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Résumé 

Chlamydia pneumoniae est une bactérie gram négative. Ce pathogène humain provoque 

des bronchites, des pneumonies, des trachéobronchites aiguës, mais il est aussi la cause de 

manifestations extrarespiratoires (neurologiques et cardiovasculaires). Sa séroprévalence est 

très élevée (72 % des adultes ont été infectés au moins une fois dans leur vie) . 

Jusqu'à présent, les méthodes utilisées pour la détection sont la culture cellulaire et 

la sérologie. Cependant, la mise en évidence de la bactérie s'avère être longue et peu précise. 

L'objectif de ce travail est la mise au point d'une méthode de détection plus rapide et 

plus sensible. Pour cela, nous avons amplifié un fragment spécifique de C. pneumoniae selon 

les conditions émises par Campbell et al, 1992. Nous l'avons ensuite hybridé à un ADN 

trappeur fixé sur un support. L'originalité de ce travail est que nous avons comparé deux 

types de supports : les puits Covalink (polystyrène) et les puits Nucléolink 

(polypropylène). Ces derniers ont l'avantage de résisiter à 100°C. Une PCR suivie d'une 

hybridation est donc possible théoriquement dans le même puits. 

Nous avons réalisé une détection par hybridation sandwich de produits PCR dans des 

puits Covalink dont la sensibilité est de 50 copies. Par contre, pour les puits Nucléolink , 

nous n'arrivons pas encore à détecter des PCR réalisées avec moins de 5.10 7 copies. Nous 

devons donc optimaliser la PCR dans les puits Nucléolink afin d'augmenter la sensibilité œ 
détection. 
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Introduction 

Chlamydia pneumoniae est un pathogène important pour l'homme. Il est 
responsable d'une partie des cas de sinusites, de pharyngites, de bronchites et de 
pneumonies. 

Depuis peu de 
également la cause 
cardiovasculaires). 

temps, des recherches suggèrent que cette bactérie serait 
de manifestations extrarespiratoires (neurologiques et 

C. pneumoniae, bien que peu citée dans la littérature scientifique, est toutefois 
mondialement répandue. Sa prévalence est très élevée : presque tous les adultes ont déjà 
été en contact une fois dans leur vie avec la bactérie. 

Les moyens de détection connus et appliqués jusqu'à présent (culture cellulaire 
et sérologie) se révèlent être peu précis et longs. 

Dernièrement, la PCR est entrée dans le monde du diagnostic. Cette technique 
est réputée pour sa rapidité, sa sensibilité et sa spécificité. Les produits PCR sont, 
jusqu'à présent, analysés sur gel d'agarose. Cette analyse ne fait cependant pas le poids 
face à l'hybridation, technique beaucoup plus sensible. Les techniques d'amplification 
ont permis l'essor de l'hybridation (Davis, 1990). 

1. Chlamydia pneumoniae. 

1.1. Présentation générale. 

L'ordre des Chlamydies ne comporte qu'une seule famille, les Chlamydiaceae, 
avec un seul genre, Chlamydia. On connaît actuellement trois espèces : C. trachomatis, 
C. psittaci et C. pneunioniae. Ce sont des eubactéries gram négatives non mobiles, de 
forme coccoïde, dont la taille varie entre 0,2 et 1,5 µ m. 

Les Chlamydies sont entourées d'une double membrane. La membrane externe 
contient une protéine majoritaire (MOMP, Major Outer Membrane Protein) d'un poids 
moléculaire de 40 kDa. Elle représente 50 % des protéines de la membrane externe. 
Cette protéine est impliquée dans le maintien de l'intégrité structurale de la bactérie en 
l'absence d'une couche clairement définie de peptidoglycane. 

La taille de leur génome se situe entre 600 et 850 kbp, ce qui en fait un des plus 
petits procaryotes. C. trachomatis et C. psittaci ont un plasmide, distinct pour chaque 
espèce. 

Ce sont des parasites intracellulaires obligés des mammifères et des oiseaux. 
Elles ont un métabolisme énergétique très limité : elles sont incapables de synthétiser de 
l' A TP en catalysant des hydrates de carbone ou d'autres substances. Ce sont donc des 
parasites énergétiques car elles dépendent entièrement de leur hôte pour I 'ATP. 

