbiologie de I’environnement

Les micro-organismes sont les principaux ouvriers impliqués dans les biotraitements
de dépollution. Lors de la mise en application d’un biotraitement, il est important de
s’assurer de la présence, du maintien et de I’activité des micro-organismes impliqués
dans la dégradation des contaminants dans le traitement de biorestauration. Il est
également important de s’assurer que I’élimination des contaminants est reliée a
I’activité biologique des micro-organismes. Le suivi des souches impliquées dans les
€tapes de biodégradation permet aussi de faciliter la prévention d’une interruption de

I’ activité du biotraitement.



Plusieurs techniques sont présentement utilisées afin de détecter et dénombrer de
maniére spécifique les souches responsables de la dégradation. Parmi celles-ci, la
détection de micro-organismes par |'utilisation de milieux de culture,
I’immunodétection et les techniques de génétique moléculaire seront présentées dans
la présente section. La technique dhybridation in sifu, technique principalement

utilisée dans le travail de recherche présenté ici, sera détaillée a la section 4.

3.1, Utilisation de milieux de culture

Lorsqu’on veut détecter et dénombrer un micro-organisme particulier par croissance
sur milieu de culture, il faut s’assurer de posséder une méthode de sélection spécifique
qui ne permet que la croissance du micro-organisme ou d’un groupe de micro-
organismes visé. Ainsi, il est possible de faire croitre et d’estimer la présence de
certaines bactéries sur milieu solide ou en milieu liquide. Sur milien solide le
paramétre étudié est alors l'unité formatrice de colonies (UFC) et se base sur
I'hypothése qu'une bactérie va se développer et former une colonie distincte tandis
qu'en milieu liquide, la méthode du nombre le plus probable (NPP) est utilisée. Par
exemple, sur milieu solide, un film opaque peut étre obtenu en vaporisant des HAP sur
la gélose et ensuite faire croitre les bactéries de I’échantillon d’intérét. Par cette
méthode, il est possible de distinguer les micro-organismes pouvant dégrader les HAP
du reste de la population microbienne par la formation de zones d’éclaircissement
autour des colonies ayant la capacité a dégrader les HAP (Késtner et al., 1994). Dans
le cas de la méthode NPP, I’extrait bactérien impliqué dans la dégradation d’un
polluant est dilué plusieurs fois. Aprés croissance, la dilution la plus élevée ayant
encore [activité de dégradation peut étre délimitée. Une méthode statistique de
probabilité est alors employée afin de déterminer le nombre probable de bactéries dans

I’échantillon de départ (Prescott ef al., 1995).

Ces méthodes d’unités formatrices de colonies et du nombre le plus probable ont été et
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sont toujours fréquemment utilisées afin d’estimer les quantités de cellules actives
dans des échantillons environnementaux (Brockman, 1995). Cependant, ces méthodes
sont souvent inadéquates pour quantifier les cellules car les milieux sélectionnent
certains micro-organismes seulement. Il est d’ailleurs fréquemment mentionné dans de
nombreuses études scientifiques que les comptes cellulaires effectués par microscopie
excédent par plusieurs ordres de magnitude les comptes obtenus par unités formatrices
de colonies (Amann et al., 1995). Par exemple, il a été observé qu’une proportion de
0,01% a 12% de la communauté microbienne totale d’environnements aquatiques et
terrestres sont effectivement cultivables (Brockman, 1995). Deux différents types de
micro-organismes sont principalement responsables du mutisme de la majorité des
micro-organismes en milieu naturel. Premiérement, il peut s’agir d’espéces connues
pour lesquelles les conditions de culture ne sont pas adéquates ou qui sont entrées dans
un état non cultivable ou latence. Certaines bactéries entrent en latence lors
d’exposition a des conditions particuliéres telles qu’une variation de la concentration
de sels ou de variations de température. Plusieurs espéces peuvent aussi croitre trés
lentement et étre dissimulées ou inhibées par la croissance rapide d’autres espéces de
micro-organismes. Deuxiémement, il peut également étre question d’espéces
inconnues qui n’ont jamais pu étre cultivées par un manque de milieu approprié
(Amann ef al., 1995). L'utilisation de milieux sélectifs de culture a largement été
pratiquée pour obtenir des informations sur la présence et I’abondance des micro-
organismes d’intérét cependant, il est clair que la connaissance de la diversité des

micro-organismes en milieu naturel par cette méthode demeure incompléte.

3.2. Immunodétection

Les techniques d’immunodétection impliquent I’utilisation d’anticorps fluorescents,
spécifiques a des protéines particuliéres de la souche bactérienne cible. Les anticorps
employés sont marqués avec des fluorochromes qui permettent la visualisation par

microscopie a épifluorescence ou par cytométrie en flux (van der Waaij ef al., 1994).
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L’immunodétection présente 1’avantage que les cellules peuvent étre, selon I’antigéne
visé, conservées vivantes. Conséquemment, il peut étre possible de sélectionner la
population visée présente dans une communauté bactérienne mixte en effectuant une
sélection des cellules marquées par cytométrie. La culture de ces cetlules peut par la
suite étre tentée. Cependant, la préparation des anticorps nécessite une bonne
connaissance des antigénes de la bactérie et I’antigéne visé doit toujours étre présent
(Porter et al., 1996). Ceci implique, le plus souvent, ’isolement et la culture de la
souche en culture pure. Cette technique n’est donc pas adéquate pour la détection de
micro-organismes non cultivables (Waliner et al., 1996). De plus, une partie des
anticorps se lient inévitablement aux diverses particules de 1’environnement (Porter et
al., 1996). Des études par immunodétection se pratiquent le plus souvent pour des
bactéries pathogénes, plus connues, qui se retrouvent dans des milieux dans lesquels la
possibilité de liaisons non spécifiques est diminuée (par exemple 1’eau et le plasma)
(Porter et al., 1996, Dieirich et al., 1991). La technique d’immunodétection est donc
peu utilisée pour la détection de bactéries de Penvironnement étant donné le faible
pourcentage de bactéries cultivables et la présence de débris organiques et de

particules interférentes comme le sol.

3.3. Techniques de génétique moléculaire

Les techniques moléculaires utilisent comme sondes des séquences d’ADN ou d’ARN
pour révéler la présence de certains groupes spécifiques de micro-organismes
(Brockman, 1995). Ces techniques sont trés utiles lorsqu’il est nécessaire de détecter
un micro-organisme spécifique, ou simplement les micro-organismes présents, qui ne
peut encore €tre isolé et cultivé. C’est donc un outil précieux pour le suivi microbien
dans Penvironnement. Les sondes peuvent viser des activités métaboliques
recherchées tel un géne impliqué dans la transformation de composés aromatiques ou
une séquence spécifique du géne de ’ARN 168 ribosomal (voir section 5). Parmi les

techniques qui tirent profit de I'utilisation de sondes moléculaires, figurent
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I’hybridation sur colonies, I’hybridation d’ARN ou d’ADN extrait, la technique
d’amplification par PCR (réaction de polymérisation en chaine) ainsi que
’hybridation in situ. La plupart de ces techniques ne nécessitent pas I’isolement et la
culture des micro-organismes, permettant ainsi 1’étude de la diversité et des variations
de composition des populations microbiennes (Brockman, 1995). La revue
bibliographique sera restreinte au champ de la microbiologie de I’environnement et
des bioprocédés de dépollution, étant donné la grande quantité d’articles scientifiques

sur I’ensemble du sujet.

3.3.1. Hybridation sur colonies

L’échantillon contenant les micro-organismes d’intérét est cultivé sur une gélose
nutritive et les colonies résultantes sont par la suite transférées sur une membrane de
nitrocellulose ou de nylon. Les cellules sont lysées et les acides nucléiques relachés
sont dénaturés et fixés sur la membrane afin de permettre ’hybridation (Brockman,
1995). Cette hybridation consiste en I'utilisation de sondes complémentaires 3 une
séquence d’ARN ou d’ADN spécifique & une souche ou une population bactérienne
qui pourrait se retrouver dans |’échantillon. Ces sondes peuvent étre marquées
radioactivement, par exemple au **P, ou a la digoxigénine (DIG) (Brockman, 1995).
Braun-Howland et al. (1993), en utilisant cette technique, ont pu déterminer la
présence de plusieurs espéces bactériennes dans I’eau de riviére ensemencée. En
utilisant des séquences de I’ARN 168 ribosomal, ils ont pu révéler la présence des
espéces Pseudomonas, Comamonas et Acinetobacter. Cependant, cette technique ne

peut s’appliquer que dans le cas de micro-organismes cultivables.

3.3.2. Hybridation du matériel génétique extrait d’échantillons microbiens

Cette méthode consiste & briser les micro-organismes présents dans les échantillons et

d’en extraire le matériel génétique. L’ensemble du matériel représente 1’empreinte
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génétique de la diversité microbienne (Amann et al., 1995). En utilisant le méme type
de sondes telles que décrites précédemment, il est possible de révéler la présence de
micro-organismes spécifiques ou la présence de micro-organismes utilisant une voie
métabolique bien spécifique. Cette technique a été utilisée par Hazen et al. telle que
rapportée par Brockman (1995), afin de détecter la présence de génes codant pour des
enzymes métabolisant le trichloroéthyléne (TCE) dans un site contaminé au TCE.
Cependant, cette approche est certainement moins sensible que la technique du PCR
(dont le seuil de détection s'éléve 4 10?- 10° copies de génes par gramme de sol) car le
seuil de détection s’éléve A environ 10° copies de génes par gramme de sol

(Brockman, 1995).

3.3.3. Amplification par PCR

L’amplification par PCR réside dans la reproduction en multiples copies d’une portion
d’un géne ou d’une région chromosomique ou plasmidique. Le fragment & amplifier
est délimité par des amorces spécifiques, composées d’oligonucléotides. La séquence
cible, présente en faible quantité au départ, peut donc étre suffisamment abondante
pour étre révélée par exemple par électrophorése sur gel d’agarose (Prescott ef al.,
1995). Le PCR consiste en la répétition de nombreux cycles de dénaturation,
d’hybridation et de polymérisation (Fig, 2). Ces cycles sont précisément définis par
des changements de température déterminés. La premiére étape de dénaturation
s’effectue & haute température (94°C) et permet la séparation des deux brins d’ADN.
Par la suite, I’hybridation des amorces aux séquences complémentaires s’effectue a
des températures moindres variant entre 40°C et 70°C selon la séquence des
oligonucléotides et du type d’expérience réalisée. Finalement, la polymérisation
enzymatique est optimale a une température de 72°C (Prescott et al., 1995). Lorsque
ce cycle est répété & plusieurs reprises, le produit d’amplification accroit de fagon
exponentielle rendant ainsi la technique des plus sensibles. Les fragments obtenus ont

la possibilité d’étre clonés et séquencés. Comme dans le cas précédent, le matériel
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Figure 2: Principe de Pamplification par PCR
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génétique d’un échantillon contenant les micro-organismes d’intérét est extrait et
celui-ci subit une amplification par PCR avec des amorces spécifiques aux micro-
organismes d’intérét ou aux génes métaboliques d’intérét. Une des premiéres
applications de la technique PCR afin de détecter un micro-organisme ayant la
capacité de dégrader un herbicide a été effectuée par Steffan ef al. (1988). Dans cette
étude, 100 cellules de Pseudomonas cepacia AC1100 ont pu étre détectées aprés son
inoculation dans 100 g de sédiments. Mentionnons aussi I’utilisation du PCR pour
détecter un géne spécifique pouvant étre impliqué dans la transformation d’un
contaminant. Par exemple, Herrick et al (1993) ont utilisé la technique
d’amplification par PCR pour révéler la présence du géne impliqué dans le
catabolisme du naphtaléne parmi la microflore issue de site contaminé par ce

compose.

Des méthodes dérivées de la technique d’amplification par PCR ont aussi été
développées tels le PCR interne (nested PCR), le RT-PCR (Reverse transcriptase) et le
PCR compétitif. Le PCR interne consiste & amplifier un fragment plus petit 4 partir
des amplicons obtenus lors d’une premiére amplification. Cette technique permet
d’augmenter la sensibilité mais aussi la spécificité. Cette technique a été appliquée
entre autre par El Fantroussi et al. (1997) pour détecter les souches Desulfomonile
tiedjei et Desulfitobacterium dehalogenans dans des sols contaminés artificiellement
au chlorobenzoate. Ils ont pu détecter 1 X 10° bactéries Desulfitobacterium

dehalogenans et 1 X 10° bactéries Desulfomonile tiedjei par gramme de sol.

Avec le RT-PCR, ’ARN sert de matériel génétique au lieu de I’ADN. Une premiére
étape consiste a la transcription de I’ARN cible en ADN avec |’enzyme transcriptase
inverse avant I’amplification par PCR. Cette technique offre non seulement la
possibilité de révéler la présence de micro-organismes pouvant dégrader un composé

mais aussi de détecter 1’activité catabolique d’intérét (Schneegurt et Kulpa, 1998).
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Le PCR compétitif consiste, pour sa part, a co-amplifier I’ADN cible de I’échantillon
en présence d’un fragment d’ADN standard de quantité connue (Galliland et al.,
1990). Ce fragment posséde des séquences complémentaires aux amorces de ’ADN
cible. L’amplification de I’ADN cible et de I’ADN compétiteur sera donc affectée de
la méme fagon. L’ADN compétiteur est utilisé comme standard interne et est
habituellement généré & partir de I’ADN cible, auquel on a procédé a I’insertion d’un
site de restriction ou encore a une courte délétion ou insertion afin de les distinguer
par la taille par électrophorése sur gel d’agarose (Schneegurt et Kulpa, 1998). En
microbiologie environnementale, le PCR compétitif a été utilisé afin d’évaluer le
potentiel génétique de sols contaminés pour dégrader certains polluants en quantifiant
la présence des geénes impliqués dans leur dégradation. Par exemple, Wilkstrém et al.
(1996) ont appliqué le PCR compétitif pour détecter et quantifier la présence du géne
codant pour la catéchol 2,3-dioxygénase, une enzyme clé dans la dégradation des

composés aromatiques.

L’application de la technique du PCR au domaine de |’environnement peut s’avérer
trés utile dans 1’étude des communautés microbiennes mixtes. Cependant, des
contaminations lors des manipulations peuvent survenir et mener 4 l'obtention de
signal faux positifs. Egalement, par la méthode d’amplification par PCR, ’ADN
amplifié est celui retrouvé dans I’ensemble de I’échantillon et non seulement 'ADN
des cellules vivantes. Ainsi, il est fréquent d’amplifier des fragments d’ADN libre
provenant de cellules mortes mais dont I’ADN, molécule assez stable, n’a pas encore
été détruit (Schneegurt et Kulpa, 1998). La détection de ces micro-organismes peut
donc entrainer une interprétation erronée de I’identification et la présence de micro-
organismes a4 un temps donné ainsi que pour leur quantification. Il est possible
d’appliquer la technique du RT-PCR qui permet d’amplifier directement les fragments
d’ARN et qui indiquerait en temps réel la composition d’une microflore précise.
Cependant, I’ARN est une molécule beaucoup plus instable et la technique est plus

difficile & appliquer. De plus, la présence d’inhibiteurs dans I’environnement d’od
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provient I’échantillon peut parfois nuire a la réaction de PCR (Schneegurt et Kulpa,
1998).

4. Hybridation in situ

La technique d'hybridation in sifu est la principale méthode de détection bactérienne
utilisée dans le travail de recherche présenté ici. Le choix de cette technique permet de
contourner I'étape de culture et également d'effectuer une détection en temps réel des
micro-organismes présents. Dans cette section, les principes, les particularités
techniques et les avantages et inconvénients de la méthode seront détaillés.
L’ hybridation in situ consiste & faire pénétrer, a I’intérieur d’un micro-organisme visé,
une sonde constituée d’un oligonucléotide (18 a4 24 nucléotides) coupiée & un
fluorochrome (Fig. 3). En général, I’oligonucléotide est complémentaire 4 une
séquence spécifique 4 ’ARN 168 ribosomal (voir section 5). La détection des cellules
ayant hybridé avec la sonde fluorescente peut ainsi se faire par un microscope 2
épifluorescence, un microscope confocal ou un cytofluorometre en flux (voir section

7).

Avant d’effectuer I’hybridation in situ, une premicre €tape de fixation des cellules est
requise. En effet, les cellules doivent étre fixées afin que les constituants de la celiule
restent en place. Celles-ci doivent conserver leur structure cellulaire car dans le cas
contraire, la détection par microscopie ou cytométrie peut se révéler impossible.
Egalement, les molécules cibles tel I’ARN ribosomal, doivent rester a I’intérieur de la
cellule afin de réaliser les étapes subséquentes de la technique. Des traitements qui
permettent des liaisons croisées entre les molécules a ’intérieur de la cellule, comme
par exemple la paraformaldéhyde et la glutéraldéhyde (Schramm et al., 1998, Hess et
al., 1997, Wallner et al, 1997) ainsi que des agents précipitants tels que I’éthanol
(Schonhuber et al., 1999, Amann et al., 1997) sont le plus souvent utilisés. La

méthode de fixation peut varier selon les espéces. Par exemple, Loge et al. (1999) ont
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Figure 3 : Principe de I’hybridation in sifu
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utilisé la fixation a la paraformaldéhyde pour les bactéries Gram négatives et I’éthanol

pour les bactéries Gram positives.

Habituellement, ’étape de fixation entraine aussi une perméabilisation de la paroi
cellulaire (Amann et al., 1995) mais quelques espeéces, souvent des bactéries de type
Gram positif, nécessitent un traitement supplémentaire pour achever la
perméabilisation. L’accessibilité des sondes jusqu’a la cible ne peut s’effectuer que
par 1’établissement d’un protocole de perméabilisation efficace de la paroi cellulaire.
La paroi cellulaire forme une enveloppe et détermine la morphologie distincte des
bactéries. Elle sert de barriére sélective en prévenant la sortie de certains enzymes et
Pentrée de substances toxiques mais laissant pénétrer les nutriments nécessaires. La
paroi des bactéries Gram positives est composée presque exclusivement d’une épaisse
couche de peptidoglycane (25 a 35 nm) et contient des acides teichoiques. Les chaines
de peptidoglycane des bactéries Gram positives sont reliées par des ponts
interpeptidiques pour former une couche compacte. Les parois des bactéries Gram
négatives sont plus complexes et plus hétérogénes. Elles possédent une membrane
externe formée de phospholipides, de lipoprotéines et de lipopolysaccharides couvrant
la mince couche de peptidoglycane. Celle-ci n’est pas reliée par des pontages
interpeptidiques et présente donc une couche plus lache. La couche de peptidoglycane
et la membrane externe sont séparées par 1’espace périplasmique (Fig. 4). Les parois
cellulaires de I’ensemble des bactéries ont cependant des structures hétérogénes
dépendant des especes et varient considérablement selon les conditions de culture
(Prescott ef al.,1995). Ainsi, lorsqu’on veut établir des protocoles de perméabilisation,
il faut fenir compte de ces différences. Parfois, la perméabilisation peut avoir été
réussie mais la dimension des perforations ne sont pas assez grandes pour laisser
penétrer des molécules de plus grande taille que les oligonucléotides (Amann er al.,
1995). 11 faut aussi conserver 'intégrité des constituants tout en effectuant une
perméabilisation et cela sans provoquer une lyse cellulaire. A cette étape, de

nombreuses alternatives sont pratiquées telles que I’utilisation d’enzymes tels le
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Figure 4: Parois cellulaires des bactéries Gram positives et Gram négatives’,
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lysozyme, la protéinase K ou la mutanolysine (Schuppler et al.,1998, Tani et al., 1997,
Tolker-Nielsen et al., 1997, Hodson et al., 1995); de détergents tels le SDS, le Tween
ou le Nonidet P-40 (Christensen et al. 1999, Erhart et al., 1997, Wallner ef al., 1996);
d’HCl (Macnaughton ef al.,, 1994); de phages (Bidnenko et al., 1998); d’agents
antimicrobiens (Maftah ef al., 1993); et de mélange méthanol-formaldéhyde (Braun-
Howland et al., 1992). Dans le cas d’utilisation de détergent, celui-ci est fréquemment

ajouté au tampon d’hybridation (Christensen et al., 1999, Franks et al., 1998).