Les Chlamydies existent sous deux formes : les corps élémentaires (CE) et les 
corps réticulés (CR). Les CE mesurent entre 0,2 et 0,4 µm. Leur paroi est rigide. Ils 
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contiennent un matériel nucléaire dense aux électrons. Les CE n'ont presque pas 
d'activité métabolique et ne peuvent ni synthétiser de l' ATP ni synthétiser des protéines. 
Ils semblent être des formes spécialisées uniquement dans l'infection. Les CR mesurent 
entre 0,6 et 1,5 µ m. Leur paroi est flexible. Leur matériel nucléaire est moins dense aux 
électrons que celui des CE. Les CR peuvent synthétiser de l' ADN, de l' ARN et des 
protéines au départ des précurseurs de leur hôte, ainsi que certains acides aminés et 
coenzymes. Ils semblent être spécialisés dans la reproduction. 

Le cycle de reproduction de Chlamydies est quelque peu particulier. Il 
commence par l'attachement de CE à la surface de la cellule hôte. Le CE est phagocyté. 
Il empêche le phagosome de fusionner avec les lysosomes. Il se réorganise ensuite en 
CR. Huit à dix heures après l'infection, le CR se multiplie par fission binaire. Les 
vésicules cytoplasmiques contenant les Chlamydies peuvent grandir et devenir ainsi 
visibles au microscope optique. Après 20 à 25 heures , Les CR deviennent des CE. A ce 
stade, la mort de la cellule hôte est imminente. La fusion phagolysosomale a lieu et les 
CE sont libérés. Les vésicules cytoplasmiques peuvent être libérées par exocytose. 

C. trachomatis et C. psittaci sont des pathogènes importants pour l'homme et 
d'autres animaux à sang chaud. 

C. trachoniatis infecte les humains et les souris (Yernault, 1993). Chez les 
humains, elle est responsable du trachome et des urtrites non gonococciques. Elle 
n'entraîne de pneumonies que chez le nouveau-né et n'a été que rarement décrite chez 
les adultes, surtout immunodéprimés. Le traitement repose sur les sulfamides et sur 
l'érythromycine. 

C. psittaci cause des infections gastro-intestinales latentes et aiguës, avec 
conjonctivite et pneumonie chez certains mammifères domestiques (Watson M.W., 
1991 ). Elle provoque la psittacose chez les hommes mais elle peut infecter aussi 
beaucoup d'autres animaux. Elle existe sous forme de corps élémentaires chez de 
nombreux oiseaux (perroquets, perruches, dindons, canaris, canards, etc ... ). Ceux-ci 
peuvent être éliminés dans leurs excrétions et contaminer l'homme par voie 
d'inhalation. Du poumon, la bactérie gagne le foie et la rate où elle se transforme, puis 
se multiplie pour se disséminer à nouveau vers le poumon (surtout au niveau des lobes 
inférieurs), vers les ganglions, le coeur et le péricarde, le cerveau et les méninges. Après 
une incubation de 7 à 15 jours, apparaissent fièvre, pouls lent, céphalées, toux. En 
l'absence de traitement, la situation peut s'aggraver avec polypnée, puis cyanose, 
stupeur, coma et décès (20-40 %). L'examen clinique révèle des crépitements, parfois 
un frottement pleural, une hépato-splénomégalie. La radiographie montre des infiltrats 
flous. La biologie montre une anémie, parfois une protéinurie. Le traitement de choix est 
la tétracycline, durant 10 à 14 jours, qui abaisse la mortalité à moins d'un pourcent 
(Yernault, 1993). 

C. pneumoniae est également connue sous le terme de souche TW AR (Taïwan 
Acute Respiratory) . On l'a isolée pour la première fois à Taïwan à partir des 
conjonctives d'un enfant. On lui a attribué le nom de code TW-183 (Yernault, 1993). 
Au départ, on l'a considérée comme une souche de C. psittaci . La deuxième souche a 
été isolée en 1983 sur un étudiant américain souffrant de pharyngite, et a reçu le nom de 
code AR-39. C. pneumoniae est un pathogène humain qui se transmet exclusivement 
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par les sécrétions respiratoires d'humain à humain. Les données disponibles montrent 
que C. pneumoniae a un temps d'incubation relativement long et est moins infectieux 
que les autres pathogènes respiratoires. Chlamydia pneumoniae est responsable de 
bronchite chez les adolescents et chez les adultes, de pneumonies chez les bébés de 
moins de 5 jours et chez les adultes, et, enfin, de trachéobronchite aiguë chez les adultes 
(Sanford, 1997). Pratiquement 90 % des sujets infectés évoluent de manière totalement 
asymptomatique ou présentent des symptômes très discrets. Une petite minorité (10 %) 
de patients développent une pneumonie, souvent précédée d'un épisode de pharyngite. 
Dans la plupart des cas, ce type de pneumonie ne nécessite pas d'hospitalisation, mais le 
rétablissement peut être très lent (Yernault, 1993). 70 % des cas de pneumonies se 
déclenchent chez des patients au-delà de 60 ans . Dans ce cas, les formes graves ne sont 
pas rares (8 décès sur 60 cas) et sont surtout présents chez les sujets âgés avec des 
risques de décompensation cardiaque. 

On remarque également des manifestations extrarespiratoires de C. pneumoniae. 
La bactérie est parfois présente dans des manifestations neurologiques comme le 
syndrome de Guillain-Barré, la méningo-encéphalite et la méningo-radiculite. Elle est, 
par contre, plus courante lors de manifestations cardiovasculaires : endocardite 
infectieuse à hémoculture négative, myocardite parfois grave isolée ou associée à la 
pneumonie pour les manifestations aiguës, lésions athéroscléreuses coronariennes 
autopsiques (Gaillat, 1996). 

Le traitement peut comporter des tétracyclines pendant 14 jours, de préférence à 
l'érythromycine et aux quinolones (Yernault, 1993). 

D'après les résultats des mesures d'anticorps chez les adultes, on peut supposer 
que pratiquement (72 %) chaque individu est infecté au moins une fois dans sa vie . La 
contamination débute dès la fréquentation scolaire (Yernault, 1993). Mais à partir de 
20 ans, la prévalence reste constante, ce qui signifie que les réinfections sont courantes. 
La séroprévalence est identique pour les deux sexes pour les individus de moins de 
15 ans. On remarque cependant chez les adultes que les hommes sont plus touchés que 
les femmes. Cette différence n'a pas encore trouvé d'explication (Kuo, 1995). 

C. pneumoniae est mondialement répandue. La prévalence des anticorps est plus 
élevée dans les pays tropicaux que dans les pays à climat tempéré ou froid (Yernault, 
1993). On a remarqué que C.pnewnoniae peut survivre sous forme d'aérosol à 
température ambiante si l' humidité relative est élevée. Ce qui induit une possibilité 
d'infection de personne à personne dans un environnement fort humide, ce qui est le cas 
dans les pays tropicaux (Kuo, 1995). Les infections à C. pneumoniae suivent une courbe 
endémique. On rapporte cependant pas mal d'épidémies survenant généralement par 
cycles de 4 ans (Yernault, 1993). 

Comme C. psittaci et C. trachomatis, C. pneumoniae est très sensible à la 
tétracycline, à la doxycycline (considérée comme l'antibiotique de choix) et aux 
macrolides. Le traitement par les tétracyclines ou les macrolides durant deux à trois 
semaines , raccourcit la durée des symptômes et réduit la fréquence des rechutes, même 
si près de la moitié des cultures restent positives après six semaines. 
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1.2. Moyens de détection de Chlamydia. 

Les diagnostics actuels en laboratoire sont basés sur l'isolation de l'organisme et 
sur la sérologie (Watson M.W., 1991). 

On a d'abord tenté de détecter la présence de Chlamydia par culture cellulaire. 
Celle-ci s'est avérée très insensible. Cela pourrait être dû à l'inactivation de l'organisme 
pendant le transport ou peut-être cela est-il dû aux protocoles de culture cellulaire. 

On a donc recours à la sérologie. En effet, une infection due à C. pneumoniae 
entraîne une production d'IgG,d'IgA et d'IgM. Deux tests existent pour détecter la 
présence de ces anticorps: le test par micro-immunofluorescence et le test de fixation du 
complément (Kuo, 1995) (Campbell, 1992). La micro-immunofluorescence (MIF), une 
technique sensible, a été développée au début des années 70, et se révèle être appropriée 
pour le diagnostic en routine. Dans ce test, les corps élémentaires purifiés sont utilisés 
pour détecter les anticorps spécifiques à Chlamydia dans les différentes fractions de 
sérum contenant les IgG, les IgM ou les IgA. Cependant, le diagnostic par sérologie est 
toujours basé sur les résultats d'échantillons pairés de sérum, avec un intervalle 
minimum de dix jours. On connaît peu de choses sur la spécificité du MIF utilisant les 
anticorps anti-Chla,nydia. 