L’hybridation est effectuée en présence des cellules fixées et perméabilisées et des
sondes fluorescentes, 4 des températures variant entre 46°C et 55°C (Wagner et al.,
1998, Cary et al., 1997) pendant 1 a 18 heures, (Hahn ef al., 1992, Christensen et al.,

1999) selon les sondes utilisées et le type d’expérience effectué.

Les avantages de cette technique sont nombreux. Principalement, elle ne nécessite pas
la culture des micro-organismes a détecter. Ce facteur est important étant donné le
faible nombre de bactéries cultivables, surtout dans le domaine de I’environnement ol
la proportion de bactéries cultivables peut se situer de 0,001% dans 1’eau de mer a
15% dans des bioprocédés (Amann et al. 1995). Egalement, la méthode d’hybridation
in situ représente une methode de détection avantageuse des micro-organismes car elle
informe en temps réel grice 4 la fixation des composantes cellulaires avant d’effectuer
I’hybridation. L’utilisation de I’ARN ribosomal comme cible représente aussi un

¢élément pratique du procédé d’hybridation in sifu (voir section 5).

La technique peut toutefois présenter quelques désagréments et problémes techniques.
Tout d’abord, I’hybridation in situ permet de détecter des cellules entiéres. Il est donc
primordial de s’assurer d’avoir une quantité minimale de cellules nécessaire pour
pouvoir les déceler au-dela de la limite de détection des outils disponibles tels que la
microscopie et la cytométrie en flux. L’échantillon 4 analyser doit donc étre concentré.

Dans le cas des échantillons d’eau par exemple, ils peuvent étre facilement filtrés.
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Cependant, dans le cas des échantillons de sol, la tiche devient plus complexe en
raison des particules inorganiques dont il faut se débarrasser avant de tenter une
concentration des cellules. De plus, si les micro-organismes visés ne représentent
qu’une petite partie de la population totale, les seuils de détection restent & nouveau

problématiques.
5. L’ ARN ribosomal, cible de ’hybridation in situ

Bien que 'ARN ribosomal peut constituer la cible d'autres techniques moléculaires
présentées antérieurement, elle représente un des avantages importants de la technique
d'hybridation in situ. Les principaux bénéfices de ce choix par rapport a I'hybridation
in situ seront donc détaillés dans la présente section. Tout d’abord, I’ARNTr entre dans
la composition des ribosomes, complexes responsables de la synthése des protéines &
I’intérieur de la cellule. Etant donné leur réle capital, ceux-ci sont toujours présents en
grande quantité. On retrouve, selon les différentes espéces, des contenus en ribosomes
allant de 10° 2 10° ribosomes par cellule (Amann et al., 1995). L’abondance de
I’ARNr cellulaire peut aussi varier jusqu’a un ordre de magnitude pour une méme
souche en relation avec le taux de croissance. Ainsi, la quantité relative d’ARNr peut
donc indiquer I’activité physiologique de la population visée (DeLong et al., 1989).
Lors d’une hybridation, la sonde pourra s’hybrider 4 une grande quantité de séquences
complémentaires au lieu d’une seule si, par exemple, la cible avait été I’ADN. 11 s’agit
donc d’une amplification naturelle de la cible qui résultera d’une amplification du

signal (Porter et al., 1996).

Egalement, les séquences d’ARNr sont composées & la fois de fragments hautement
conservés parmi les différentes espéces et de fragments hautement variables entre
celles-ci. Les séquences conservées permettent la détection de 1’ensemble des micro-
organismes en utilisant des sondes dites universelles 4 toutes les espéces. On peut ainsi

récupérer des informations sans discrimination du royaume, du genre ou de I’espéce.
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Les séquences trés variables permettent davantage de se renseigner sur une espéce ou
un genre spécifique a D’intérieur d’une flore diversifiée. Les sondes utilisées ne
s’hybrideront alors qu’avec la séquence complémentaire hautement spécifique. Des
renseignements sur les séquences d’ARNr de plus en plus d’espéces sont disponibles
sur les bases de données et ils permettent de connaitre la spécificité de certaines

séquences par rapport & quantité d’autres espéces connues (Porter ez al., 1996).

Les sondes moléculaires peuvent étre déterminées sans étape de culture. En premier
lieu, il est nécessaire d’extraire les acides nucléiques de I’échantillon de
I’environnement. A partir de ceux-ci, le processus se poursuit par I’amplification des
fragments des génes de I’ARN ribosomal qui correspondent aux différents micro-
organismes présents. Il est ensuite possible de connaitre les séquences de ces génes en
clonant et séquengant ces fragments. L’amplification des fragments d’ADN ribosomal
s’effectue 4 partir d’amorces universelles afin de récupérer I’information sur
I’ensemble de la microflore présente. Les séquences obtenues peuvent alors étre
analysées a partir de bases de données disponibles afin de tenter d’identifier les micro-
organismes. Aussi, lorsqu’une bactérie posséde une séquence d’ADNr distincte, il est
possible de sélectionner une séquence de 18 a 24 nucléotides afin d’en faire une sonde
spécifique a la souche bactérienne intéressante. Cette séquence se retrouve souvent
dans une région présentant le plus de variabilité afin d’obtenir une séquence des plus

spécifiques possibles.

Le choix de la cible, ’ARNr, offre certes, de nombreux avantages, mais peut
également faire survenir des inconvénients. Il a déja été mentionné plus haut qu’il
existe une corrélation entre le contenu cellulaire en ARNr et le taux de croissance
(DeLong et al., 1989). Par conséquent, les micro-organismes & croissance lente ainsi
que ceux en état de latence ne pourront étre que difficilement détectés & cause de leur
faible contenu en ARNr et donc par la faible possibilité d’hybridation des sondes.

Généralement, le contenu en ARNr diminue en relation avec le taux de croissance et il
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peut donc s’avérer difficile de détecter des micro-organismes en fin de croissance.

Il est aussi possible d’augmenter la sensibilité de 1’hybridation iz situ en procédant a
un marquage multiple. Il y a alors utilisation de plusieurs oligonucléotides marqués
qui visent deux ou plusieurs sites de la méme sous-unité du ribosome (par exemple
16S) ou d’une autre sous-unité (par exemple les sous-unité 16S et 23S). Ainsi, si les
hybridations réussissent, davantage de fluorescence peut provenir d’une seule cellule.
D’ailleurs, la fraction de micro-organismes marqués semble augmenter
significativement au moyen de cette approche. L’équipe de Lee ef al. (1993) ont
employé cette technique en créant sept sondes, spécifiques et universelles, visant des
sites indépendants des molécules d’ARNTr. Parmi les sept sondes, cinq ont pu hybrider
des bactéries planctoniques provenant d’un échantillon marin. La fluorescence a
augmenté linéairement en fonction du nombre de sondes hybridées, passant d’un
marquage de 20% (1 sonde) a 75% (5 sondes) de la population totale. Toutefois, le
principal obstacle de cette approche consiste en 1’accessibilité souvent limitée des
séquences d’ARNr spécifiques et qui permettent 1’identification d’une espéce

bactérienne particuliére.

L’utilisation de plusieurs sondes visant différentes parties de I’ ARNr peut présenter un
avantage dans la distinction de diverses populations. II suffit de choisir des séquences
cibles qui représentent différentes espéces par exemple, et de marquer les
oligonucléotides respectifs avec des fluorochromes qui émettent & des longueurs
d’onde distinctes. Ainsi, une certaine population peut étre détectée par la fluorescence

verte tandis que I’autre sera révélée par le détecteur de la fluorescence bleue (Amann
et al., 1995).

6. Fluorescence et fluorochromes

Les molécules fluorescentes, ou fluorochromes, couplées aux oligonucléotides sont
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des molécules ayant la capacité d’émettre de 1a lumiére 4 une longueur d’onde précise.
Le principe de la fluorescence est présenté & la figure 5. Un photon d’une longueur
d’onde précise, provenant d’une source d’excitation (lampe ou rayon laser) est
absorbé par le fluorochrome. Celui-ci épouse une conformation (Etat,’, étape 1) dans
laquelle un électron est parvenu a un état d’excitation supérieur. Cet état n’existe que
pendant une petite parcelle de temps, entre 1 2 10 X 10” seconde. Pendant ce temps, le
fluorochrome change 4 nouveau de conformation (Etat,, étape 2) et D’énergie se
dissipe partiellement; I’état d’excitation est moindre. Par la suite, la molécule émet
une énergie 3 une longueur d’onde précise et retourne a son état initial (Etat,, étape 3).
C’est cette énergie qui est captée par I’appareil utilisé (Johnson, 1996). L’énergie du
photon d’émission étant moindre que celle d’excitation, la longueur d’onde
d’émission est plus élevée que la longueur d’onde d’excitation. Cette différence de
longueur d’onde entre celle d’excitation et d’émission est nommée le “Stokes shift”

(Johnson, 1996).

Les fluorochromes peuvent étre ajoutés librement a la suspension cellulaire ou étre
liés a des sondes spécifiques, oligonucléotides ou anticorps. Les fluorochromes libres
peuvent se lier ou réagir avec certaines molécules telles que les protéines, I’ADN,
PARN ou ne peuvent pénétrer ou étre exclu de la cellule qu’en cas de perte d’intégrité
membranaire. Certains changent de conformation qu’en fonction du pH interne de la
cellule ou encore agissent comme substrat en vue de mesurer une activité enzymatique
particuliére (Davey et Kell, 1997). Parmi les fluorochromes non spécifiques qui
peuvent s’intercaler dans les molécules d’ADN, se retrouvent le bromure d’éthidium,
I’iodure de propidium ainsi que le DAPI (4°, 6’-diamino-2-phenylindole) (figure 6).
Ce type de fluorochromes peut étre utilisé lors d’application de protocoles
d’hybridation in situ afin de distinguer les débris ou particules de sol de ’ensemble

des micro-organismes présents (Thomas et al., 1997).
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Figure 5: Principe responsable de I’émission de fluorescence par les fluorochromes
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Les fluorochromes, chimiquement couplés a4 une macromolécule, telle qu’un anticorps
ou un oligonucléotide, sont habituellement des molécules ayant une faible affinité
spécifique pour les molécules biologiques. Parmi les plus utilisés, se retrouvent le
FITC (fluorescéine isothyocyanate), la  rhodamine 123, TRITC
(tetramethylrhodamine-5-6-isiothyocyanate) ainsi que les fluorochromes CY3 et CYS5
(Fig. 6). Ces molécules se distinguent entre elles par leurs spectres d’excitation et
d’émission spécifiques ainsi que leur coefficient d’extinction molaire et leur
rendement quantique théorique (quantum yield). Ces deux derni¢res caractéristiques
renseignent respectivement sur leur capacité d’absorption de la lumiére & une certaine
longueur d’onde et la probabilité que I’absorption d’un photon méne 4 1’émission de
fluorescence. Ainsi I’intensité de la fluorescence est proportionnelie au produit du
coefficient d’extinction et du rendement théorique (Davey et Kell, 1996). Egalement,
entre les fluorochromes différent leur photostabilité, leur sensibilité au pH et leur
stabilité dans différents milieux. Ainsi, le choix du fluorochrome peut s’effectuer en
fonction des appareils disponibles ayant la capacité d’émettre aux longueurs d’onde
d’excitation (dépendante de la source d’excitation) et de percevoir la longueur d’onde
d’émission (dépendante des détecteurs). Le choix peut aussi relever de la nature du
milieu de suspension des cellules (par exemple son pH), de la taille du fluorochrome

ou de sa capacité 4 effectuer une liaison avec une autre molécule.

Les appareils qui peuvent détecter la fluorescence sont tous équipés d’une source
d’illumination, donc d’excitation. Ces sources peuvent étre, par exemple, des lampes
au mercure projetant une série de longueurs d’onde de fagon continue ou un rayon
laser qui possede la capacité d’émettre certaines Jongueurs d’onde précises. L’appareil
doit aussi posséder des filtres optiques qui permettent d’isoler les photons d’émission
des photons d’excitation. 11 doit également étre muni de détecteurs qui enregistrent les
photons d’émission et produisent des données observables, soit une image ou un

signal électrique.
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Figure 6 : Structures chimiques de différents fluorochromes
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7. Instruments d’observation des cellules fluorescentes

L’ hybridation in situ avec des sondes fluorescentes résulte en un marquage des
cellules cibles. Le signal de fluorescence émis par ces cellules est détecté a 1’aide
d’appareils spécialisés tels que les microscopes a épifluorescence et confocal ainsi que

le cytométre en flux.

La fixation des cellules et le maintien de leur forme pendant les opérations permettent
la détection par microscopie ou cytométrie en flux. Premiérement, la combinaison de
la technique d’hybridation in siru avec les analyses par cytométrie en flux laisse
envisager les avantages considérables des analyses quantitatives en découlant. Ainsi, il
est possible de quantifier, par exemple, le pourcentage de la population totale marquée
par la sonde utilisée, de comparer les niveaux de fluorescence de fagon non subjective
ou encore d’effectuer des analyses multiparamétriques, et ce a de hautes vitesses
d’analyse (Davey et Kell, 1996, Porter ef al., 1996). Pour sa part, la combinaison de la
fixation des cellules avec la microscopie, particuliérement le microscope confocal,
permet de situer la ou les espéces microbiennes visées dans leur environnement
immédiat. Cet avantage peut amener a approfondir les relations entre les divers micro-

organismes qui se cOtoient étroitement, par exemple a I'intérieur d’un biofilm.

7.1. Microscope a épifluorescence

Le microscope & épifluorescence (Fig. 7) est constitué d’une source d’émission de
lumiére de plusieurs longueurs d’onde. Celle-ci passe a travers un premier filtre qui ne
laisse franchir que la longueur d’onde d’excitation appropriée. Ce rayon d’excitation
est réfléchi par un filtre dichromatique et converge au foyer de 1’échantillon par la
lentille de I’objectif. Les molécules fluorescentes de 1’échantillon sont donc excitées et
émettent 3 leur tour une lumiére 4 une longueur d’onde spécifique (Lodish at al.,

1995). Cette lumiére est 4 nouveau convergée par la lentille d’objectif et passe a
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Figure 7: Principe du microscope a épifluorescence
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travers du filtre dichromatique pour franchir un dernier filtre qui bloque la lumiére
résiduelle de la source d’excitation (Lodish at al., 1995). L’un des désavantages du
microscope & épifluorescence réside en I'interférence de la lumiére provenant du haut
et du bas du plan au foyer. Ces images, provenant de I’échantillon mais hors foyer,

nuisent 4 la clarté de I’observation de I’objet d’intérét.

7.2. Microscope confocal

En microscopie confocale, les minuscules ouvertures placées a I’extrémité du laser et
des détecteurs de fluorescence éliminent les sources d’interférence provenant de la
lumiére environnante. La lumiére provenant d’en haut et d’en bas du plan au foyer
n’est pas inclue lors de la formation d’image. Cette image peut donc étre considérée
comme une mince section numérisée avec une épaisseur théorique de 0,2 um
dépendant des lentilles utilisées et de I’ampleur des ouvertures (Caldwell et al., 1992).
Ainsi, la lumiére émise d’une sonde moléculaire peut étre mesurée de fagon précise.
Le microscope laser peut, non seulement produire des images 2-D claires et définies
mais également des images 3-D. Plusieurs plans séquentiels d’images 2-D sont alors
numérisés tandis qu’une analyse est performée simultanément dans la troisiéme
dimension. La structure analysée peut étre projetée en des couleurs variées ou
translucide pour visualiser un objet & I’intérieur d’un autre ou peut étre visualisée en
rotation. Parmi les quelques limitations de |’utilisation de cet appareil réside le temps
de balayage du rayon laser. Meilleure est la qualité de 1’image, plus le temps d’analyse
est lent. Egalement, 1’autofluorescence du milieu peut parfois masquer la fluorescence

du colorant utilisé pour visualiser la structure ou I’objet ciblé (Caldwell et al., 1992).

Les micro-organismes créent leur propre micro-environnement ol il est difficile de s’y
retrouver sans outil adéquat. Ainsi, les micro-écosystémes comprennent biofilms,
agrégats de sol, consortium anaérobes et autres communautés microbiennes organisées

spatiallement et & I’intérieur desquels existent nombre d’échanges internes et liaisons
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physiques particuliers a4 chacun de ces environnements. L’introduction de la
technologie du microscope confocal laser et de I’analyse d’image en trois dimensions
a permis |’établissement de nouveaux standards de précision. L’analyse par ordinateur
permet la création d’image numérique et ainsi d'éliminer ’interférence d’objets hors
foyer pour créer des reconstructions 3-D de biofilms. Il est donc possible de visualiser
non seulement les micro-organismes eux-mémes selon un plan a4 deux dimensions,
mais aussi leur positionnement, leur croissance et leur métabolisme dans le systéme en
plus des environnements physico-chimiques et biochimiques encadrant chaque celiule

(Caldwell et al., 1992).

7.3. Cytofluorométre en flux

L’appareil de cytométrie en flux est muni d’une pompe permettant au fluide de passer
par un tube étroit par lequel I’échantillon & analyser converge. Les cellules traversent
ainsi, par la pression hydrodynamique, au milieu du fluide d’entrainement, la zone
d’illumination, provenant de la source d’excitation. La pression peut étre modifiée
afin d’obtenir des veines d’entrainement de différentes circonférences et ainsi laisser
défiler différents débits de cellules par seconde. Des taux de 100 jusqu’a 1000 cellules
par seconde peuvent permettire des analyses individuelles de cellules (Wallner et al.,
1997). Comme le cytométre ne fait pas de différence entre les cellules et les particules
non biologiques, le terme événement est plutét employé pour décrire les mesures au
cytométre. Des filtres laissant franchir des longueurs d’onde sélectionnées sont suivis
de détecteurs appropriés qui mesurent I’ampleur de I’impulsion de la dispersion de
lumi¢re. Ces mesures d’impulsions sont numérisées par différents canaux afin de
présenter des histogrammes et de révéler par conséquent le nombre de cellules
possédant une certaine propriété quantitative par rapport 2 une mesure donnée, telle
que la mesure de la réfraction de lumiére (Davey et Kell, 1996). Parmi les mesures
pouvant étre effectuées, on retrouve tout d’abord le profil de dispersion de lumiére de

la population analysée. 1l consiste en des mesures des diffractions de lumiére 3 grand
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Figure 8: Principe du cytométre en flux

Détecteur FL3

Détecteur FL2

Détecteur FL1

Détecteur de la

lumiére
diffractée a grand
angle

(Side Scatter)

Veine
d’entrainement

Détecteur de la
lumiére réfractée a
petit angle
(Forward Scatter)

Détecteur



angle et a petit angle. La premiére valeur est jaugée a angle droit (Side Scatter ou SS)
et représente la lumiére réfractée par les constituants cellulaires; elle évalue la
granulosité des différents micro-organismes. La seconde valeur est mesurée a petit
angle car elle évalue plutét la lumiére réfractée par la cellule elle-méme (Forward
Scatter ou FS); c’est donc une estimation de la dimension des cellules. De plus, le
cytomeétre en flux évalue la mesure de la fluorescence de certains fluorochromes ou de
I’autofluorescence de I’échantillon. L’autofluorescence référe a la contribution des
constituants cellulaires dans 1’émission de fluorescence lorsque les cellules subissent
une excitation & une certaine longueur d’onde. L’émission de fluorescence qui peut
étre observée dépend des filtres et détecteurs utilisés. Ainsi, dans le cytométre illustré
a la figure 8, le détecteur FL1 récolte I’étendue des longueurs d’onde autour de 525
nm, la fluorescence verte, le détecteur FL2 récolte les longueurs d’onde variant autour
de 575 nm, fluorescence jaune, FL3 collecte la fluorescence orange, les longueurs
d’onde aux environs de 620 nm tandis que les longueurs d’onde prés de 660 nm, la
fluorescence rouge, sont détectées par FL4. Ces longueurs d’onde sont séparées par
les différents filtres précédant chaque détecteur (Shapiro, 1995). De légéres variations
peuvent survenir d’un type de cytométre a un autre. Par la suite, les impulsions
mesurées par les détecteurs sont numérisées afin d’étre traduites en données

observables sur des histogrammes.

Les données enregistrées sont habituellement présentées sous forme de courbes de
distribution de fréquence dans laquelle ’abscisse représente 1’ampleur du paramétre
(type de fluorescence ou de dispersion de lumiére) mesuré tandis que I’ordonnée
exprime le nombre d’événements possédant une valeur donnée du paramétre. Par
exemple, dans la figure 9B, le deuxiéme histogramme présente le résultat du signal de
fluorescence enregistré par le canal FL1 (la fluorescence verte) sur I’axe des x par
rapport & la distribution d’événements pour chaque valeur de fluorescence enregistré.
Des histogrammes dans lesquels les données de deux paramétres, représentés en x et y,

peuvent aussi €tre utilisés et chaque point désigne un événement selon les mesures des
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Figure 9 : Exemples d’histogrammes de profil de dispersion et des signaux de fluorescence de cytométrie en flux

Profil de dispersion

5 FSLOG (3)vs SSLOG ()

e

el

=1

) i " i

100 10" 102 102 10¢
FS log

Evénements

Signaux de fluorescence

FL1 log

C 7530
=]

Signaux de fluorescence

FL3 LOG (6)vs FL1 LOG (5)

199%

10’

10°

00%



deux paramétres (Davey et Kell, 1996). Par exemple, le premier histogramme de la
figure 9A présente les données enregistrées pour chacun des événements passant dans
la veine d’entrainement pour les valeurs de dispersion de la lumiére, ¢’est-a-dire la
lumiére réfractée par les constituants celiulaires (SS log) et diffractée par la cellule
elle-méme (FS log). Aussi, il est possible de présenter les données de deux signaux de
fluorescence pour chacun des événements, tel que présenté dans le troisiéme
histogramme (Fig. 9C) ot la fluorescence enregistrée au canal FL1 est présentée par

rapport 4 la fluorescence enregistrée au canal FL3.

L’application de la cytométrie en flux aux micro-organismes s’est récemment
développée et semble encore en pleine expansion. Cependant, quelques ajustements
techniques sont nécessaires, tels que diminuer le fort bruit de fond lors d’analyses de
bactéries. En effet, les cytométres en flux sont, pour la plupart, congus pour effectuer
’analyse de cellules eucaryotes de taille plus volumineuse et aussi lors de diagnostics
médicaux (Wallner et al., 1997). Plusieurs protocoles de coloration ont donc di étre
adaptés pour des applications microbiologiques. Ainsi, plusieurs mises en pratique ont
été réalisées dans les domaines de Ia microbiologie alimentaire, marine,

environnementale et clinique {Shapiro, 1995).

8. Hybridation in situ appliquée a la microbiologie de I’environnement

Plusieurs expériences d’hybridation in situ ont été réalisées dans le domaine de
Penvironnement depuis la toute premiére étude effectuée par Delong et al. (1989).
Cette équipe a effectué la premiére expérience d’hybridation in situ en réussissant
visualiser par microscopie 2 épifluorescence, des cellules fixées d’Escherichia coli par
I’hybridation d’une sonde spécifique 4 I’ARN 168 ribosomal de la souche. Ils ont
aussi remarqué que l’intensité de fluorescence a varié en fonction du taux de
croissance et par rapport a la quantité d’ARN présent & I’intérieur des cellules. C’est

donc de cette premiére étude qu’ont découlé les futures applications dans le domaine
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de la microbiologie de I’environnement.

Une des premiéres applications de I’hybridation in situ dans le sol a été effectuée par
I’équipe de Hahn et al. en 1992 qui a développé deux séries d’expériences. Pour ces
expériences, ils ont utilisé la sonde universelle EUB 338, qui reconnait les génes 168
dans toutes les eubactéries, couplé au fluorochrome tetramethylrhodamine
isothyocyanate (TRITC), et détecté celles-ci par microscopie & épifluorescence.
Premiérement, les auteurs ont ensemencé 10° cellules de Pseudomonas aeruginosa
dans différents sols stérilisés et dans lesquels la teneur en matiére organique variait
entre 1% et 62%. Ils ont pu démontrer, indépendamment du sol utilisé, la présence de
cette bactérie par hybridation in situ. L’autofluorescence était cependant plus intense
dans les sols contenant le plus de matiére organique (62%) car les composantes
organiques émettaient elles-mémes de la fluorescence qui camouflait la fluorescence
spécifique des cellules marquées. Le dénombrement effectué a permis de visualiser
entre 6% et 68% de I’ensemble des cellules ensemencées. Deuxiémement, les mémes
auteurs ont expérimenté, dans un sol sablonneux, la détection par hybridation in situ
de la flore indigéne avec la sonde EUB 338 en plus de la bactérie Pseudomonas
cepacia ensemencée. La sonde spécifique & ’ARN 238 ribosomal de cette bactérie
couplé au fluorochrome TRITC a été utilisée. Ils ont pu révéler la présence de
Pseudomonas cepacia ensemencée dans ce sol mais n’ont pas enregistré de signal
pour les bactéries de la flore indigéne, par exemple Streptomyces scabies. Les
bactéries de la flore indigéne ont pu étre détectées seulement lorsque la croissance a

été stimulée par I’ajout de nutriments.

Mentionnons aussi une des premiéres combinaisons de la technique d’hybridation in
situ avec la cytométrie en flux a été réalisée par Wallner et al. (1993). Leurs
expériences ont principalement servi & mettre au point les conditions d’hybridation,
les concentrations des sondes, I’ajout de détergent et les traitements post-hybridation 4

’aide des données automatisées du cytométre. Une culture mixte de cellules fixées
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(deux bactéries Gram négatives et une levure) a été effectuée afin de pouvoir tester s’il
était possible de distinguer, par cytométrie en flux, chaque espéce avec des sondes
spécifiques a chacune. Cette étude, réalisée avec succés, a permis de mener & une
analyse d’une culture provenant d’un traiternent d’eaux usées (Wallner ef al. 1995)
par hybridation in situ et cytométrie en flux. Ces expériences consistaient en
I’hybridation des échantillons du biotraitement, avec des sondes spécifiques 4 ’ARN
ribosomal de différents membres des domaines Bacteria et Eucarya, ainsi que des
sous-classes alpha, beta et gamma des Profeobacteria et le genre Acinetobacter. En
plus des sondes spécifiques, les cellules étaient mises en contact avec le fluorochrome
non spécifique Hoechst 33342, colorant de I’ADN. Par cette combinaison
d’hybridation in situ-cytométrie, ils ont pu recueillir rapidement plusieurs indices sur
la composition de la communauté bactérienne, non seulement sur son abondance
relative mais aussi sur I'activité métabolique générale de chacun des groupes visés.
Cependant, les agrégats ont causé des problémes d’analyse par cytométrie,
particuliérement pour les groupes formant naturellement des chainettes ou des
biofilms tels que le genre Acinetobacter et la sous-classe alpha des Proteobacteria.
Les auteurs ont aussi constaté que 20% a 30% des cellules marquées avec Hoechst
33342, n’ont hybridé a aucune sonde, suggérant la possibilité du faible taux de

ribosomes ou I’imperméabilité de certaines cellules.

Une autre étude, réalisée en 1997 par Thomas et al,, a été la premiére 4 combiner la
cytométrie en flux et I’hybridation ir situ dans un bioprocédé en sol. Cette expérience
a effectivement permis la détection et le dénombrement de la souche bactérienne
Gram négative, Sphingomonas sp. 107 dans un sol non stérile grice a une sonde
spécifique & cette derniére. Les échantillons ont aussi été colorés & 1’aide d’un colorant
d’ADN, le bromure d’éthidium, afin de déterminer les conditions optimales de
perméabilisation et également de distinguer les micro-organismes des particules de
sol, par cytométrie. Les auteurs ont pu effectuer des analyses lors d’inoculations a

différentes concentrations de la souche Sphingomonas sp. 107 dans des microcosmes.
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Ces analyses quantitatives ont concordé de maniére significative avec les comptes
obtenus par unités formatrices de colonies pour des concentrations allant de 3 X 10 et

3 X 108 cellules par gramme de sol (poids sec).

Plus récemment, Christensen et al. (1999), ont réalisé une expérience d’hybridation in
situ associée avec des observations par microscopie a épifluorescence afin d’estimer le
nombre de bactéries riches en ribosomes dans un €chantillon de sol. Les auteurs ont
utilisé la sonde universelle EUB 338 ciblant une séquence de I’ARN ribosomal 168 de
toutes les eubactéries et liée au fluorochrome rhodamine. Les comptes de bactéries
actives obtenus par I’hybridation avec la sonde universelle ont été de 5% de la
population totale et représente environ 4 X 10°® bactéries actives par gramme de sol
(poids sec). La population totale a pour sa part été¢ déterminée par la mise en contact
avec le colorant d’acides nucléiques DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole). La

principale problématique a résulté dans I’extraction des bactéries du sol.

Ainsi, quelques études ont été réalisées portant sur ’hybridation in situ dans des
milieux plus complexes tels que des boues activées et des sols. Cependant, trés peu
d’expériences ont porté sur la combinaison de la technique avec la cytométrie en flux
dans un milieu laborieux comme le sol et aucune encore connue portant sur le suivi de

bactéries Gram positives a I’intérieur d’un biotraitement.

Mentionnons aussi que les applications d’hybridation in situ par fluorescence a
récemment pris de I’ampleur dans plusieurs secteurs diversifiés de la microbiologie.
Cette technique a permis, entre autres, I’identification et la distinction de deux espéces
du genre bactérien Serpulina dans les intestins porcins (Boye et al., 1998), la détection
et I’identification de bactéries lactiques dans le vin (Sohier et Lonvaud-Funel, 1998)
ainsi que [I’observation du dynamisme des populations bactériennes dans les
excréments humains (Franks et al., 1998). Cependant, la majorité des applications de

ceite méthode se retrouvent en microbiologie environnementale, autant pour la
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détection de bactéries dans 1’eau potable (Kalmbach et al., 1997), les bioréacteurs
(Sekiguchi et al., 1999, Schuppler et al., 1998, de los Reyes et al., 1997) que dans le
sol (Hahn er al., 1992).

9. Les souches bactériennes a I'étude

Le groupe de I’environnement du Centre de microbiologie et biotechnologie de
PINRS-Institut Armand-Frappier ont isolé une grande quantit¢ de souches
bactériennes impliquées dans la minéralisation de plusieurs substances xénobiotiques
telles que les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), le phénol ainsi que le
pentachlorophénol (PCP). La minéralisation de ces composés peut s’effectuer en
aérobiose ou en anaérobiose. La plupart des souches bactériennes sont présentement a

I’étude afin d’étre utilisées dans des biotraitements.

9.1. Sphingomonas sp. 107

La souche Sphingomonas sp. 107 a été isolée a partir d’un sol contaminé a la créosote.
C’est une bactérie Gram négative aérobie capable de croitre & partir d’hydrocarbures
aromatiques polycycliques (HAP), dont le pyréne (voir Fig. 1), comme seule source
de carbone et d’énergie. C’est une souche qui se distingue par son efficacité et sa
spécificité de substrats, et sa rapidité & dégrader les HAP. La séquence des produits de
PCR a révélé que Sphingomonas sp. 107 posséde des génes fortement homologues aux
génes respectifs retrouvés dans les opérons dox, pah et nah, génes codant pour les
enzymes impliqués dans la voie catabolique des HAP et que ces génes sont arrangés
en opérons polycistroniques (Dagher ez al., 1997). Cette souche posséde un plasmide

d’environ 50 kb ol résident les génes codant pour la voie catabolique (Dagher e al.,
1997).
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9.2. Desulfitobacterium frappieri souche PCP-1

La souche Desulfitobacterium frappieri PCP-1 a été isolée d’un consortium
méthanogéne minéralisant le PCP. La température optimale de croissance est de 37°C
et le pH optimal est de 7.5. La séquence du géne 168 ribosomal de la souche a révélé
95% d’homologie avec celui de la souche Desulfitobacterium dehalogenans
(Bouchard et al., 1996). La souche PCP-1 est un bacille pouvant former des spores et
qui posséde une paroi de type Gram positif. D. frappieri PCP-1 est un des seuls micro-
organismes anaérobes isolés actuellement qui effectue la déshalogénation du PCP
jusqu’au 3-chlorophénol (3-CP) dont voici les étapes empruntées:
PCP - 2,3,4,5-TeCP — 3,4,5-TCP — 3,5-DCP —3-CP.

La déshalogénation peut se faire en positions ortho, meta et para dans laquelle deux
systémes enzymatiques sont impliqués. Un premier systéme induirait la déchloration
en position ortho et un second systéme en positions para et meta (Bouchard et al.,
1996). L’étude du spectre d’activité de la souche PCP-1 a démontré que celle-ci
posséde la capacité de déshalogéner une grande variété de molécules mono-
aromatiques substituées avec des groupements hydroxy, methoxy ou amine (Dennie ef
al., 1998). La souche D. frappieri PCP-1 a été utilisée par Tartakovsky et al. (1999)
pour augmenter une communauté mixte d’un réacteur anaérobe minéralisant le PCP.
La concentration de la souche est passée de 10° & 10'° cellules / g de solides en
suspension en 70 jours et la capacité du réacteur par jour est passée de 5 mg/L 4 80
mg/L. Le PCP est disparu a 99% et I'efficacité de déchloration s’est maintenue a
90,5%.

9.3, Souche 6

La souche bactérienne 6 a été isolée a partir d’un consortium anaérobe impliqué dans
la minéralisation du phénol. Plus particuliérement, la souche 6 serait impliquée dans la

formation d’acide benzoique par la carboxylation et la déhydroxylation du phénol. La
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souche 6 est un bitonnet Gram variable résistant a la chaleur. L’analyse du géne 16S
ribosomal a permis de démontrer que la souche 6 appartient 4 une nouvelle espéce du

genre Clostridium (Li et al., 1996).

9.4. Mycobacterium sp. Jol

La souche Mycobacterium sp. Jol est une bactéric en forme de bétonnet, Gram
positive. Elle a été isolée a partir d’un consortium aérobe, issu d'un sol contaminé a la
créosote, et maintenu dans un microcosme contaminé artificiellement d’un mélange de
plusieurs HAP. L’analyse du géne 16S ribosomal a révélé une affiliation & une famille
de Mycobactéries a croissance rapide. Elle effectue, en culture pure, la minéralisation
d’un grand nombre de HAP, dont le pyréne et le chryséne, HAP qui possédent quatre

cycles .
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MATERIEL ET METHODES



1. Les cultures bactériennes

Le plan expérimental consiste premiérement en un travail préliminaire dans lequel
quatre souches ont été utilisées afin d'expérimenter la technique d'hybridation in situ
en culture pure. Parmi les quatre souches utilisées, la technique avait déja ét€¢ mise au
point avec la souche de type Gram négatif Sphingomonas sp. 107 et constituait
principalement en une familiarisation des manipulations. Les autres souches mises a
I'essai sont les souches 6, D. frappieri PCP-1 et Mycobacterium sp. Jol. Ces demniéres
sont toutes de type Gram positif avec lesquelles aucune expérience de suivi par
hybridation in situ n'a encore été réalisée d'ou leur intérét. Lors de l'obtention des
meilleurs résultats en culture pure avec la souche D. frappieri PCP-1, les expériences
de suivi en culture pure, en consortium méthanogéne et en microcosmes ont par la

suite été effectuées avec cette souche seulement.

La souche bactérienne D. frappieri PCP-1 a été maintenue en culture a 37°C en
conditions anaérobies. Le milieu de culture utilisé est un milieu minimal auquel a été
additionné 0,1% (p/v) d’extraits de levure (ICN Biomedicals Inc., Aurora, Ohio), 55
mM de pyruvate (Sigma Chemicals Co., St-Louis, Mo) ainsi que 10 mg/L de 2,4,6-
TCP (Aldrich, Milwaukee, Wis.). Ce chlorophénol est employé comme agent
inducteur de {’activité de déshalogénation (Bouchard et al., 1996). Le milieu minimal
anaérobie est une modification du milieu de Boyd et al. (1983). La composition de ce
milieu, pour un litre, était constituée de 0,27 g de KH,PO,; 0,35 g de K,HPO,; 0,53 g
de NH,CIL;, 0,10 g de MgCl,#6H,0; 0,073 g de CaCl,#2H,0; 0,002 g de FeCl,#4H,0;
10 mL d’une solution de minéraux contenant, par litre : 0,1 g de MnCl,#4H,0; 0,1 g
de ZnCly; 0,1 g de CoCl#s6H20; 0,1 g de H;BO,; 0,1 g de Na,Mo,e2H,0. Du
résazurin (0,001 g/L) (Sigma Chemicals Co.) a été ajouté dans le milieu 2 titre
d’indicateur du potentiel redox. Le pH a été ajusté & 7.5 avec du NaHCO;,. Par la suite,
le milieu a été bouilli pendant une heure sur des colonnes réfrigérantes afin de réduire

le plus possible la quantité d’oxygéne présent dans le milieu tout en minimisant
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I’évaporation. Le milieu a été ensuite barboté dans des bouteilles sérologiques avec un
mélange gazeux contenant: 10% d’H, 10% de CO, et 80% de N, (Praxair,
Mississauga, Ontario). Les bouteilles de milieu ont été scellées avec des bouchons en
butyle. Les bouteilles ont été stérilisées pendant 20 minutes a 121°C. Enfin, 0,05 g/L
d’une solution de Na,Se9H,0 a été ajoutée pour réduire davantage toute trace

d’oxygene.

Le milieu développé afin de cultiver la bactérie D. frappieri PCP-1 sur milieu solide, a
été réalisé par la méme méthode que le milieu minimal liquide. Il a suffi de procéder &
un ajout de 1,25% (p/v) d’agarose (ICN Biochemicals) avant de procéder a 1’étape de
barbotage. Le milieu a aussi été supplémenté d’extraits de levure a 0,1% (p/v) et de 55
mM de pyruvate. Le milieu gélosé contenu dans les bouteilles sérologiques a été
déversé dans des vases de Pétri, a I’intérieur d’une enceinte anaérobie (Bactron II:
Sheldon Manufacturing, Inc., Cornelius, Oreg) constituée de 10% de H,, 10% de CO,
et 80% de N, Lors de I’ensemencement, des dilutions successives ont été
préalablement effectuées dans des bouteilles contenant 9 mL de milieu minimal réduit
afin d’exécuter |’ensemencement dans l’enceinte anaérobie. L’énumération des
colonies a ét€ possible apres une incubation de 2 a 3 jours & 37°C toujours dans

I’enceinte anaérobie.,

La souche 6 a été cultivée également 4 37°C en conditions anaérobies. Le milieu
minimal était supplémenté cette fois par 0,05% (p/v) de protéose peptone no 3 (Difco
laboratories, Détroit, MI), de 10 mL/L d’une solution de vitamines (Wolin, et al.,
1963) et 150 mg/L de phénol (Baker Chemical Co, Philisburg, NJ). Le milieu a été
produit de la méme maniére que celui utilisé pour la souche PCP-1, mis 3 part la
quantité de FeCl,»4H,0, dix fois plus élevée ainsi que la quantité de Na,Se9H,0 1%,

qui était, elle aussi 10 fois plus élevée

Les souches Sphingomonas sp. 107 et Mycobacterium sp. Jol, ont été cultivées a 30°C
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dans du milieu LB. Celui-ci était constitué, par litre, de 10 g de Bacto-tryptone
(Difco), de 5 g d’extraits de levure (ICN Biomedicals), et de 10 g de NaCl. Le pH a
été ajusté a 7.0 avec du NaOH 10N. Ces souches ont €té également cultivées sur des

géloses TSA. Ce milieu était constitué, par litre, de 40 g de Tryptic Soy Agar (Difco).