On a remarqué que l'infection est retardée s'il y avait un manque en cystéine. 
Cela est dû à l'incapacité de la chlamydie à synthétiser un set unique de protéines riches 
en cystéines, produites au cours de la différentiation du corps réticulé en corps 
élémentaire. Ces protéines incluent la MOMP qui pourrait être la cible majeure pour la 
réponse immune de l' hôte. Certaines recherches rapportent que ce test est fortement 
spécifique. D'autres, cependant, signalent des réactions croisées entre C. pneumoniae et 
les autres espèces de chlamydies. Des antigènes chimiquement purs seraient idéaux. 
Jusqu'à présent, on ne dispose que d'antigènes purs anti-LPS de Chlamydia. 

Dernièrement, une autre technique est intervenue pour le diagnostic : la PCR. En 
fait, le but d ' un tel diagnostic est d'amplifier une séquence propre à C. pneumoniae. Il 
est impératif que cette région de nucléotides ne soit présente que dans le génome de 
C. pnewnoniae. 

Gaydos et al (1992) ont choisi la séquence des ARNs 16S de C. pneumoniae 
pour choisir des amorces spécifiques. Ces ARNs 16S comportent des régions très 
conservées au sein des espèces bactériennes et d'autres très spécifiques pour chaque 
espèce bactérienne. 

Les différentes chlamydies comportent toutes une MOMP, riche en cystéines. 
Les gènes Crp encodant cette protéine ont des extrémités 5' très différentes . Cette région 
variable est entourée de deux régions montrant une conservation de séquence absolue, 
ce qui permettrait la différentiation par PCR des espèces de chlamydies. Ce serait la 
base d'un test diagnostic pour les infections à chlamydies. 

Rolland et al (1990) ont réussi la mise au point d'un test par PCR, basé sur les 
régions conservées de la MOMP permettant de distinguer les trois espèces. Mais pour 
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cela, il faut utiliser trois sets d'amorces et réaliser une digestion enzymatique afin de 
produire un résultat (Watson M.W., 1991). 

Campbell et al ( 1992) ont démontré qu'un fragment de 474 bp était spécifique de 
C. pneumoniae. 

Ceci nous amène à comprendre les bases des techniques d'amplification. 

2.Technigues d'amplification. 

2.1. La Polymerase Chain Reaction. 

2.1.1. Présentation. 

La réaction de polymérisation en chaîne, ou PCR (Polymerase Chain 
Reaction), est une technique d'amplification d'une séquence spécifique d'ADN. Ce 
procédé se réalise in vitro, par voie enzymatique et de manière exponentielle. 
L'efficacité de l'amplification dépend de paramètres intervenant lors de la PCR. 

La PCR a été inventée en 1983 par Kary Mullis qui reçut le Prix Nobel de 
Chimie en 1993 pour son travail. Cette technique est devenue un outil essentiel en 
recherche et dans les laboratoires analytiques. Elle est utilisée pour la caractérisation de 
gènes, leur clonage, leur expression, la détection de pathogènes et l' identification de 
mutations responsables de maladies héréditaires (Newton, 1995). 

2. 1 .2. Principe. 

La PCR repose sur trois observations : 

• Une molécule d'ADN double brin a la propriété de se scinder en deux 
simples brins d'ADN au-dessus d'une certaine température. Ce 
phénomène est appelé dénaturation de l' ADN. Cette température, qui 
est la température de fusion ou température de melting (Tm), est celle 
à laquelle 50% des molécules d'ADN double brin sont dénaturées. 
Elle est dépend de la composition en bases du brin d'ADN. Plus le 
pourcentage en G-C augmente, plus la Tm est élevée (Rawn, 1990). 
Cependant, on considère qu'au-dessus de 90°C, toutes les molécules 
d'ADN double brin, quelque soit leur longueur, sont séparées. 