2. Protocole d’hybridation in situ

Différents protocoles ont été développés pour les divers micro-organismes a |’étude et
sont présentés dans les prochaines sections ainsi que les sondes, les méthodes et les

outils de détection utilisés.

2.1. Sondes d’ADN fluorescentes

Les séquences des oligonucléotides utilisées pour générer les sondes fluorescentes
spécifiques (SPHIN, PCP1-1, PCP1-2, PCP1-3, PCP1-4, PHEN, JO1) étaient issues
d’une étude comparative des séquences des génes de PARN 16S ribosomal (génes
16S) apparentées aux souches étudiées. Les séquences ont été alignées a [’aide du
programme informatique PILEUP (Genetics Computer Group, University of
Wisconsin). Les séquences des oligonucléotides spécifiques aux micro-organismes
Sphingomonas sp. 107, D. frappieri PCP-1, souche 6 et Mycobacterium sp. Jol ont été
déterminées par le Dr Richard Villemur et moi-méme, et vérifiées & l’aide du
programme informatique CHECK-PROBE (Ribosomal Database Project, University
of Illinois, Urbana-Champaign, Iil.) pour s’assurer qu’elles ne soient pas apparentées a
des séquences autres que les cibles respectives. La sonde EUB est un oligonucléotide
complémentaire & une région conservée de I’ARNr 16S chez toutes les eubactéries
(Bruce et al., 1992). La sonde NON est complémentaire & la sonde EUB et n’hybride 4
aucune séquence ribosomale. Elle a servi de témoin de I’hybridation non spécifique.
Les oligonucléotides ont été synthétisés a I’aide du Gene Assembler (Pharmacia, Baie-

d’Urfée, Canada). Par la suite, le fluorochrome fluorescéine amidite a été conjugué a
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Tableau 1 : Séquences et positions des sondes universelles et des sondes spécifiques aux souches

Sphingomonas 107, Desulfitobacterium frappieri PCP-1, Souche 6 et Mycobacterium Jol.

Amorce | Séquence Position
EUB: 5 CTG AGC CAG GATCAAACTCT ¥ 827"
NON: 5’ AGA GTT TGA TCCTGG CTC AG 3’ 8-27"
SPHIN: | 5’ ATC CAG CCG AAC TGA AGG AAAGTG 3’ 1019-10432
PCP1-1:| 5 GCTGTCATC CACTTATCT GCTCC3’ 89-112°
PCP1-2:| 5° TCGGTGTTA GACACTGGAY 63-80°
PCP1-3:| 5" GATGCC ACCGATTAAGCTC3’ 272-2903
PCP1-4:| 5 GCGGATCCATCTACTAACG3’ 327-345°
PHEN: | 5° CCG TCA ATA GTA AACTACTTCCGC 3’ 67-80*
JO1: 5" ACACCATGA AGCATGCGGTCCT 3’ 139-160 °

1 position relative au géne ribosomal 16S de E. coli

2 position relative au géne ribosomal 168 de S. 107

3 position relative au géne ribosomal 16S de D. frappieri PCP-1
4 position relative au géne 168 de la souche 6

5 position relative au géne ribosomal de M. Jol



’extrémité 5° (FLuoroP-rime, PharmaciaBiotech). Les oligonucléotides conjugués ont
été purifiés sur une colonne NAP-10 et conservés dans V'eau a -20°C. Les
manipulations de synthése de I’oligonucléotide et de conjugaison ont été effectuées
dans le laboratoire du Dr Frangois Shareck (INRS-IAF). Les séquences des sondes

fluorescentes universelle et spécifiques sont décrites au tableau 1.

2.2. Sphingomonas sp. 107

Un échantillon d’une culture bactérienne (4 mL) a été prélevé dans 4 tubes eppendorf
(4 fois 1 mL par tube) et a été centrifugé 4 8000 g pendant 2 minutes. Les cellules ont
été resuspendues dans 1 mL de tampon phosphate (130 mM de NaCl, 10 mM de
NaH,PQ,, 10 mM de Na,HPO,, pH 7,2) supplémenté de 10 mM de pyrophosphate. Ce
tampon a été filtré avec un filtre de nitrocellulose de 0,2 pm (Sarstedt, Newton, North
Carolina) afin d’éliminer les particules pouvant intervenir avec I’analyse en
cytofluorométrie en flux. Une nouvelle centrifugation de 2 minutes, 8000 g, a été
effectuée. Cette fois, les cellules ont été resuspendues dans 1 mL d’une solution de
paraformaldéhyde 3% (p/v) (A&C American Chemicals Ltd.,, Montréal). Cette
solution a été préparée en dissolvant la paraformaldéhyde dans une proportion d’un
tiers du tampon phosphate concentré 3 fois pH 8.0 et de deux tiers d’eau déionisée a
60°C, afin de faciliter la dissolution. Le pH final a été ajusté a 7.2. La suspension des
cellules dans la paraformaldéhyde a été ensuite incubée a 4°C, pendant 3 heures.
Apres une centrifugation de 2 minutes 4 8000 g, les cellules ont été suspendues, afin
d’achever la perméabilisation, dans une solution d’éthanol (50:50) pendant 5 minutes,
a température ambiante. Aprés une centrifugation de 8000 g , 2 minutes, les cellules
ont été resuspendues dans 1 ml de tampon phosphate-pyrophosphate, suivie d’une
centrifugation dans les mémes conditions (2 minutes, §000 g). Cette fois-ci, les
cellules ont €té resuspendues dans 50 uL. de tampon d’hybridation (0,9 M de NaCl, 20
mM de Tris-HCl, pH 7,2). Un premier échantillon a été utilisé pour vérifier

’autofluorescence de la réaction et de la suspension bactérienne; aucune sonde n’a été
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ajoutée au tampon d’hybridation. Un deuxiéme échantillon a été utilisé comme témoin
de I’hybridation non spécifique ou la sonde NON a été ajoutée. Les deux derniers
échantillons ont été utilisés respectivement avec les sondes SPHIN (spécifique a
Sphingomonas) et EUB. Chaque sonde a été ajustée & une concentration finale de 10
ng/pL. La réaction d’hybridation a été exécutée pendant une incubation de 3 heures, &
50°C. Afin d’arréter la réaction, une centrifugation de 2 minutes, 8000 g, a été
effectuée. Finalement, les cellules ont été resuspendues dans 1 mL de tampon
phosphate-pyrophosphate, pH 8.0. Différentes dilutions, selon les concentrations
cellulaires, ont été effectuées dans le tampon phosphate-pyrophosphate afin de réaliser

les analyses par microscopie a épifluorescence ou par cytométrie en flux.

2.3. Desulfitobacterium frappieri PCP-1

Le protocole d’hybridation in situ pour D. frappieri PCP-1 est sensiblement le méme
que pour Sphingomonas sp.107 mais comporte quelques différences dont voici les
détails. Lors de la fixation a la paraformaldéhyde, I’incubation a 4°C a été effectude
pendant 16 heures. Par la suite, la perméabilisation a été complétée par une suspension
des cellules dans 950 pL de tampon phosphate-pyrophosphate et 50 pL
d’hexadécyltrimethyl bromure d’ammonium (CTAB) (Sigma chemicals Co.) 1%
(p/v). Aprés une forte agitation de 30 secondes et une incubation de 5 minutes a la
température ambiante, une centrifugation de 2 minutes 4 8000 x g a été effectuée. La
réaction d’hybridation a été exécutée de la méme fagon et les mémes témoins ont &té
employés. Cependant, le troisiéme échantillon a été mis en contact avec les sondes
fluorescentes spécifiques a D. frappieri PCP-1. Les sondes ont été ajoutées 4 une
concentration finale de 10 ng/uL. Les cellules ont été resuspendues dans 1 ml de

tampon phosphate-pyrophosphate, pH 8.0.
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2.4. Souche 6

Les mémes conditions utlisées pour D. frappieri PCP-1 ont été maintenues pour la
souche 6. Cependant, la perméabilisation a été achevée avec une solution de chlorure
de benzalkonium 0,05% (Sigma) pendant 5 minutes, aprés forte agitation et a
température ambiante. La sonde fluorescente complémentaire & I’ARN 168 ribosomal
de la souche 6 a été employée pour la réaction d’hybridation pour le troisiéme

échantillon (sonde PHEN).

2.5. Mycobacterium sp. Jol

Encore une fois, la plupart des mémes conditions ont ét¢ maintenues pour cette
souche. Cependant, toutes les centrifugations ont été effectuées a 6000 g car les
cellules avaient une propension a former de fortes agglutinations et étaient plus
difficiles a resuspendre. La fixation a la paraformaldéhyde a été effectuée pendant 40
heures & 4°C. La perméabilisation a été complétée avec la solution de chlorure de
benzalkonium 0,05% pendant 5 minutes a température ambiante et aprés une forte
agitation. La sonde spécifique utilisée, la sonde JO1, ainsi que les sondes témoins ont

été toujours utilisées a une concentration de 10 ng/pL.

2.6. Observation et détection de la fluorescence

L’observation des bactéries a d’abord été réalisée avec un microscope a
épifluorescence Dialux 20 (Leitz Wetzlar, Allemagne) muni d’une lampe au mercure.

Un grossissement total de 1000 X a permis 1’observation & I'immersion a 1’eau.

L’énumération et la détection des bactéries ont été achevées avec un cytomeétre en flux
Coulter XL.-MCL (Coulter Electronics, Hialeah, FL) équipé d’un rayon laser d’argon

a 488 nm. La fluorescence verte émise par la fluorescéine a été récoltée par le
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détecteur FL1, muni d’un filtre de 525 nm. La fluorescence rouge émise par le
bromure d’éthidium complexé aux acides nucléiques a €t€ pour sa part récoltée par le
détecteur FL3, muni d’un filtre de 620 nm. La pression de la veine d’entrainement et
de I’échantillon a été conservé 4 10 uL/minute. Le taux d’événements par seconde
analysés a été maintenu approximativement 3 200-300 ¢vénements/seconde. Les
analyses quantitatives des résultats ont été réalisées par le logiciel du XL software

(Coulter Electronics).

3. Comptes de la culture de D. frappieri PCP-1 déterminés par cytométrie et par

étalement sur gélose

Du milieu de Boyd (35 ml) supplémenté de pyruvate et de 2,4,6-TCP a été
ensemencé avec 1,5 mL de culture de D. frappieri PCP-1 en phase exponentielle. Des
prélévements de 1 mlL. ont été effectués a chacun des temps 0, 6, 12, 24, 30, 48 et 72
heures. Le premier prélévement a été centrifugé a 8000 g, deux minutes, puis les
cetlules ont été resuspendues dans 1 mL de tampon phosphate-pyrophosphate,
centrifugées de nouveau a 8000 g, 2 minutes, avant d’étre resuspendues dans 1 mL
d’une solution de paraformaldéhyde 3%, pendant 16 heures & 4°C. Aprés cette
incubation, les cellules ont été centrifugées 8000 g, 2 minutes, avant d’étre
resuspendues dans 1 mL de tampon phosphate-pyrophosphate et conservée a 4°C
jusqu’aux analyses par cytométrie en flux. Les comptes d’événements ont été
effectués pendant une période de 60 secondes, pendant laquelle, a pression basse, a été
analysée 10 pL de la suspension cellulaire. Des calculs appropriés ont été effectués
afin de connaitre les comptes par mL de la culture aux différents temps. Le deuxiéme
prélévement a été transféré dans 9 mL de milieu de Boyd. Des dilutions successives
ont été effectuées dans 9 mL de milieu de Boyd & partir de la premiére dilution (1/10).
A partir des dilutions appropriées 100 pL ont été ensemencées en duplicata, dans

I’enceinte anaérobie, sur les géloses tel que décrit 4 Ia section 1.
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4. Intensité de la fluorescence en fonction du temps de la culture de D. frappieri

PCP-1

Quatre inoculum de !,5 mL de culture en phase exponenticlle de PCP-1 ont été
ajoutés respectivement & quatre bouteilles contenant chacune 35 mL de milieu de
Boyd additionné d’extraits de levure et de pyruvate. Le milieu contenait aussi 10 mg/L
de 2,4,6-TCP. Une premiére bouteille a été consacrée pour le temps 0. L’ensemble de
la culture du temps O a été séparé et centrifugé a 10 000 g et les cellules ont été
resuspendues dans 4 mL de tampon phosphate-pyrophosphate pour étre ensuite
distribuées également (1 mL) dans 4 tubes eppendorf. Pour le temps 6 heures, 4
échantillons de 1,5 mL ont été prélevés, centrifugées 8000 g, 2 minutes, puis les
cellules ont été resuspendues dans 1 ml de tampon phosphate-pyrophosphate. Pour
les temps successifs (12, 24, 28, 32, 48 et 72 heures), le volume de prélévement était
de 4 échantillons de 1 mL. La technique d’hybridation in situ pour la souche PCP-1 a

ensuite été appliquée telle que décrite plus haut (section 2.3).

5. Suivi de la souche D. frappieri en consortium méthanogéne

Dans une premicre culture, 3 mL de culture de D. frappieri PCP-1 en phase
exponentielle et 0,25 ml d’un consortium anaérobe méthanogéne ont été mélangés a
70 mL de milieu de Boyd supplémenté d’extraits de levures et de pyruvate. Les
milieux contenaient également 30 mg/L de 2,4,6-TCP. Une deuxiéme culture a été
effectuée avec seulement 0,25 mL de consortium inoculé au méme milieu. Le
consortium avait la capacité de dégrader le PCP et c’est A partir de celui-ci qu’a été
originellement isolé la souche PCP-1. Le consortium, appelé R4, était maintenu a
30°C dans du milieu de Boyd supplémenté de glucose et de formate par Martin
Lanthier, étudiant a4 la maitrise dans le laboratoire du Dr Réjean Beaudet. Les
protocoles d’hybridation in situ tels que décrits plus haut dans la section 2.3 ont été

effectués pour les temps 0, 24, 48 et 72 heures. Les prélévements pour 1’étalement sur
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géloses ont été effectuées parallélement et selon la technique décrite a la section 4.

5.1. Suivi des chlorophénols

L’analyse des chlorophénols a été effectuée aux temps 0, 24, 48 et 72 heures. De la
bouteille sérologique contenant la culture mixte, a été prélevé 1 mL de milieu. Aprés
une centrifugation de 5 minutes & 13 500 g, 0,5 mL d’acétonitrile (qualit¢é HPLC,
Anachemia, Montréal) contenant 0,33% d’acide acétique a été ajouté au surnageant.
Les chlorophénols ont été dosés par chromatographie liquide a haute performance
(HPLC, Waters, Mississauga, Ontario). L’appareil utilis¢é pour les dosages de
chlorophénols était équipé de pompes (modele 510), d’un spectrophotométre, d’un
injecteur automatique (Millipore, modéle 717 Plus) et d’une colonne hydrophobe
NovoPak C;; (3,9 mm/150 mm). Ce systéme était contrdlé par ordinateur (NEC Power
Mate 2, modéle APC 4) avec le logiciel Chromatography Workstation, version 3.3.
Les deux phases mobiles utilisées €taient composées d’une phase A contenant de I’eau
déionisée et de ’acide acétique dans une proportion de 99,9:0,1 et d’une phase B
constituée d’acétonitrile et d’acide acétique dans une proportion de 50:50. Les deux
phases ont été préalablement dégazées sous vide pendant 15 minutes avant chaque
journée d’analyses. La colonne a été équilibrée dans un mélange de 70% de la phase A
et 30% de la phase B a un débit de 2 mL/minute. Le débit a été conservé tout au long
du programme. La concentration des différents chlorophénols a été mesurée par leur
absorbance & 220 nm. Le programme était d’une durée de 13 minutes et consistait 4
appliquer un gradient linéaire pendant les 4 premi¢res minutes afin que la
concentration de la phase B atteigne 55% et que celle de la phase A atteigne 45%. Ces
concentrations ont ét¢ maintenues jusqu’a la dixi¢éme minute, aprés quoi la colonne a
€té équilibrée a I’aide d’un gradient concave. Le temps de rétention et les courbes

d’étalonnage étaient vérifiées périodiquement.
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6. Suivi de la souche D. frappieri en microcosmes

Les microcosmes ont été effectués en triplicata, deux pour I’analyse des chlorophénols
et un pour les tests d’hybridation in situ et pour les comptes sur milieu solide. Dix
grammes de sol (non contaminé) ont été introduits, en enceinte anaérobie, dans des
bouteilles sérologiques contenant 70 mL de milieu de Boyd supplémenté d’extrait de
levures, de pyruvate et de 2,4,6-TCP. L’oxygene avait préalablement été chassé du sol
par plusieurs cycles de purge du mélange gazeux N,/H,/CO,. Les bouteilles ont été
scellées dans I’enceinte anaérobie. Un ensemencement a €té effectué stérilement avec
3 mL d’une culture de PCP-1 en phase exponentielle. Les microcosmes ont été
incubés & 37°C jusqu’a 3 jours. Apres les prélevements pour I’hybridation in situ une
extraction des micro-organismes a été effectuée et la méthode est décrite a la section
6.3 Les prélevements (1 mL) pour I’ensemencement sur milieu solide en enceinte
anaérobie a été effectué stérilement a partir de la méme bouteille et transférés dans
une bouteille contenant 9 ml. de milieu de Boyd. Les bactéries ont été étalées sur
géloses tel que décrit a la section 4. Les deux prélévements, pour I’hybridation in situ

et pour I’ensemencement, ont été exécutés aux temps 0, 24, 48 et 72 heures.

6.1. Suivi des chlorophénols

L’analyse des chlorophénols a été effectuée en duplicata & chaque jour, aux temps 0,
24, 48 et 72 heures. A chacun des microcosmes ont 6té ajoutés 2 mL de HCL 12N afin
d’arréter les réactions. Le contenu des bouteilles sérologiques a été séparé dans 3
tubes de 50 mL et pouvaient étre entreposés a 4°C afin d’effectuer toutes les
extractions en méme temps. Avant [’extraction, 0,66 mL d’une solution de standard
interne de 10% de N-propylparabéne (Sigma Chemicals Co.) a été ajouté par tube de
50 mL. Une premiére extraction avec 8 mL d’éthyle d’éther (Mallinckrodt Baker Inc.,
Paris, Kentucky) par tube a été effectuée. Ensuite deux autres extractions de 5 mL

d’éthyle d’éther ont suivi afin de récupérer davantage de chlorophénols. La phase
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organique de chacune des trois extractions a été€ prélevée apres une forte agitation des
tubes pendant 30 secondes et une minute de centrifugation a basse vitesse (550 g) et
mise ensemble dans une ampoule a décantation. Il a été par la suite nécessaire de se
débarrasser des huiles et graisses pour effectuer les analyses par chromatographie
liquide a haute performance (HPLC). Une premiére extraction a donc été réalisée avec
5 mL de NaOH 0,3 M suivie de 2 extractions avec 5 mL de NaOH 0,003 M. Cette
fois-ci, la phase aqueuse a été récupérée 2 chaque extraction aprés une agitation de 15
secondes. Cette phase aqueuse a été recueillie dans un ballon jaugé. Le volume a été
complété a 25 mL avec 1,5 mL d’HCL 12N, 8,33 mL d’acétonitrile (qualit¢ HPLC,
Anachemia, Montréal), contenant 0,33% d’acide acétique, et de I’eau. Aprés 5
minutes de centrifugation a 13 500 g, les chlorophénols récupérés du surnageant ont
été dosés HPLC (Waters, Mississauga, Ontario). Le systéme et le programme utilisés

étaient les mémes que ceux détaillés a la section 5.1.

6.2. Extraction des bactéries et hybridation in situ

Aux temps 24, 48 et 72 heures, 4 mL du microcosme ont été prélevées, centrifugées et
resuspendues dans du tampon phosphate-pyrophosphate supplémenté avec 0,1 % de
Tween 80 (Sigma Chemicals Co) et ayant une concentration de 4 M de NaCl, pH 8.0
afin de rompre les interactions avec le sol et de dégager les micro-organismes. Le tout
a €té déposé sur un coussin de 4 mL d’une solution de Nycodenz, 1,3 g/mL (Sigma
Chemicals Co.). Ce mélange a été centrifugé & 10 000 g dans un rotor SW 40.1
pendant 5 minutes sans frein d’arrét dans une ultracentrifugeuse (Beckman, modéle
L5-65). Par la suite, Iinterface, ou la densité correspondait a celle des bactéries, a été
récupérée a I’aide d’une pipette Pasteur. L’ensemble de cette phase, environ 1,5 mL, a
¢té dilué avec 1,5 mL de tampon phosphate-pyrophosphate. La solution bactérienne a
éte centrifugée, 2 minutes 4 8000 x g resuspendue dans 4 mL de tampon phosphate par
tube et divisée également en 4 (1 mL/échantillon). Les bactéries ont été centrifugées 2

minutes, 8000 g, avant de subir les étapes de fixation et de perméabilisation ainsi que
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de I’hybridation in situ, telles que décrites aux sections 2.2 et 2.3. Les particules de sol
qui se sont accumulées dans le fond du tube lors de la centrifugation avec la solution
de Nycodenz ont été récupérées afin de connaitre le poids sec correspondant au
nombre de bactéries détectées par gramme de poids sec. La terre a été séchée au four &
105°C pendant au moins 18 heures. La différence entre le poids avant et aprés séchage
du sol a permis de calculer le poids sec. Les sondes utilisées pour I’hybridation
spécifique avec D. frappieri PCP-1 sont les sondes PCP1-3 et PCP1-4, en

concentration finale de 5 ng/uL. pour chacune des sondes.
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RESULTATS



1. Hybridation in situ en culture pure

La premiére partie de ce projet consistait & appliquer la technique d’hybridation in sifu
chez plusieurs espéces bactériennes ayant été isolées dans le groupe de microbiologie
de P’environnement de I’INRS-Institut Armand-Frappier et ayant la capacité de
participer & une ou plusieurs étapes de transformation de différents contaminants. Le
premier protocole a été développé et mis au point a partir d’une espéce bactérienne de
type Gram négatif Sphingomonas sp. 107. Par la suite, le protocole a €té testé avec des
bactéries de type Gram positif puis adapté pour chacune des espéces mises a I’essai,

dont Desulfitobacterium frappieri PCP-1, la souche 6 et Mycobacterium Jol.

1.1. Sphingomonas sp. 107

La technique d’hybridation in situ avec 1a souche Sphingomonas sp. 107 avait déja été
mise au point dans le laboratoire du Dr Villemur par Jean-Christophe Thomas
(Thomas et al., 1997). La technique a donc été appliquée sur une population
Sphingomonas sp. 107 en culture pure. Les conditions de fixation et de
perméabilisation avaient déja été définies et consistaient en un traitement consécutif a
la paraformaldéhyde puis a I’éthanol. Les histogrammes du profil de dispersion (A) et
de fluorescence (B) obtenus a I’aide du cytométre en flux sont présentés a la figure 10.
Par I’histogramme du profil de dispersion, il est possible d’observer les événements
analysés distribués selon la morphologie des événements (Forward Scatter ou FS) et
leur granulosité (Side Scatter ou SS). Le profil de dispersion présente 2 la figure 10A
un profil en forme de cométe qui représenterait des cellules individuelles mais aussi
des cellules qui auraient tendance a s’agglutiner entre elles car elles forment une
longue trainée d’événements. L’histogramme des signaux de fluorescence présente
pour sa part la distribution des événements analysés selon I’émission de fluorescence
enregistrée pour chacun des événements. Le détecteur approprié a été choisi selon le

fluorochrome utilisé. Dans ce cas-ci, la fluorescéine,
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Figure 10 : Hybridation in situ d’une culture pure de la souche Sphingomonas sp. 107
Histogrammes du profil de dispersion (A) et des signaux de fluorescence des sondes spécifique (SPHIN), universelle (EUB), non
spécifique (NON) et de I’autofluorescence des cellules (B). Les signaux de fluorescence ont été mesurés a partir de la région
d’acquisition R1. Les nombres entre parenthéses représentent les intensités moyennes de fluorescence (IMF)
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fluorochrome conjugué a ’oligonucléotide, émet une fluorescence verte et a été
détectée par le détecteur FL1. Pour chaque mesure des hybridations ou de
’autofluorescence, I’intensité moyenne de la fluorescence (IMF) était enregistrée. Les
signaux de fluorescence étaient enregistrés & partir de la région définie lors de
’acquisition au cytomeétre et pour cette expérience, elle est représentée par la région
R1. L’hybridation in situ avec la sonde spécifique SPHIN sur la culture pure de
Sphingomonas sp. 107 a résulté en un déplacement du signal de la fluorescence verte
de ’ensemble de la population d’environ une décade par rapport & I’hybridation non
spécifique (Fig. 10), I'IMF est passé effectivement de 17,9 pour I’hybridation non
spécifique a4 148,4 pour P’hybridation spécifique. L'autofluorescence présente une
intensité moyenne de fluorescence de 2,13. Cette valeur est présentée dans tous les
graphiques suivants afin d'indiquer le niveau de fluorescence de base de la suspension
cellulaire aprés les manipulations nécessaires a la technique et ainsi démontrer ['effet
du contact avec les sondes fluorescentes. L'intensité moyenne de fluorescence de

I'hybridation in situ avec la sonde EUB est de 248,0.

1.2. Desulfitobacterium frappieri PCP-1

L’application du méme protocole de fixation/perméabilisation n’ayant pas résulté en
un accroissement significatif de la fluorescence a partir de I’hybridation in situ avec
une sonde spécifique a la souche PCP-1 (sonde PCP1-1) par rapport a4 la sonde non
spécifique (NON), une modification au protocole original a été apportée. Les
meilleurs résultats lors de 1’application du protocole d’hybridation in situ avec une
culture de D. frappieri PCP-1 ont été obtenus toujours avec une fixation i la
paraformaldéhyde mais avec une perméabilisation & I’hexadécyltrimethy! bromure
d’ammonium (CTAB). Ces résultats (Fig. 11) révélent un déplacement significatif de
la population lors de la mise en contact avec la sonde spécifique PCP1-1 (IMF=6,3 1)
par rapport a I’hybridation non spécifique (IMF=0,98 avec la sonde NON). L'IMF de
l'autofluorescence est de 0,49 tandis que I'IMF de I'hybridation avec la sonde EUB est
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Figure 11 : Hybridation in situ &’une culture pure de la souche Desulfitobacterium frappieri PCP-1
Histogrammes du profil de dispersion (A) et des signaux de fluorescence des sondes spécifique (PCP1-1), universelle (EUB), non
spécifique (NON) et de I’autofluorescence des cellules (B). Les signaux de fluorescence ont été mesurés a partir de la région

d’acquisition R1. Les nombres entre parenthéses représentent les IMF.
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de 4,50. Le profil de dispersion de la culture de la souche PCP-1 montre encore des
bactéries qui s’agglutineraient entre elles en formant une longue trainée d’événements.
Le rapport de I'IMF de [’hybridation spécifique sur celui de I’hybridation non
spécifique est de 6,4. Cependant ce résultat n’a été obtenu qu’une seule fois et le
rapport des IMF de I’hybridation spécifique sur non spécifique se maintenait plus

réguliérement autour des valeurs 2 ou 3.

1.3. Souche 6

Le protocole d’hybridation in situ a également été appliqué sur une culture pure de
souche 6. Les résultats présentés ont ét€ obtenus par des conditions de fixation a la
paraformaldéhyde et de perméabilisation au chlorure de benzalkonium. Les
histogrammes de profil de dispersion (A) et de fluorescence (B) obtenus par
cytométrie sont présentés a la figure 12. Le profil de dispersion est plus compact que
ceux des deux souches précédentes et indiquerait une moins forte aggiutination. Les
signaux de fluorescence présentés démontrent une augmentation de la fluorescence
spécifique (IMF=1,65) par rapport a la fluorescence non spécifique (IMF=0,56) mais
reste quand méme faible. Egalement, une photographie prise & partir du microscope &
fluorescence révele la souche (grossissement de 1000X) aprés I’application du

protocole en utilisant la sonde spécifique PHEN et est présentée 2 la figure 13,

1.4. Mycobacterium Jol

L’application du protocole d’hybridation in situ a été essayée sur une espéce du genre
Mycobacterium. Les meilleurs résultats ont été obtenus avec une fixation de 40 heures
a la paraformaldéhyde suivi d’une perméabilisation avec une solution de chlorure de
benzalkonium. Il est possible d’observer (Fig. 14) 4 peine un léger déplacement du
signal de fluorescence provenant de la population lors de ’hybridation avec la sonde

spécifique JO1 (IMF=1,64) par rapport a I’hybridation non spécifique (IMF=0,52).
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Figure 12: Hybridation in situ d’une culture pure de la souche 6.

Histogrammes du profil de dispersion (A) et des signaux de fluorescence des sondes
spécifique PHEN, et non spécifique NON (B). Les signaux de fluorescence ont été
mesurés dans la région d’acquisition A. Les nombres entre parenthéses représentent les
IMF.
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Figure 13 : Photographie de la souche 6 en culture pure aprés I’hybridation in situ
avec la sonde spécifique PHEN et observée par microscopie 4 épifluorescence

(grossissement 1000X).




Figure 14 : Hybridation in situ d’une culture pure de la souche de Mycobacterium sp. Jo!.
Histogrammes du profil de dispersion (A) et des signaux de fluorescence des sondes spécifique (JOI1), universelle (EUB), non

spécifique (NON) et de I'autofluorescence des cellules (B). Les signaux de fluorescence ont été mesurés & partir de la région

d’acquisition R1. Les nombres entre parenthéses représentent les IMF.
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L'IMF de !'autofluorescence est de 0,13 tandis que celle de I'hybridation avec la sonde
EUB est de 2,04. Encore une fois, le profil de dispersion est assez étendu, suggérant

une forte agglutination des cellules.

Les expériences d’hybridation in sifu sur les quatre souches bactériennes en culture
pure ont permis d’orienter les recherches futures. Celles-ci se sont donc portées sur le
développement et la mise au point de la technique d’hybridation in situ afin
d’effectuer le suivi de la souche D. frappieri PCP-1 dans différents biotraitements et
ce, particuliérement a cause des résultats encourageants obtenus pendant la premiére
partie du projet et des caractéristiques uniques de la souche. Parmi ces propriétés,
rappelons, entre autres, qu’elle est de type Gram positif et anaérobe et qu'aucun suivi
et expériences d'hybridation in situ n'ont été effectués dans la littérature. De plus, elle
est une des seules souches isolées actuellement ayant la capacité d’effectuer la
déshalogénation du pentachlorophénol en positions ortho, meta et para (Bouchard et

al., 1996).

2. Optimisation de la technique d’hybridation in situ avec D. frappieri PCP-1

Afin d’optimiser la technique d’hybridation in situ avec la souche D. frappieri PCP-1,
différentes modifications de la méthode de départ ont été effectuées dans les étapes de
fixation, de perméabilisation et d’hybridation ainsi que des oligonucléotides et
fluorochromes utilisés, de méme que des variations de pH. Ces modifications sont

développées dans la présente section.

D’abord, des modifications aux protocoles de fixation et de perméabilisation détaillées
a la section 2.3 de la partie Matériel et méthodes ont été réalisées. Parmi ces
modifications se trouvent des fixations & I’éthanol 50% ou 95%, a la glutéraldéhyde
10%, a la formaline (éthanol et formaldéhyde en proportion 90:10). Egalement,

différents temps et températures de fixation ont été essayés, tels que 3 heures, 16
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heures, 30 heures, 4 4°C et 4 -20°C. D’autres procédés de perméabilisation ont aussi
été testés en combinaison avec une fixation 4 la paraformaldéhyde 3% ou a I’éthanol
50%. Parmi ceux-ci, un traitement au lysozyme, en concentration finale de 5 pnL/mL
dans du Tris-EDTA, pH 8.0, des traitements au HCI concentré (12N), a I’eau de javel
ainsi qu’au détergent chlorure de benzalkonium (Pinder ef al., 1990) ont été testés.
Toutes ces tentatives n’ont cependant pas amélioré significativement ’intensité de

flucrescence de ’hybridation spécifique par rapport a I’hybridation non spécifique.

Dans I’étape d’hybridation, des incubations de 16 et 30 heures ont été essayées
(Thomas, et al., 1997) ainsi que 1’ajout de 0,1% de SDS au tampon d’hybridation, tel
que conseillé et pratiqué dans bon nombre d’études (Christensen et al., 1999, Franks
et al., 1998). Encore une fois, ces tentatives n’ont pas engendré une augmentation
significative du signal de fluorescence de I’hybridation spécifique par rapport a

I’hybridation non spécifique.

Un essai d’ajout de chloramphénicol a ’échantillon de culture de D. frappieri PCP-1
en concentration finale de 100 pL/mL a été testé lors de la premiére resuspension des
cellules. Cette tentative a été entreprise grice aux expériences rapportées par
Ouverney et Fuhrman, 1997. Cette étude indique que ’ajout de chloramphénicol dans
’échantillon a I’étude pourrait permettre d’amplifier le signal de fluorescence lors de
I’application d’un protocole d’hybridation in situ. En effet, cet antibiotique
interfererait avec les protéines responsables de la dégradation des molécules d’ARNr.
La cible des oligonucléotides serait donc présente en plus grande quantité et
augmenterait le signal de fluorescence détecté. Cet essai n’a cependant pas provoqué

I’augmentation du signal désiré.

Des changements au niveau des oligonucléotides ont aussi été effectués. Une premiére
sonde spécifique (PCPI1-1) avait d’abord été retenue avec laquelle les premiéres

expériences ont toutes €té effectuées. Par la suite, trois autres sondes, toujours
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spécifiques & I’espéce D. frappieri PCP-1, ont été sélectionnées (PCP1-2, PCP1-3 et
PCP1-4, Tableau 1, Matériel et méthodes). Ces sondes ont été testées tour a tour lors
de la réaction d’hybridation & une concentration totale de 10 ng/pl. Elles ont
également été testées en combinaison les unes avec les autres et avec celle déja
existante. Méme si les quatre sondes ont ¢té utilisées ensemble, la concentration totale
des oligonucléotides a été conservée 4 10 ng/pL, répartie également entre chacune
d’entre elles. Cette expérience se rapporte a 1’étude relatée par Lee et al., 1993 dans
laquelle plusieurs sondes visant I’ARN 16S ribosomal ont été utilisées. La
combinaison des nouvelles sondes PCP1-3 et PCP1-4 a permis d’obtenir les meilleurs
résultats lors de 1’application du protocole d’hybridation in situ sur une culture pure de
D. frappieri PCP-1. L’'IMF de |’hybridation spécifique s’est retrouvé a 27,1 par
rapport a 5,5 lors de I’hybridation non spécifique. Ces résultats ont pu étre obtenus a
plusieurs reprises. Le profil de dispersion présente le méme type de trainée observée
lors de la premiére expérience (Fig. 11) avec la souche PCP-1. Tous ces résultats sont

présentés a la figure 15.

Plusieurs fluorochromes sont dépendants du pH. La sensibilité de ces molécules est
due a la reconfiguration du systéme d’électron lors de la protonation. La fluorescéine,
le fluorochrome conjugué aux oligonucléotides utilisés dans ces expériences, est
effectivement sensible au pH. Des changements apportés par les variations de pH du
tampon ont donc été vérifiés a la derniére resuspension ainsi que dans les dilutions
effectuées pour les analyses en cytométrie. Le tampon phosphate-pyrophosphate a été
ajusté a pH 7.2, 8.0, 8.5 et 9.0. Le changement de pH du tampon phosphate pour un
pH de 8.0, lors de la resuspension des cellules aprés 1’étape d’hybridation, a permis
d’obtenir des signaux de fluorescence spécifiques légérement plus élevés. Ce tampon

a donc €té utilisé dans ’ensemble des futures expériences.
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Figure 15 : Hybridation in situ sur une culture pure de la souche PCP-1 avec les sondes spécifiques PCP1-3 et PCP1-4.
Histogrammes du profil de dispersion (A) et des signaux de fluorescence des sondes spécifiques PCP1-3 et PCP1-4 et non
spécifique NON (B). Les signaux de fluorescence ont été mesurés a partir de la région d’acquisition R1. Les nombres entre
parenthéses représentent les IMF.,
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En résumé, les conditions optimales pour 1’application de I’hybridation in situ avec la
souche Desulfitobacterium frappieri PCP-1 ont consisté en une fixation i la
paraformaldéhyde 3% suivi d’une perméabilisation & I’hexadécyltrimethyl bromure
d’ammonium (0,05%) puis d’une hybridation simultanée avec les sondes PCP1-3 et
PCP1-4 spécifiques a ’ARNr 16S. L’ensemble des expériences ont été effectuées
dans un tampon au pH de 8.0. Les expériences qui suivent ont donc toutes été

effectuées en respectant ce protocole.

3. Développement d’un milieu de culture solide et comparaison des comptes par

cytométrie et par étalement en fonction du temps

Le développement d’un milieu de culture solide constitue une étape importante dans
I’étude de la souche D. frappieri PCP-1 car celle-ci ne pouvait croitre que sur une
gélose disponible commercialement. L’ajout d’agarose au milieu de Boyd modifié a
permis d’obtenir un milieu de culture sur lequel peut croitre D. frappieri PCP-1 dans
I’enceinte anaérobe. Les colonies sont apparues aprées 48 heures comparativement & 10
a 15 jours avec les autres géloses. Les comptes obtenus sur milieu solide, pour ce
premier essai, ont été comparés avec les comptes obtenus par cytométrie en flux
(Tableau 2). Les concentrations de la souche PCP-1 obtenues par cytométrie pour les
premiers essais sont de 1,54 X 10* et 2,51 X 10® tandis que les concentrations
obtenues par unitées formatrices de colonies sont respectivement de 1,69 X 10° et de
1,23 X 10°. Les comptes observés par cytométrie en flux ont été de 5 & 10 fois

inférieurs par rapport aux comptes obtenus par unités formatrices de colonies.

Afin d’établir des comparaisons des comptes obtenus par unités formatrices de
colonies et par cytométrie au cours du stade de culture, des étalements périodiques (0,
6, 12, 24, 30, 48, 72 heures) ont été effectués sur le nouveau milieu solide ainsi que
des suspensions correspondantes pour le cytométre en flux. Les résultats obtenus sont

exposés dans le graphique 4 la figure 16 et présentent les moyennes calculées  partir
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Tableau 2: Comparaison des concentrations de la souche PCP-1 en culture pure

obtenues par unités formatrices de colonies (UFC) et par cytométrie.