• Un refroidissement progressif permet la réassociation , ou hybridation, 
entre deux simples brins d'ADN complémentaires. On considère que 
ce réappariemment entre les bases est optimal à une température 
inférieure de 20°C à la Tm (Rawn, 1990). 
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• Il existe une enzyme, l' ADN polymérase, ayant la propriété de 
synthétiser un nouveau brin d'ADN complémentaire du brin d'ADN 
de référence. 

Ces trois constatations ont permis l'élaboration du protocole de la PCR. 

La PCR permet l'amplification d'une région d'acide désoxyribonucléique 
(ADN) spécifique, comprise entre deux régions connues d'ADN. La séquence à 
amplifier est nommée ADN cible ou ADN template. L'amplification par PCR utilise des 
amorces appelées aussi primers ou oligonucléotides. Ce sont de petites molécules 
d'ADN simple brin, exactement complémentaires de l'extrémité d'une séquence d'ADN 
cible simple brin. Une enzyme, l' ADN polymérase, étend les amorces en une molécule 
d'ADN complémentaire de l' ADN cible. Elle réalise ce travail en présence de 
déoxynucléosides triphosphates (dNTPs) et ce, sous des conditions de réaction très 
strictes (Newton, l 995)(figure n° 1 ). 

La popularité de la PCR est due à son apparente simplicité et à sa haute 
probabilité de réussite. En fait, cette méthode est relativement complexe car les 
interactions cinétiques entre les différents composants changent constamment. Bien que 
l'on obtienne la plupart du temps de bons résultats, certains paramètres peuvent être 
modifiés afin d'augmenter la probabilité de réussite (Erlich, 1992). 

2.1 .3. Les conditions de cycles. 

Une PCR se déroule en trois étapes de longueurs différentes et réalisées à 
des températures différentes. 

Ces étapes sont : 
• La dénaturation de l' ADN cible double brin : cela se réalise en 

chauffant brièvement la solution à 93-100°C. 
• Les amorces doivent ensuite se lier aux extrémités 3' del' ADN cible 

simple brin (annealing ou hybridation des amorces). Pour cela, il faut 
refroidir la solution, on parle donc de température d'annealing 
(37-65°C). 

• Ensuite, I' ADN polymérase, qui doit être thermostable, étendra les 
amorces de façon optimale à une température qui lui est 
caractéristique (70-75°C). 

Chaque répétition de synthèse d'ADN est appelée cycle d'amplification. 
Chaque nouveau brin synthétisé devient le cible pour le cycle suivant (Newton, 1995) 
(figure n° 2). 

Le temps d'incubation à 70-75°C dépend de la longueur du fragment à 
amplifier. On commence généralement avec un temps de 1 minute par kilobase. Lorsque 
tous les paramètres sont optimalisés, on peut commencer à essayer des temps 
d ' incubation plus courts. 

La principale source d'insuccès en PCR est un temps de dénaturation 
insuffisant. Une longue dénaturation semble non nécessaire et une courte exposition de 
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l'échantillon à une haute température aide au maintien d'une activité maximum de la 
polymérase au cours de la réaction. 

La température d'hybridation dépend de la longueur et du pourcentage en 
GC des amorces. On conseille 55°C pour des amorces de 20 bases contenant à peu près 
50% de GC. Des températures plus élevées serviront à augmenter la spécificité des 
amorces. Etant donné que les amorces sont en excès dans la réaction, l'hybridation est 
instantanée et une longue incubation à la température d'hybridation n'est donc pas 
requise. Dans certains cas, les amorces n'ont qu'une longueur de 12 à 15 bases. La 
température d'hybridation doit alors être de 40 à 45°C (Erlich, 1992). 

Au cours du premier cycle, l' ADN polymérase continuera à synthétiser de 
l' ADN tant qu'elle ne rencontre pas de codon stop ou tant qu'elle n'est pas interrompue 
par le début d'un nouveau cycle. Le brin formé n'a donc pas une longueur distincte par 
rapport à !'ADN template. Le deuxième cycle ne produit pas non plus des brins d'ADN 
dont la longueur est spécifique au brin à amplifier. On obtient des fragments de 
longueur spécifique à partir du troisième cycle. La séquence cible est amplifiée de façon 
exponentielle à partir du quatrième cycle. 