Essai Bacteries/mL
(duplicata) UFC cytométrie
i 1.69X10° 1.54X10°
2° 1.23X10° 2.51X10°




Figure 16: Comparaison des concentrations de la souche PCP-1 obtenues par unités

formatrices de colonies (UFC) et par cytométrie pendant 72 heures.
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des essais effectués en duplicata. Encore une fois, les comptes observés par cytométrie
en flux ont été inférieurs d’un facteur d’environ 10 par rapport aux comptes obtenus
par unités formatrices de colonies. Cependant, les deux courbes suivent sensiblement
la méme tendance, I’écart est donc resté constant. Les concentrations de la souche
PCP-1 obtenues par cytométrie respectivement pour les temps 0, 6, 12, 24, 30, 48 et
72 heures sont de 3,9 X 105, 1,4 X 107, 1,4 X 108, 3,6 X 10%,2,8 X 10% 3,1 X 10% et
2,5 X 10® tandis que pour les mémes temps ceux obtenus par unités formatrices de
colonies sont de 3,5 X 107, 1,2 X 105, 8 X 105, 1,2 X 10%, 1,5 X 10°, 1,2 X 10%et 1,2 X
10°,

4, Intensité de Ia flnorescence en fonction du temps de la culture de D. frappieri

PCP-1

Plusieurs hybridations successives dans le temps (0, 6, 12, 24, 28, 32, 48 et 72 heures)
ont été effectuées sur une culture pure de D. frappieri afin d’observer |’évolution du
signal de fluorescence spécifique lors de I’application du protocole d’hybridation in
situ. Egalement, I’ajout de bromure d’éthidium 4 un échantillon de chaque heure a
permis d’observer la variation globale des acides nucléiques puisque le bromure
d’éthidium s’intercale a Dintérieur de ceux-ci de maniere non spécifique. La
fluorescence €émise par le bromure d’éthidium a pu étre mesurée par le détecteur FL3
du cytométre en flux. Les résultats sont présentés aux figures 17, 18, 19 et 20. De pius,
le rapport de I'IMF des hybridations spécifiques sur celui des hybridations non
spécifiques sont présentés au tableau 3 et résume les données illustrées aux figures 17
a 20. Les résultats obtenus montrent que I’intensité du signal de fluorescence pour
I’hybridation spécifique avec les sondes PCP1-3 et PCP1-4 était 4 son maximum aux
temps 6 et 12 heures avec des rapports respectifs de 3,6 et 4,3. Ce sont dans ces temps
ou le signal de fluorescence spécifique de la population a divergé le plus du signal de
fluorescence de ’hybridation non spécifique. Par la suite, les signaux d’hybridation

spécifique ont conservé sensiblement les mémes proportions de fluorescence par
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Figure 17 : Suivi par hybridation in situ d’une culture pure de D. frappieri PCP-1 aux temps 0 et 6 heures.
Histogrammes des profils de dispersion (A, D) et des signaux de fluorescence du bromure d’éthidium (B, E) et des sondes
spécifiques (PCP1-3 et PCP1-4), de 1a sonde NON et de I’autofluorescence (C, F). Temps 0 (A,B,C,) et 6 heures (D,E,F). R2 et

R3 sont les régions d’acquisition utilisées. Les chiffres entre parenthéses représentent les IMF.
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Figure 18 : Suivi par hybridation in situ d’une culture pure de D. frappieri PCP-1 aux temps 12 et 24 heures.
Voir la légende figure 17. Temps 12 (A,B,C) et 24 heures (D,E,F). R4 et RS sont les régions d’acquisition utilisées.
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Figure 19 : Suivi par hybridation in situ d’une culture pure de D. frappieri PCP-1 aux temps 28 et 32 heures.
Voir la légende figure 17. Temps 28 (A,B,C) et 32 heures (D,E,F). R6 et R7 sont les rgions d’acquisition utilisées.
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Figure 20 : Suivi par hybridation in situ d’une culture pure de D. frappieri PCP-1 aux temps 48 et 72 heures.
Voir la légende figure 17. Temps 48 (A,B,C) et 72 heures (D,E,F). R8 et R1 sont les régions d’acquisition utilisées
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Tableau 3: Suivi des rapports des signaux de fluorescence moyens (MFI) de
I’hybridation spécifique (sondes PCP1-3 et PCP1-4) sur Phybridation non spécifique
(sonde NON) d’une culture pure de la souche PCP-1.

Temps (heure) | Rapport spécifique/ non spécifique

0 2,4
6 3,6
12 4,3
24 2,8
28 2,8
32 3

48 2,6
72 2,6




rapport aux signaux d’hybridations non spécifiques. L'intensité moyenne de
fluorescence de l'autofluorescence s'est située entre les valeurs de 3,44 4 4,69 tout au
long de l'expérience. Au niveau des signaux de fluorescence du bromure d’éthidium
enregistrés au détecteur FL3, trés peu de particules non biologiques ont été observées
puisque ’ensemble des événements comptés ont été fortement marqués. Aussi, les
signaux du bromure d’éthidium ont £té relativement constants tout au long de ce suivi,
avec un maximum obtenu au temps 24 heures. Les IMF des signaux du bromure
d'éthidium sont, pour les temps 0, 6, 12, 24, 28, 32, 48, et 72 respectivement de 16,0,
17,2, 174, 25,7, 22,8, 20,1, 22,8 et 20,1. Cependant, les résultats de
P’autofluorescence n’étant pas fournis pour chacun des échantitlons la comparaison ne
peut étre effectuée entre chacun de ceux-ci. Mentionnons aussi que les profils de
dispersion tout au long de ce suivi sont restés constants ce qui implique que la
population de la souche PCP-1 est demeurée constante quant a sa forme, sa taille et sa

granulosité.
5. Suivi de la souche D. frappieri PCP-1 en consortium méthanogéne

Aprés avoir étudié la technique d’hybridation in situ avec la culture pure de D.
Jrappieri PCP-1, la prochaine étape de I’étude consistait & procéder & un essai de
détection de celle-ci A ’intérieur d’une culture mixte en présence du contaminant
2,4,6-TCP. Ainsi, la présence de la souche PCP-1 a été étudiée en présence d’un
consortium méthanogéne sur une période de 3 jours. Au temps 0 (Fig. 21), la quasi-
totalit¢ de la population était constituée par la souche PCP-1 (95,2%). Cette
observation s’explique par ’ensemencement de départ qui s’était effectué en
proportion de 12:1 en faveur de la souche PCP-1. Le signal de fluorescence de la
population de PCP-1 (IMF=24,9) est bien défini par rapport 4 I’hybridation non
spécifique (IMF=10,7). Au temps 24 heures (Fig. 22), la population de la souche PCP-
I était encore présente en plus grande quantité puisqu’elle représentait 68,7% de la

culture mixte. Deux pics ont été observés lors de I’hybridation avec les sondes
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spécifiques (Fig. 22B et C) dans I’histogramme de fluorescence et ceux-ci
représentent respectivement la population provenant du consortium qui superpose la
fluorescence non spécifique (sonde NON) et la population de la souche PCP-1 qui se
démarque par !’intensité de son signal de fluorescence d’environ une décade. Au
temps 48 heures (Fig. 23), un renversement de situation dans la dynamique des
populations a été observé. La population de la souche PCP-1 ne représentait plus que
24,8% de P’ensemble des micro-organismes (Fig. 23C). La démarcation des deux
populations était cependant encore clairement observée. Par la suite, les résultats
obtenus au temps 72 heures (Fig. 24), montrent que les deux populations tendraient
vers un équilibre (39,4% de la population PCP-1 et 60,4% de la population du
consortium). Cependant la séparation des signaux de fluorescence des deux
populations était moins définie (Fig. 24 B) causé par ’augmentation de ’hybridation
non specifique de la population du consortium lors du contact avec les sondes PCP1-3

et PCP1-4.

5.1. Comptes sur milieu solide

Les comptes totaux de la culture mixte ont été déterminés par cytométrie en flux et par
étalement des micro-organismes sur gélose nutritive non sélective (Fig. 25). Les
comptes totaux obtenus par cytométrie sont inférieurs d’un facteur de 10 par rapport 4
ceux obtenus par unités formatrices de colonies. Tout d'abord, au temps 0, les comptes
semblent plus concordants alors que le compte obtenu par cytométrie est de 6,7 X 10°
et que le compte par unité formatrice de colonies est de 5,7 X 10° Par la suite, les
comptes obtenus par cytométrie sont de 2,7 X 107, 8 X 107 et 4 X 107 et par unités
formatrices de colonies sont de 2,6 X 10%, 5,1 X 10® et de 3 X 10° respectivement pour
les temps 24, 48 et 72 heures. Egalement, d’aprés ces résultats, la proportion de la
souche D. frappieri PCP-1 par rapport 2 la population totale, varierait dans le temps.
La concentration de la souche PCP-1 obtenue par cytométrie sont de 6,4 X 105, 1,8 X
107,2,2 X 107, et 1,6 X 107 respectivement pour les temps 0, 24, 48 et 72 heures.
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Figure 21 : Hybridation in situ de la souche PCP-1 en présence d’un consortium méthanogéne au temps 0.

Histogrammes du profil de dispersion (A) et des signaux de fluorescence des sondes PCP1-3 et PCP1-4 ou de la sonde NON (B).
Histogramme bi-paramétrique des signaux de fluorescence des sondes spécifiques (FL1) et de I’autofluorescence (FL3) (C). Le
pourcentage illustré en C est la proportion d’événements enregistrés dans chaque quadrant, les deux quadrants supérieurs ont éte
définis comme étant spécifique a la souche PCP-1. Les signaux de fluorescence ont €té mesurés dans la région d’acquisition R1. Les

nombres entre parenthéses représentent les IMF.
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Figure 22: Hybridation in situ de la souche PCP-1 en présence d’un consortium méthanogéne au temps 24 heures.

Voir la légende de la figure 21. Les signaux de fluorescence sont mesurés dans la région d’acquisition R2.
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Figure 23: Hybridation in situ de 1a souche PCP-1 en présence d’un consortium méthanogéne au temps 48 heures.

Voir la légende de la figure 21. Les signaux de fluorescence sont mesurés dans la région R4.
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Figure 24: Hybridation in situ de la souche PCP-1 en présence d’un consortium méthanogéne au temps 72 heures.

Voir la légende de la figure 21. Les signaux de fluorescence sont mesurés dans la région d’acquisition R5.
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Figure 25 : Concentrations de la souche PCP-1 et des comptes totaux par millilitre
obtenues par unités formatrices de colonies (UFC) et par cytométrie dans la culture

mixte pendant 72 heures.
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Figure 26: Concentration du TCP dans le consortium méthanogéne en présence ou

en absence de la souche PCP-1.
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5.2. Suivi des chlorophénols

Le suivi de la transformation du 2,4,6-TCP par HPLC a permis de confirmer 1’action
de la déshalogénation de la souche PCP-1 dans le consortium. II a été possible de
comparer la disparition du 2,4,6-TCP dans le consortium en présence ou en absence de
D. frappieri PCP-1 (Fig. 26). La quantité initiale de 2,4,6-TCP a été éliminée
complétement aprés 24 heures dans le consortium en présence de la souche D.
frappieri PCP-1. En effet, la concentration au temps 0 est de 25,9 mg/L alors qu'aux
temps 24, 48 et 72 heures il n'y a aucune trace du contaminant. Cependant, en absence
de celle-ci, la concentration du contaminant n’a pas ou a trés peu diminué dans les
temps étudiés. En effet, les concentrations du contaminant sont passées de 25,5 mg/L,
au temps 0, a 24,5 mg/L (au temps 24 heures), 24,1 mg/L (au temps 48 heures) puis a
24,2 mg/L au temps 72 heures.

6. Suivi de la souche D. frappieri PCP-1 en microcosmes

Cette expérience consistait a faire le suivi de la souche D. frappieri PCP-1 par
hybridation in situ, jusqu’a la transformation compléte du 2,4,6-TCP présent dans un
microcosme liquide constitué de 10% de sol non stérile et du milieu de culture
habituel de la souche. Des comptes totaux bactériens par étalement ont aussi été
effectués dans le but de comparer les comptes obtenus par cytométrie en flux. Cette
expérience a été menée a bien a deux reprises et les séries de résultats des deux essais
sont exposées successivement. Les résultats de la premiére expérience sont présentés
sous le titre de microcosme #1 tandis que les résultats de la deuxiéme tentative sont

développés sous le titre de microcosme #2.

Lors de la premiére expérience avec le sol, la population bactérienne a été enrichie

grice a une centrifugation a basse vitesse sur un coussin de Nycodenz. Ce coussin
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avait la capacité de retenir les cellules bactériennes a I’interface du milieu de culture et
du Nycodenz lorsque celui-ci est utilisé 4 une concentration de 1,3 g/mL (Lindahl et
Bakken, 1995). De plus, cette étape a permis d’éliminer le plus possible les particules
de sol. En effet, il est reconnu que les particules organiques et inorganiques du sol
peuvent masquer ou diminuer fortement les signaux de fluorescence spécifique des
populations visées soit par autofluorescence des particules ou par hybridation non
spécifique avec les sondes utilisées (Amann ef al., 1995, Hahn et al., 1992). Ainsi, des
résultats ont été obtenus en comparant le méme échantillon du microcosme #1 avant et
aprés l’extraction au Nycodenz. Ces résultats sont représentés par les profils de
dispersion obtenus par cytométrie et illustrés a la figure 27. Nous pouvons entre autres
apprécier la diminution de I’ensemble d’événements analysés et du changement du

profil de dispersion aprés le passage sur Nycodenz.

Le suivi de la souche PCP-1 dans le microcosme #1 est présenté aux figures 28 et 29.
Les hybridations in situ se sont effectuées aux temps 24 et 48 heures. La figure 28A
expose le profil de dispersion du microcosme #1 au temps 24 heures. Les signaux de
fluorescence spécifiques détectés en FL1 pour le temps 24 heures (Fig. 28B) ont
démontré la présence de la souche D. frappieri PCP-1 dans une trés forte proportion.
En effet, un faible pourcentage (20,1%) d’événements non spécifiques a été
enregistrés dans la premiére décade avec les sondes PCP1-3 et PCP1-4. Le bromure
d’éthidium, colorant d’acides nucléiques, a été utilisé dans 1’échantillon
d’autofluorescence afin de démarquer les micro-organismes (marqués par le bromure
d’éthidium) des particules restantes de sol. Aussi 4 la figure 28C, la fluorescence
révélée par la présence de bromure d’éthidium a démontré qu’une forte majorité de
I’ensemble des événements analysés étant majoritairement des micro-organismes (prés

de 80% dans les quadrants de droite) et non des particules de sol.

Dans la figure 29A, le profil de dispersion du microcosme #1 au temps 48 heures

présente une variation lorsqu’il est comparé avec celui du temps de 24 heures.
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Figure 27 : Extraction des bactéries par centrifugation i basse vitesse sur un coussin de Nycodenz

Histogrammes du profil de dispersion du microcosme #1, au temps 24 heures avant le passage du microcosme sur Nycodenz (A) et

apres le passage des cellules sur Nycodenz (B).
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Figure 28: Hybridation in situ du microcosme #1 au temps 24 heures.

La population microbienne enrichie du microcosme 1 a été hybridée avec les sondes PCP1-3 et PCP1-4 ou avec la sonde NON, ou
colorée au bromure d’éthidium. Histogrammes du profil de dispersion (A) et des signaux de fluorescence des sondes PCP1-3 et
PCP1-4 et de la sonde NON (B). Histogramme bi-paramétrique des signaux de I’autofluorescence (FL1) et du bromure d’éthidium

(FL3). Les signaux de fluorescence sont mesurés dans la région d’acquisition R7. Les nombres entre parenthéses sont les IMF.
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Figure 29 : Hybridation in situ du microcosme #1 au temps 48 heures.

Voir la légende de la figure 28. Les signaux de fluorescence sont mesurés dans la région d’acquisition R8
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Effectivement, une seconde population est apparue a droite de la population principale
(R9). Cette population posséde une valeur légérement supérieure pour la diffraction a
grand angle (SS log) ainsi qu’une valeur supérieure pour la diffraction & petit angle
(FS log). Cette population aurait donc une plus grande taille ainsi qu’une plus grande
granulosité que la population principale. Le signal de fluorescence spécifique a la
souche D. frappieri PCP-1 était toujours présent en majorité dans le microcosme avec,
cependant, une perte d’intensité et une baisse de proportion dans I’ensemble de la
population totale et ce, par rapport au temps de 24 heures. En effet, une certaine
proportion d’événements n’a pas €t¢ marquée par les sondes spécifiques et estt
rassemblée a gauche du pic principal lors de ’hybridation spécifique a la figure 29B.
L’ajout de bromure d’éthidium a encore révélé que la grande majorité des événements

analysés était des micro-organismes (prés de 76,4% dans les quadrants de droite).

Dans le cas du microcosme #2, les résultats d’hybridation sont présentés aux figures
30 a 35. Dans ce cas-ci le bromure d’éthidium a été ajouté 5 a 10 minutes avant
I’analyse des échantillons en cytométrie. Cet ajout a permis de tenter une distinction
supplémentaire de la population visée en les distinguant des particules de sol en plus
de différencier les événements par la spécificité des sondes, tel qu’étudié par Thomas
et al. (1997). Tout d’abord, le profil de dispersion du temps 24 heures est présenté 4 la
figure 30A. Ce profil est légérement différent du temps 24 heures du microcosme #1.
Il y a un nombre plus élevé d’événements ayant des valeurs de FS log et SS log plus
grandes par rapport 4 la population habituelle observée et toujours présente. Les
signaux de fluorescence spécifiques sont de moindre intensité que ceux du premier
microcosme pour la méme période de temps (Fig. 30B). Une nette distinction du
signal de la population de D. frappieri PCP-1 est beaucoup moins évidente.
Cependant, il y a eu un déplacement de la population par rapport au signal non
spécifique. Le profil de fluorescence des sondes et du bromure d’éthidium est illustré

a la figure 31 sous forme d’histogrammes bi-paramétrique. Les signaux de
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Figure 30 : Hybridation in situ du microcosme #2 au temps 24 heures
La population microbienne enrichie du microcosme #2 a été hybridée avec soit les sondes PCP1-3 et PCP1-4, EUB, NON. Chaque

échantillon a été ensuite coloré au bromure d’éthidium. Histogrammes du profil de dispersion (A) et des signaux de fluorescence en

FL1 (B) et FL3 (C). Les signaux de fluorescence ont ét¢ mesurés a partir de la région d’acquisition R1. Les nombres entre

parentheses représentent les IMF.
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Figure 31: Histogrammes bi-paramétriques des signaux de fluorescence du microcosme #2 au temps 24 heures
Voir légende de la figure 30. Signaux de fluorescence des sondes NON (A), spécifiques PCP1-3 et PCP1-4 (B) et EUB (C) en FL1

et ceux du bromure d’éthidium en FL3.
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Figure 32 : Hybridation in sifu du microcosme #2 au temps 48 heures
Voir la lIégende de la figure 30. Les signaux de fluorescence ont été mesurés a partir de la région d’acquisition R1.
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Figure 33 : Histogrammes bi-paramétriques des signaux de fluorescence du microcosme #2 au temps 48 heures

Voir légende de la figure 30.
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Figure 34 : Hybridation in situ du microcosme #2 au temps 72 heures
Voir la légende de la figure 30. Les signaux de fluorescence ont été mesurés a partir de la région d’acquisition R1.
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Figure 35 : Histogrammes bi-paramétriques des signaux de fluorescence du microcosme #2 au temps 48 heures
Voir légende de la figure 30. Signaux de fluorescence des sondes NON (A), spécifiques PCP1-3 et PCP1-4 (B) et EUB (C) en FLI

et ceux du bromure d’éthidium en FL3.
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fluorescence du bromure d’éthidium (Fig. 31C) a montré que I’ensemble des

événements étaient en majorité des micro-organismes.

En présence de la sonde NON (Fig. 31A), la population principale était marquée au
bromure d’éthidium (FL3) mais pas ou trés peu avec la sonde (FL1). En présence des
sondes spécifiques (Fig. 31B), deux populations se sont démarquées, la population de
PCP-1 et le reste. Finalement, en présence de la sonde EUB (Fig. 31C), I’ensemble de

la population s’est bien démarqué du bruit de fond.

Les résultats des temps 48 et 72 heures présentent approximativement les mémes
profils de dispersion (Fig. 32A et 34A) avec une augmentation de la proportion de la
population secondaire tel qu’observé dans le microcosme #1. Les signaux des sondes
spécifiques PCP1-3 et PCP1-4 (Fig. 32B et 34B) étaient moins intenses aprés 48 et 72
heures. Le méme phénomeéne a aussi été remarqué avec le microcosme #1. Dans le cas
des signaux de fluorescence résultant de la combinaison des deux fluorochromes (Fig.
33C et 35C), une nette distinction entre D. frappieri PCP-1 et le reste de la population
n’a pu étre établie. Cependant, il est possible d’observer sur les mémes graphiques que
les signaux de fluorescence enregistrés en FL3 pour le bromure d’éthidium ont
démontré que la majorité des événements analysés étaient bien des micro-organismes
mais que cette proportion a eu tendance a décroitre par rapport aux particules de sol et

que Iintensité a suivi la méme diminution que le signal de fluorescence spécifique.

6.1. Comparaison des comptes sur milieu solide et par cytométrie, et suivi des

chlorophénols
La comparaison des comptes totaux a été effectuée seulement pour le microcosme #2.

Les comptes obtenus par unités formatrices de colonies et par cytométrie ont été

comparés pour les temps 24, 48 et 72 heures (Fig. 36). Le temps 0 n’a pas pu étre
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Figure 36 : Concentration des comptes totaux par gramme de poids sec dans le

microcosme 2, pendant 72 heures.
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obtenu par cytométrie étant donné le faible nombre de bactéries ayant pu étre
récupérées au premier temps. Les comptes obtenus par cytométrie ont été 1égérement

supérieurs a ceux obtenus sur milieu solide.

L’analyse de la concentration du contaminant 2,4,6-TCP dans les microcosmes #1 et
#2 a différents temps (0, 24, 48 et 72 heures) ont permis d’observer I’évolution de
disparition de ce polluant en présence de la souche D. frappieri PCP-1 et de sol (Fig.
37). La disparition de 55 a4 60 mg/L de trichlorophénol dans les microcosmes a été

effective entre 48 et 72 heures.
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Figure 37: Concentration de TCP dans les microcosmes #1 (A) et #2 (B) ensemencés

avec la souche PCP-1.
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DISCUSSION



1. Développement de protocoles d’hybridation in situ

Lors de la mise en place d’un biotraitement, soit par la flore indigéne ou par
bioaugmentation, le suivi des micro-organismes impliqués dans la dégradation des
contaminants s’avére essentiel. En effet, il est nécessaire de s’assurer du maintien des
micro-organismes tout au long du biotraitement, de relier la disparition des
contaminants au processus biologique ainsi que de prévenir I’arrét du traitement di a
la disparition des souches impliquées dans la bicdégradation. L’utilisation de la
technique d’hybridation in situ pour détecter et suivre une souche bactérienne a
I’intérieur d’un biotraitement présente plusieurs avantages. Premiérement, face aux
méthodes de microbiologie traditionnelles, cette méthode ne nécessite pas une étape
de culture des micro-organismes d’intérét pour pouvoir les étudier. Deuxiémement, la
technique d’hybridation in situ permet de détecter les bactéries intactes et vivantes
dans I’environnement ou dans un biotraitement contrairement a d’autres méthodes tel
que le PCR qui détecte les molécules d’acides nucléiques libres ou provenant de
bactéries mortes. De plus, la combinaison de la méthode d’hybridation in situ avec
'utilisation de la cytométrie en flux permet d’effectuer des analyses rapides,
automatisées et quantitatives. Par contre la technique posséde aussi quelques limites
dont la récupération et I'extraction des cellules impliquées dans un biotraitement. En
effet, comme 'hybridation permet de détecter les cellules entiéres, il est nécessaire de
s'assurer d'avoir une quantité minimale de cellules pour pouvoir les déceler au-dela de
la limite de détection des outils disponibles tels que la microscopie et la cytométrie en
flux. Il faut aussi s'assurer que l'extraction est efficace et qu'elle permet de récupérer
I'ensemble de la population microbienne. De plus, si les micro-organismes ne
représentent qu'une petite partie de la population totale, les seuils de détection restent
a nouveau problématiques. Aussi, les micro-organismes & croissance lente ainsi que
ceux en ¢€tat de latence ne pourront étre que difficilement détectés a cause de leur

faible contenu en ARNr et donc par la faible possibilité d’hybridation des sondes.
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L'application de la technique d’hybridation in situ sur des cultures pures est essentielle
a réaliser avant d’appliquer la technique directement sur des milieux plus complexes
tels que les sols en biotraitement. Ainsi, plusieurs expériences sur des cultures pures
de quelques espéces ont été effectuées. D’abord, les hybridations avec les cultures
pures des souches Sphingomonas sp. 107 et D. frappieri PCP-1 a permis d’observer
des résultats concluants tandis que les expériences avec les souches 6 et
Mycobacterium sp. Jol ont présenté des résultats moins intéressants. Ces résultats
suivent la littérature présentée sur le sujet puisque les bactéries de type Gram négatif,
comme Sphingomonas sp.107, sont plus facilement perméabilisées. Effectivement, les
expériences d’hybridation in situ avec des bactéries de type Gram positif sont plus
rares et moins concluantes dans la littérature que celles effectuées avec les bactéries de
type Gram négatif, et cette situation a guidé en partie I’orientation du projet. De plus,
Phétérogénéité des parois cellulaires des bactéries de type Gram positif (Prescott ef
al., 1995) permet d’expliquer les traitements variables utilisés pour celles-ci de méme

que de nombreux échecs.

Les Mycobactéries, par exemple, possédent habituellement une é&paisse paroi
cellulaire, avec un contenu en lipides trés élevé, et possédent aussi des chaines de 60 a
90 carbones (cires) portant le nom d’acides mycoliques. Ces lipides se retrouvent a
I’extérieur du peptidoglycane et rendent les Mycobactéries acido-alcoolo-résistantes
(Prescott et al., 1995). Cet élément permet sans doute d’expliquer le trés faible signal
de fluorescence obtenu lors de I’essai d’hybridation in situ avec la souche
Mycobacterium sp. Jol ainsi que la forte adhérence des cellules entre elles nuisant

une resuspension efficace et menant a un profil de dispersion plus étendu.

2. Optimisation de la technique d’hybridation in situ

L’optimisation de la technique d’hybridation in situ avec la souche D. frappieri PCP-1
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a comporté plusieurs tentatives. Cependant, la synthése de nouvelles sondes, visant
différentes séquences de I’ARNr 16S, a permis une amélioration du protocole.
L’ARNr posséde une structure tridimensionnelle ot plusieurs séquences hybrident ou
interagissent entre elles mais aussi avec les protéines des ribosomes. Ces structures
peuvent ainsi cacher les sites d’hybridation des sondes choisies. Une étude de Fuchs et
al. (1998) a démontré par hybridation in situ les différences d’accessibilité de plus de
200 sondes (pour la plupart de 18 nucléotides) visant différents sites de ’ARN 16S de
la bactérie Escherichia coli et couvrant toute la séquence de celle-ci. A partir du
modéle de la structure secondaire, ils ont choisi quelques oligonucléotides qui
couvraient les mémes régions ou hélice mais décalés de 5 & 13 nucléotides. Les sondes
étaient marquées a la carboxyfluorescéine et les mesures des bactéries fluorescentes
s’effectuaient par cytométrie en flux. Ils ont pu démontrer, par cette étude
systématique de 1’accessibilité des sites de I’ARNr 168, des différences allant jusqu’a
44 fois plus d’intensité entre la meilleure et la pire des sondes. En décalant de
quelques nucléotides I’intensité obtenue pouvait également varier de beaucoup. Cette
étude peut expliquer les faibles intensités ou les variations obtenues lors d’expériences
avec certaines de nos sondes. La souche D. frappieri PCP-1 posséde effectivement une
insertion spécifique de 128 nucléotides dans la séquence d’ARN 16S ribosomal
(Bouchard et al.,1996) et dans laquelle 3 des sondes spécifiques utilisées sont ciblées.
Dans le cas de la premiére sonde utilisée (PCP1-1), le signal de fluorescence obtenu
lors de I’hybridation spécifique était adéquat mais un meilleur signal obtenu par la
combinaison des sondes PCP1-3 et PCP1-4 a permis une meilleure démarcation de la
population de la souche PCP-1 en culture mixte et en présence de particules de sol.
Parmi les sondes utilisées, certaines n’ont démontré que trés peu de différence avec
’hybridation non spécifique (sonde NON) possiblement a cause d’un repliement
particulier ou des liaisons des sites d’hybridation des sondes. Par ailleurs, la
combinaison de 4 sondes n’a pas produit un meilleur signal de fluorescence que la
combinaison des deux sondes PCP1-3 et PCP1-4. De méme, une étude de Lee ef al.

(1993) a montré que I'utilisation de plus de 5 sondes ne participait pas a 1’obtention
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d’une meilleure fluorescence et que 1’accessibilité des sites choisis pour les sondes est

souvent limitée.

Il existe d’autres outils qui peuvent s’ajouter au protocole d’hybridation in situ pour
augmenter les signaux de fluorescence. Ces outils sont utiles lorsqu’une faible
quantité d’ARNr est présente dans les bactéries visées ou lorsque I’autofluorescence
du milieu ou des cellules camoufle le signal. En effet, lorsque les bactéries sont dans
I’environnement ou impliquées dans un bioprocédé, leur état métabolique se retrouve
4 un plus bas niveau qu’en culture pure ou en péricde de forte croissance. Dans ces
cas, le nombre de ribosomes est moindre donc moins de copies de la séquence visée

sont disponibles.

Ainsi, le développement de sondes d’ADN liées de fagon covalente 4 une molécule de
biotine, elle-méme conjuguée & un complexe streptavidine-peroxydase de raifort (SA-
HRP), a été inspiré d’une technique utilisée en immunochimie. La peroxydase du
raifort est utilisée comme enzyme reporteur qui catalyse la déposition sur les cellules
fixées de molécules de tyramide marquées par un fluorochrome (fluorescéine,
tetramethylrhodamine, cyanine 3 ou aminomethylcoumarine). Cette méthode a été
développée par la compagnie DuPont, et est appelée TSA-direct systems. Lebaron et
al. (1997) ont utilisé cette technique afin de détecter des bactéries a partir d’un
échantillon d’eau de mer. IIs ont pu obtenir une amplification du signal d’environ 12
fois celui normalement atteint avec un oligonucléotide marqué par un fluorochrome.
De plus, 78% de la communauté microbienne totale a pu étre détecté comparativement
4 un taux de 30% avec I'utilisation d’un oligonucléotide marqué. Par ailleurs,
Schénhuber et al. (1997) ont simplifié le systéme en liant directement la peroxydase
du raifort a I’oligonucléotide. L’élimination d’une étape permet la diminution de
liaisons non spécifiques et ils ont pu obtenir un signal de 10 a 20 fois supérieur qu’en
utilisant la sonde marquée par un fluorochrome. Schénhuber et al. (1999) ont

également pu distinguer des cyanobactéries de leur propre autofluorescence par le

108



méme systéme ce qui n’était pas possible avec un oligonucléotide marqué uniquement
par un fluorochrome dd a leur forte pigmentation naturelle. Ces trois études
(Schénhuber et al., 1997, 1999, Lebaron et al., 1997) ont cependant toutes insisté sur
la principale limitation de la méthode: obtenir une excellente perméabilisation. Ils ont
aussi mentionné 1’impossibilité de détecter plusieurs souches avec cette méthode
méme en utilisant des molécules qui s’attaquent A la paroi cellulaire telles que le
lysozyme, la protéinase K et le sodium dodecyl sulfate-dithiothreitol. La pénétration
de molécules 4 haut poids moléculaires telles que les enzymes et la streptavidine,
augmentant de 6000 a 50 000 fois le poids moléculaire total d’un sonde marquée par
un seul fluorochrome (Amann et al, 1992), entrainent donc une perméabilisation plus
difficile. En effet, la limite entre la lyse cellulaire et 1’accessibilité des molécules

visées se rétrécit dangereusement.

Egalement, une méthode inspirée de 1’hybridation in situ et de la technique du PCR a
été utilisée a quelques reprises afin de provoquer une amplification du signal de
fluorescence: le PCR in situ. Une premiére méthode de PCR in sifu a été développée
par Hodson et al. (1995) et modifiée par Tani et ol (1998) afin de détecter des
bactéries a4 croissance lente ou en état de dormance et qui sont présentes dans
’environnement. Cette méthode consiste a fixer et perméabiliser les cellules afin de
laisser pénétrer les oligonucléotides, la polymérase, les désoxynucléotides (dNTP) et
les désoxynucléotides uridines (dUTP) marqués a la digoxigénine. L’amplification
effectuée, les produits de PCR qui ont introduit des dUTP sont détectés par des
anticorps anti-digoxigénine couplés a la phosphatase alcaline. Ensuite, I’ajout de
I’acide-2-hydroxy-3-naphtoique 2’-phenylanilide-phosphate (HNPP) et de Fast Red
TR produit un signal rouge fluorescent par 1’association de la forme déphosphorylée
(par la phosphatase alcaline) du HNPP et du fluorochrome Fast Red TR. Avec cette
technique, I’équipe de Tani et al (1998) a pu détecter par microscope &
épifluorescence et a I’aide d’une amorce spécifique 4 Escherichia coli cette bactérie a

Pintérieur d’'une communauté microbienne tirée d’une riviére polluée. Le signal
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obtenu s’est révélé environ 8 fois supérieur a celui obtenu lors de |’utilisation
d’oligonucléotides marqués par un seul fluorochrome et a permis la visualisation
d’image & trés fort contraste. Cependant, Hodson et al. (1995) mentionne que la
perméabilisation est une étape critique de la technique car il faut modifier la
membrane suffisamment pour permettre aux enzymes et aux réactifs de pénétrer, tout
en gardant les produits de PCR a I’intérieur et ’intégrité cellulaire pour la détection au

microscope.

Ces deux méthodes sont donc limitées par la perméabilisation. Cette étape de
I’hybridation in situ est particulierement difficile & obtenir avec les bactéries de type
Gram positif telle que la souche D. frappieri PCP-1. Aussi les nombreux essais
effectuées avec cette souche afin d’augmenter 1’efficacité de la perméabilisation n’ont
pas donné de meilleurs résultats avec les produits tels que le SDS, le chlorure de
benzalkonium, le lysozyme, I’HC! concentré, 1’eau de javel et le chloramphénicol.
Mentionnons que I’effet du chloramphénicol tel que rapporté par Ouverney et
Furhman (1997) aurait d augmenter la quantité de molécules d’ARN ribosomal et
ainsi permettre d’augmenter le signal enregistré en éliminant les protéines
responsables de la dégradation de ces molécules. Cependant, lors d’études
subséquentes effectuées dans le laboratoire du Dr Villemur, la souche D. frappieri
PCP-1 s’est révélée résistante a d’importantes doses de cet antibiotique expliquant

possiblement ’absence d’effet de cette tentative.

3. Comparaison des comptes de D. frappieri PCP-1 par cytométrie en flux et par

étalement

Le développement d’un milieu solide adapté a la croissance de la souche D. frappieri
PCP-1 a permis d’obtenir des colonies en moins de 48 heures plutét que de 10 4 15
jours habituels obtenus avec 'utilisation du milieu standard Columbia. Le milieu était

constitué du milieu de croissance en culture liquide dans lequel 1a souche est cultivée
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en milieu depuis quelques années mais avec un ajout d’agarose au lieu d’agar. La
souche était parfaitement acclimatée a ce milieu de culture, contrairement au milieu
Columbia acheté commercialement et utilisé précédemment comme milieu de culture
solide. La souche a donc été en mesure de croitre rapidement. L’ajout d’agarose peut
sembler étonnant puisque aucune croissance n’avait €té obtenu en utilisant de 1’agar.
Les impuretés pouvant se retrouver dans celui-ci ont pu inhiber la croissance de la
souche contrairement 4 I’agarose purifié¢ qui a été utilisé avec succes. De plus, une
étude a récemment démontré que la croissance de la souche Desulfitobacterium
dehalogenans a augmenté de 2,7 fois lorsque seulement 1% d’agar purifié a été utilisé
(Smidt et al.,1999) suggérant ainsi que les impuretés contenues dans ’agar inhibent la

croissance des souches du genre Desulfitobacterium.

Lors de I’expérience visant 4 comparer la concentration de la souche PCP-1 obtenue
par unités formatrices de colonies sur le nouveau milieu et par cytométrie en flux, les
comptes observés par cytométrie se sont révélés inférieurs d’un facteur de 10. Le suivi
d’une culture pure de la souche PCP-1 sur trois jours ont montré que 1’écart entre les
deux méthodes était constant. Cette différence pourrait étre due a la tendance
d’agglutination des cellules PCP-1 et causant ainsi un probléme important lors du
défilement des cellules dans la veine d’entrailnement du cytométre. Effectivement, les
cellules passeraient en groupe, au lieu d’une par une, variant de quelques-unes a
possiblement plus d’une dizaine. La moyenne des groupes serait de 10 cellules étant
donné ’écart observé d’un facteur de 10. Dans les différents histogrammes de profil
de dispersion de la souche D. frappieri PCP-1 en culture pure présentés dans la section
Résultats, nous avons observé que les profils étaient en effet assez étendus, en forme
de poire, et terminés avec une longue extrémité représentant les événements les plus
gros et granuleux, possiblement des groupes de plusieurs bactéries. Bien que le
tampon utilisé tout au long de I’expérience possédait du pyrophosphate, reconnu pour
favoriser la dispersion d’agrégats (Manz et al., 1994), et que les cellules avaient subi

une vive agitation mécanique, des efforts supplémentaires devraient étre orientés vers
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la séparation des agrégats par diverses méthodes chimiques ou physiques sans pour

autant empécher la visualisation des cellules et de leur fluorescence.

4, Intensité de la fluorescence en fonction du temps de la culture de D. frappieri

PCP-1

Le suivi sur 3 jours de la souche PCP-1 en culture pure par hybridation in situ couplé
i la cytométrie a permis quelques observations. Tout d’abord, les histogrammes de
profil de dispersion ont conservé la méme forme tout au long des analyses. Ainsi, la
population de la souche PCP-1 est restée constante dans sa taille et sa granulosité au
cours de la phase de croissance observée. La coloration des cellules au bromure
d’éthidium a permis d’observer la variation d’ARNr présent a I’intérieur des cellules.
En effet, le bromure d’éthidium posséde la capacité de s’intercaler 4 I’intérieur des
séquences d’acides nucléiques de maniére non spécifique a toutes les 4 ou 5 bases
(Haugland et Johnson, 1996) et permettant par la suite la détection par microscopie ou
cytométrie en flux. Ainsi, plus I’intensité de la fluorescence émise par le bromure
d’éthidium est forte, plus il devrait y avoir de molécules d’ARNr par cellules. En
culture pure, le signal de fluorescence de la souche PCP-1 a conservé sensiblement la
méme intensité tout le long de I’expérience. Cependant, au temps 6 et 12 heures,
I’intensité moyenne de fluorescence avait atteint son maximum (respectivement 3,6 et
4,3), en comparant les rapports des IMF des hybridations spécifique au non spécifique
(tableau 3).