L'amplification est exprimée par la formule suivante: 

où n est le nombre de cycles, 
2 n représente les produits de longueur indéfinie formés au cours des deux 
premiers cycles 
x est le nombre de copies de l 'ADN cible original 

Cependant, l'efficacité de la PCR dépend de nombreux facteurs dont 
l'effet est plus marqué lors des derniers cycles de l'amplification. L'enzyme tend à 
devenir limitante après 25 à 30 cycles. L'activité enzymatique diminue également suite 
à la dénaturation thermique répétée. De plus, les brins formés ont tendance à se 
réassocier entre eux étant donné que leur concentration augmente. Cette réassociation 
est alors en compétition avec l'association des amorces aux brins cibles.Il est donc 
primordial de minimiser ces différents effets afin d'obtenir une efficacité 
d'amplification proche de 100% (Newton, 1995). 

2.1.4. Paramètres de la PCR. 

2.1.4.1. L'ADN cible. 

La plupart des ADN cibles sont fournis par les chercheurs ou les 
cliniciens. Cependant, beaucoup d'ADN génomiques, de librairies génomiques, de 
librairies de cDNA, d' ARN totaux, de mRNA polyadénylés et de cDNA sont 
di sponibles dans le commerce. La plupart proviennent d'espèces animales différentes et 
d'une grande variété de tissus et de types cellulaires. II existe également des ADN cibles 
provenant d'espèces végétales (Newton, 1995). 

L'échantillon PCR sera un ADN ou un ARN simple ou double brin. Bien 
que la taille de I 'ADN cible n'est généralement pas un facteur limitant. Cependant, si un 
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ADN génomique de poids moléculaire élevé est utilisé, l'amplification sera améliorée si 
les ADN sont digérés par une enzyme de restriction coupant rarement comme Not! et Sfi 
I (Newton, 1995). 

La quantité d'ADN cible de départ dans une PCR est importante. Si elle 
est trop élevée, la spécificité de la PCR diminuera suite à la présence de contaminants. 
Si, au contraire, cette quantité de départ est trop faible, cela peut entraîner une 
amplification non spécifique. Normalement, on devrait être à même de mettre en 
évidence 100 ng d'ADN. 

Souvent, la concentration en ADN cible de départ n'est pas connue. En 
général, on utilisera des quantités supérieures au ng pour le cible cloné et inférieures au 
µg pour I' ADN génomique. 

Potentiellement, la PCR devrait être capable d'amplifier une seule 
molécule d'ADN cible (Newton, 1995). 

2.1.4.2. L'ADN polymérase. 

On a isolé, pour la première fois, en 1969, dans une source chaude du 
Yellowstone National Park, Thermus aquaticus, une eubactérie thermophile capable de 
pousser à 70-75°C. Une ADN polymérase, la Taq (Ihermus illJUaticus), a été isolée de 
cet organisme. Elle a un poids moléculaire de 93910 daltons. Comme beaucoup d'ADN 
polymérases, la Taq a un optimum de température pour la synthèse d'ADN, 
relativement élevé. 

Les ADN polymérases thermostables ont donc permis l'avancement 
technologique qui fait de la PCR une technique de routine en recherche et dans les 
laboratoires cliniques. Avant la découverte des enzymes thermostables, les seules 
enzymes qu'on pouvait utiliser étaient le fragment de Klenow de l' ADN polymérase I 
d'E.Coli et la T4 ADN polymérase. On devait ajouter une nouvelle quantité d'enzyme à 
chaque cycle de la PCR. Les enzymes thermostables sont, par contre, additionnées une 
seule fois au mélange de la réaction , au début de l' amplification. La synthèse d'ADN se 
fait toujours de 5' en 3'(Newton, 1995). 

2.1.4.2.1. La Taq / Amplitaq ADN polymérase. 

L'enzyme la plus utilisée en PCR est l' ADN polymérase 
thermostable de Thermus aquaticus , la Taq. D'autres ADN polymérases thermostables 
ont été isolées et sont commercialement disponibles . 