Dans le suivi des signaux de I’autofluorescence et des hybridations spécifique et non
spécifique, la plus grande différence de fluorescence obtenue entre I’hybridation
spécifique et non spécifique a €té obtenue aux temps 6 et 12 heures. Il est reconnu
qu’une relation claire existe entre la composition des cellules en macromolécules
telles ’ARN, ’ADN et les protéines et la phase de croissance (Binder et Liu, 1998).

Particuli¢rement, le contenu en ARN ribosomal serait lié étroitement a I’évolution des
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cellules dans la phase de croissance et ainsi, !’intensité de la fluorescence par cellule

varierait selon la phase de croissance (DeLong et al.,1989).

Une estimation de la phase de croissance de la souche PCP-1 a pu étre tentée. La
phase de latence, dans laquelle il n’y a pas augmentation du nombre ou de la masse
cellulaire et dans laquelle de nouveaux composants cellulaires commencent & étre
synthétisés, se situerait entre les temps 0 et 6 heures. La phase exponentielle ou
logarithmique, dans laquelle la souche PCP-1 se divise & la vitesse maximale se
situerait entre les temps 6 et 12 heures. C’est dans cette phase ol 1’on retrouve le plus
grand nombre de macromolécules dont I’ARNr. Finalement, la phase stationnaire,
dans laquelle un équilibre entre la division et la mort cellulaire survient, se situerait
entre le temps 12 et 24 heures et durerait au moins jusqu’au temps 72 heures, temps
auquel les expériences se sont achevées. Pendant cette période, la production de
déchets organiques produits par les cellules augmentent (Prescott et al., 1995) avec
I’évolution dans la phase de croissance et peut ainsi expliquer 1’augmentation de la
fluorescence de I’hybridation non spécifique particuliérement a partir des temps 32, 48
et 72 heures. Notons que les courbes de croissance varient selon les espéces de méme
que par la nature et la composition du milieu dans lequel les micro-organismes sont.
La courbe de croissance peut aussi dépendre de la quantité de I’inoculum et sa qualité

(par exemple provenant d’une culture 4gée ou refroidie) (Prescott ef al., 1995).

5. Suivi de la souche de D. frappieri PCP-1 en consortium méthanogéne

La série d’expérience sur le suivi de la souche D. frappieri PCP-1 4 I’intérieur d’un
consortium méthanogéne a permis d’observer la dynamique de la population pendant
72 heures. Les histogrammes de profil de dispersion pour les différents temps
€chantillonnés ont conservé la méme silhouette démontrant que les micro-organismes
du consortium possédent approximativement la méme taille et granulosité que la

population de la souche PCP-1. De plus, les histogrammes des signaux de
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fluorescence ont montré que les signaux découlant de I’hybridation des sondes PCP1-
3 et PCP1-4 se démarquant d’au moins une décade par rapport aux signaux de
I’hybridation non spécifiques pendant les trois jours échantillonnés. Ainsi, le protocole
d’hybridation in situ spécifique a la souche PCP-1 s’est révélé trés efficace étant
donné la bonne démarcation entre la population du consortium et la souche PCP-1.
Ces résultats suggérent que le contenu en ribosomes était suffisant et que la population
de la souche PCP-1 était donc clairement active pendant ce temps. D'ailleurs la totalité
du trichlorophénol a été transformé en moins de 24 heures, comparativement au
consortium seul dans lequel le trichlorophénol n’a pas été transformé. Notons que le
plus haut taux de transformation du 2,4,6-trichlorophénol a été observé par Madsen et
Aamand (1992) et que 1700 mg/L de 2,4,6-TCP a été transformé en 72 heures par une
culture mixte enrichie. Toutefois, au temps 72 heures I’écart entre la fluorescence
spécifique et non spécifique était moins prononcé. La baisse du signal de fluorescence
enregistré peut provenir de la diminution de ’ARN visé selon la progression des
cellules dans la phase de croissance. En effet, tel que décrit dans la section ci haut,
I’ARNr varierait selon la phase de croissance et entrainerait donc une évolution des
signaux de fluorescence pendant ce suivi. De plus, [’augmentation de I’hybridation
non spécifique au temps 72 heures a été observée. Celle-ci pourrait étre due 2
I’augmentation de débris organiques dans la cellule proportionnellement & la phase de
croissance (Prescott ef al., 1995) et ainsi entrainer une augmentation de I’hybridation

non spécifique.

Dans le cas des comptes totaux obtenus par unités formatrices de colonies et par
cytométrie en flux, les concentrations bactériennes obtenues par cytométrie ont
toujours été approximativement de 10 fois inférieures. Encore une fois,
Pagglomération naturelle des bactéries de la souche PCP-1 aurait empécher un compte
correspondant aux unités formatrices de colonies. Par contre, les concentrations de la
souche PCP-1 et des comptes totaux par cytométrie correspondaient aux observations

des histogrammes de fluorescence. En effet, au temps 0, la souche PCP-1 constituait
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I’ensemble de la population étudiée tandis qu’au temps 24 heures, elle constituait prés
de 70% de la population totale. Par la suite, la souche PCP-1 représentait prés de 30%
de la population totale au temps 48 heures et pres de 40% au temps 72 heures. La
diminution de la concentration de la souche PCP-1 est sirement due a I'augmentation
de la microflore du consortium méthanogéne. En effet, la quantité initiale injectée du
consortium (0,25 mL) était moindre que celle de la culture de la souche PCP-1

injectée (3 mL) et a donc permis une augmentation de la concentration des micro-

organismes du consortium méthanogéne.

L’utilisation de la cytométrie en flux combinée a I’hybridation in sifu permet
d’effectuer des analyses de haute résolution, rapides et automatisées des micro-
organismes spécifiques (Wallner et al.1993). Effectivement la distinction de la souche
PCP-1 des autres bactéries du consortium méthanogene a été possible et I’utilisation
du cytométre a permis d’effectuer un estimation de la population de la souche PCP-1
de maniére objective et automatisée. De plus, la possibilité d’effectuer des analyses
multiparaméiriques permettent de retirer davantage d’informations sur la composition

microbienne de I’échantillon étudié (Porter et al. 1996).

6. Suivi de la souche de D. frappieri PCP-1 en microcosmes

Dans la derniére partie du projet de maitrise, la souche PCP-1 a été ajoutée a des
microcosmes composés de 10% de sol non stérile et du milieu minimal de culture de
la souche. La présence du sol occasionne des conséquences importantes pour la
réalisation du protocole d’hybridation in situ. En effet, les particules de sol peuvent
entrainer différents problémes tels qu’une augmentation de I’hybridation non
spécifique, I’émission de I’autofluorescence des composantes du sof, la récupération
plus difficile des micro-organismes et aussi la distinction des micro-organismes
d’intérét dans une flore indigéne abondante (Hahn ef al., 1992).
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Afin de remédier a quelques-uns de ces problémes, dont I’hybridation non spécifique,
’autofluorescence et la récupération, la centrifugation des extraits de sol sur un
coussin de Nycodenz a été privilégiée. Cette centrifugation a permis de récupérer les
micro-organismes du microcosme anaérobe et ainsi réduire I’interaction nuisible des
particules de sol. Il aurait été intéressant de connaitre la proportion de micro-
organismes récupérés par cette méthode. Cependant, ces manipulations ne pouvaient
s’effectuer 4 Pintérieur de ’enceinte anaérobe et étant donné la sensibilité de la

souche PCP-1 & I’oxygeéne; celle-ci n’aurait pu étre cultivée et analysée.

Des résultats intéressants ont été obtenus par le suivi de la souche PCP-1 dans deux
microcosmes. Premiérement, au temps 24 heures du microcosme #1, le signal de
fluorescence spécifique de la souche PCP-1 s’est démarqué d’une décade et demie du
signal de fluorescence non spécifique. De plus, la population de PCP-1 constituait
visiblement la majorité de la population puisque seulement un faible nombre
d’événements, lors de I’hybridation spécifique, n’ont pas hybridé avec les deux sondes
PCP1-3 et PCP1-4. Ces événements pouvaient étre constitués de particules de sol
résiduelles ou de micro-organismes autres que la souche PCP-1. Quant au signal de
fluorescence du bromure d’éthidium, celui-ci nous a indiqué que prés de 80% des
événements analysés sont effectivement des micro-organismes, démontrant 1’efficacité

de la récupération.

Au temps 48 heures, I’histogramme du profil de dispersion a révélé qu’une population
secondaire (région R9) est apparue avec une taille et une granulosité plus grande que
la population principale. Cette population secondaire serait donc composée d'une ou
plusieurs espéces de micro-organismes dont la taille et la granulosité seraient
supérieures a celles de la souche PCP-1. Cette population est aussi en forme de cométe
comme la population de la souche PCP-1 et serait possiblement composée de plusieurs
espéces différant légérement de taille et de granulosité l'une de I'autre et/ou

d'agglutinations de cellules de la méme espéce. Celle-ci a pu avoir provoqué des
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répercussions sur le signal de fluorescence spécifique dans lequel un plus grand
nombre d’événements, par rapport au temps 24 heures, superpose la fluorescence non
spécifique. Aussi, le signal de fluorescence spécifique a diminué en intensité,
possiblement a cause d’une réduction de I’ARN ribosomal cible au cours de la phase
de croissance. Encore une fois, le signal de fluorescence du bromure d’éthidium a
indiqué que la réduction des particules de sol a permis d’obtenir un proportion de prés
de 80% de micro-organismes. L’ensemble des résultats ont concordé avec la
transformation compléte et rapide du trichlorophénol aprés 24 heures, suggérant que la
population de la souche PCP-1 ait été fortement active pendant les premiéres 24

heures.

Dans le cas du microcosme #2, le premier signal de fluorescence spécifique enregistré
au temps 24 heures était plus faible par rapport au premier signal obtenu avec le
microcosme #1. De plus, avec I’histogramme du profil de dispersion de la lumiére, la
population secondaire, observée au temps 48 heures dans le microcosme #1 est
apparue dés le temps 24 heures. Cette population pouvant émettre de
I’autofluorescence, celle-ci a pu masquer la fluorescence spécifique a la population de
la souche PCP-1 et expliquer la moins bonne démarcation obtenue dans le
microcosme #2 qu’avec le microcosme #1. La population de la souche PCP-1 a aussi
été certainement moins active dans ce second microcosme et la concentration d’ARN
ribosomal ciblé par les sondes PCP1-3 et PCP1-4 n’a pas permis une aussi bonne
discrimination de la population indigéne que pour le premier essai. Les histogrammes
bi-paramétriques ont permis d’observer la distinction obtenue entre les particules de
sol, la population indigéne et la population de la souche PCP-1 lors des hybridations
avec les sondes non spécifique, spécifique et universelle. Lors de 1’hybridation avec la
sonde NON au temps 24 heures, la majorité des événements n’ont pas hybridé avec
cette sonde, tel qu’attendu. Cependant, ceux-ci ont été colorés par le bromure
d’éthidium démontrant que la majorité des événements étaient effectivement des

micro-organismes. L’ensemble de la population a aussi hybridé avec la sonde
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universelle EUB, hybridant avec toutes les eubactéries. Les événements enregistrés
étaient donc pour la plupart des eubactéries. Par contre, lors de I’hybridation avec les
sondes spécifiques (PCP1-3 et PCP1-4), bien que nous ayons observé deux
populations de micro-organismes dans les quadrants de droite des histogrammes bi-
paramétriques, la démarcation entre celles-ci est restée évasive. Ces résultats
concordent avec le faible signal de fluorescence spécifique obtenu en absence de
bromure d’éthidium et démontrent une faible activité de la population PCP-1. Aussi,
I’ajout de bromure d’éthidium a masqué partiellement le signal de fluorescence de la
fluorescéine (Thomas et al.1997) et a pu nuire a une meilleure démarcation, bien que
la concentration ait été ajustée pour en minimiser I’interaction. Aux temps 48 et 72
heures, les histogrammes de profil de dispersion sont restés les mémes avec une légére
augmentation de la population secondaire. Encore une fois, la présence de la
population secondaire a pu masquer les signaux de fluorescence spécifique par
I’autofluorescence de cette population et aussi par la possibilité d’hybridation non
spécifique avec les sondes PCP1-3 et PCP1-4. Les signaux de fluorescence spécifique
ont diminué avec le temps tel qu’observé précédemment et étaient aussi de faible
intensité par rapport a ceux obtenus avec le microcosme #1. Les histogrammes bi-
paramétriques ont toujours montré les mémes résultats. Cependant, ajoutons que la
proportion de micro-organismes a diminué ainsi que le signal du bromure d’éthidium.
Ces résultats peuvent s’expliquer par une moins bonne extraction par Nycodenz pour
ces deux échantillons mais aussi par une forte mortalité des cellules provoquant un
enregistrement d’événements qui sont en fait des micro-organismes morts. Cette
période serait survenue plus t6t dans le microcosme #2 que le #1 car dés la premiére
analyse, la population ne démontrait pas la méme intensité de fluorescence. La
population aurait été moins active dans le microcosme #2 et aurait posséder une

quantité moindre d’ ARNr cible.

La comparaison des concentrations de la souche PCP-1 dans le microcosme #2 par

cytométrie en flux et par unités formatrices de colonies a présenté des résultats
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étonnants. En effet, les expériences précédentes ont toutes démontrés une
surestimation des comptes par unités formatrices de colonies plutét que par cytométrie
en flux. Dans ce cas-ci, les comptes obtenus par cytométrie se sont révélés égaux ou
supérieurs que ceux obtenus par unités formatrices de colonies. Cependant, cette
différence peut étre en partie expliquée par I’inégalité de la quantité d’échantillon
prélevé pour le cytométre (4 mL) par rapport 4 la quantité de départ prélevée pour
’étalement sur milieu solide (0,1 mlL). La différence d’échantillonnage peut sans

doute expliquer cet écart.

7. Perspectives

D’autres outils et méthodologies ont été développés et peuvent étre associés a la
technique d’hybridation in situ pour en permetire une utilisation avantageuse.
Mentionnons 1’utilisation du microscope confocal et de 1’analyse d’image en trois
dimensions a permis I’établissement de nouveaux standards de précision. Le
microscope confocal permet de visualiser non seulement les micro-organismes eux-
mémes selon un plan & deux dimensions mais aussi leur positionnement, leur
croissance et leur métabolisme dans le systéme en plus des environnements physico-
chimiques et biochimiques encadrant chaque cellule (Caldwell ef al., 1992). L’analyse
par ordinateur permet la création d’image numérique et ainsi d'éliminer I’interférence
d’objets hors foyer pour créer des reconstructions 3-D. Le microscope confocal
combiné avec I’hybridation in sifu permet donc d’étudier les relations des micro-

organismes avec son micro-environnement en temps réel.

Aussi, les récentes études effectuées par Nielsen ef al. (1999) de méme que par
Ouverney et Fuhrman (1999) ont démontré I'importance d’accroitre les connaissances
sur la composante structure-fonction des micro-organismes dans leur environnement,
Ces études ont porté sur la combinaison de la technique d’hybridation in situ avec la

microautoradiographie. Cette combinaison vise a analyser les liens entre
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’identification, la diversité et Pactivité des différents composants a 1’intérieur d’une
communauté microbienne. Cet aspect prend de |’importance non seulement dans la
compréhension des abondantes associations microbiennes mais aussi dans la
compréhension plus vaste des cycles biogéochimiques dans lesquels les
transformations s’effectuent pour la plupart par des consortium et non par une seule

espece microbienne.

Finalement, ’introduction de génes biomarqueurs a l’intérieur des micro-organismes
cibles se réveéle aussi une technique des plus prometteuses. Par exemple, le géne Jux,
un géne bioluminescent fusionné avec un géne de dégradation pourrait étre utilisé afin
de suivre I’expression des génes de dégradation dans un biotraitement. Lorsque le
géne de dégradation est exprimé, la lumiére est émise et peut étre mesurée indiquant le
niveau d’expression du géne ciblé (Atlas et al., 1992). Aussi, la protéine fluorescente
verte ou GFP (Green Fluorescent Protein), est un géne biomarqueur important. Cette
protéine est issue de la méduse Aequorea victoria et posséde la propriété, lorsque
exprimé et excité, d’émettre de la fluorescence verte. Cette propriété permet donc
d’analyser par microscopie confocale ou cytométrie en flux, lorsque le géne est
introduit dans un souche bactérienne d’intérét, d’effectuer des analyses directement

sur des cellules vivantes (Inouye et Tsuji, 1994).

Ainsi, les techniques issues de la biologie moléculaire combinées aux méthodes plus
traditionnelles de la microbiologie vont permettre une meilleure analyse de la diversité
microbienne de méme qu’un meilleur suivi des micro-organismes impliqués dans la

dégradation de contaminant.
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CONCLUSION



La participation des micro-organismes dans l’assainissement des sites contaminés
constitue une alternative efficace et intéressante par rapport aux meéthodes physiques
de décontamination répandues telles que l’incinération. La biorestauration peut
s’effectuer grace a la flore indigéne du site ou par I'introduction de micro-organismes
ayant la capacité de dégrader un contaminant. Afin de s’assurer de la réussite et de
I’efficacité d’un biotraitement, le suivi des micro-organismes impliqués dans la
dégradation des contaminants se révéle comme un parametre important a étudier.
Contrairement aux méthodes traditionnelles de microbiologie, les outils de la biologie
moléculaire permettent la détection de micro-organismes par un procédé rapide,
sensible et spécifique et ce, sans avoir eu 2 les cultiver. Toutefois, la quantité de
micro-organismes et leur récupération des échantillons environnementaux subsistent
en tant que facteurs déterminants dans la réussite de certaines techniques. Egalement,
la quantité du matériel génétique des micro-organismes, tel que le contenu en
ribosomes, détermine l’intensité des signaux obtenus et contribue au succés des

différents outils.

Au cours de ce projet de maitrise, une technique d’hybridation in situ permettant de
détecter la souche de type Gram positif Desulfitobacterium frappieri PCP-1 a été mise
au point. Cette souche posséde la capacité de déshalogéner le pentachlorophénol et
d’autres composés aromatiques homocycycliques et hétérocycliques. La création d’un
nouveau milieu de culture solide a permis de comparer les concentrations de la souche
PCP-1 obtenues par unités formatrices de colonies et par cytométrie en flux. La
technique d’hybridation in situ a été utilisée avec succés afin de suivre la souche PCP-
1 & Dintérieur d’un consortium méthanogéne, en présence du contaminant
trichlorophénol. Aussi, la méme technique a été appliquée afin de détecter [a souche
PCP-1 introduite dans un microcosme composé de sol non stérile, du milieu de culture
minimal liquide et en présence du contaminant trichlorophénol. Bien que la distinction
de la souche PCP-1 des particules de sol et de la microflore indigéne ait été réussie,

seulement une estimation des concentrations de la souche a pu étre réalisée.
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L’utilisation de la technique d’hybridation in situ combinée a la cytométrie en flux a
permis de détecter avantageusement la bactérie de type Gram positif
Desulfitobacterium frappieri PCP-1 en culture pure, & intérieur d’un consortium
méthanogéne ainsi que dans un microcosme comprenant du sol non stérile. De plus,
I’utilisation de la cytométrie en flux a permis d’effectuer des analyses rapides et
automatisées. Par contre, bien que la technique ait réussi a4 détecter la souche dans
plusieurs conditions, elle a aussi confirmé une importante corrélation de la réussite de

la technique avec la phase de croissance de la culture.

Quoique les méthodes traditionnelles utilisées en microbiologie demeureront
indispensables et continueront de se développer, les techniques de biologie
moléculaire permettent d’accéder & une voie portée sur ’étude des fonctions et

structures des communautés microbiennes provenant de différents écosystémes.
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