La Taq a un taux d'extension optimal à 70-80°C de 30 à 
150 nucléotides/ seconde/ molécule d'enzyme. Si on abaisse cette température à 22°C 
et 37°C, on observe respectivement des activités d'extension de 0,25 et 1,5 nucléotides 
par seconde. Ce qui peut vouloir dire que la Taq éprouve des difficultés à travailler sur 
un ADN cible comprenant des structures secondaires. Bien que la Taq ait une capacité 
très limitée de synthétiser l' ADN à une température supérieure à 90°C, l'enzyme est 
relativement stable à cette température et n'est pas dénaturée irréversiblement si elle est 
exposée à des températures élevées (Newton, 1995). 
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La fidélité de l'enzyme a été longuement étudiée, car celle-ci n'a 
pas d'activité proof-reading 3'-5' exonucléase qui corrige les erreurs glissées dans la 
chaîne en pleine synthèse. Le taux de mutation moyen serait de 5. 10-6 nucléotides mal 
incorporés par cycle.( environ une mutation pour 15 000 nucléotides, en considérant 
30 cycles). Ce taux d'erreur ne pose cependant pas de problème pour la plupart des 
applications. 

Dans les mélanges de réaction de PCR, la Taq perd 50% de son 
activité à 92,5°C après 130 min, à 95°C après 40 min et à 97,5°C seulement après 
5-6 min. On constate que l'enzyme a perdu 65 % de son activité après une PCR de 
50 cycles où la température supérieure a été de 95°C pendant 20 sec à chaque cycle. 

L'activité de la Taq est sensible à la concentration en ions Mg++. 
De hautes concentrations en ions Mg++ inhibent la réaction (40 à 50% d'inhibition avec 
une concentration de 10 mM en Mg++). Comme les dNTP se lient aux Mg++, la 
concentration précise en Mg++ requise pour activer au maximum l'enzyme, dépend de la 
concentration en dNTP. Une faible concentration en dNTP affectera la processivité de 
) 'enzyme. 

De faibles concentrations en KCI stimulent le taux de synthèse de 
la Taq de 50 à 60 % avec un optimum apparent à 50 mM. Des concentrations plus 
élevées commencent à inhiber l' activité enzymatique. Il n'y a plus d'activité observée 
lorsque la concentration est égale ou supérieure à 75 mM en KCI. Du chlorure 
d' ammonium 50 mM inhibe moyennement, de l'acétate d'ammonium n'a pas d'effet et 
le chlorure de sodium stimule légèrement (25 à 30%) l'activité de la Taq. De faibles 
concentrations en urée, DMSO, DMF ou formamide n' ont pas d'effet sur l'activité 
d'incorporation de la Taq. Le DMSO 10% inhibe la synthèse d'ADN de 50%. Le 
DMSO semble affecter la Tm des amorces, le profil de l'activité thermique de la Taq 
et/ou le degré de séparation du produit. 

2.1.4.2.2. La Vent™ ADN polymérase. 

La Vent™ ADN polymérase a été isolée la première fois de 
Thennococcus litoralis, une archaebactérie thermophile trouvée sur les fonds 
océaniques où la température est supérieure à 98°C. Le gène codant cette enzyme a été 
cloné et exprimé par E.Coli. La Vent™ ADN polymérase est plus thermostable que la 
Taq . Elle est capable de produire des fragments de 8 à 13 kbp. Elle possède une activité 
3' et 5' exonucléase, responsable du taux élevé de fidélité qui est 5 à 15 fois plus élevé 
que pour la Taq. 

2.1.4.2.3. La Pfu ADN polymérase. 

Cette enzyme est isolée d'une archaebactérie manne 
hyperthermophilique fyrococcus .fliriosus. Elle possède les deux activités 3' et 
5' exonucléases. Ces activités permettent une fidélité de la synthèse d'ADN 12 fois 
supérieure à celle que l'on aurait avec la Taq. Lorsque l'on utilise cette enzyme, il est 
essentiel de l'additionner en dernier lieu car son activité 3' et 5' exonucléase pourrait 
dégrader I' ADN cible et les amorces si les dNTP ne sont pas présents . 
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2.1.4.2.4. La Tth ADN polymérase. 

On a isolé cinq polymérases de Ihermus thermophilus dont deux 
efficaces pour les PCR. La Tth ADN polymerase recombinante est une polymérase 
thermostable obtenue par l'expression dans E .Coli d'une forme modifiée d'un gène de 
I' ADN polymérase de T.thermophilus. 
Avec du Mn et à 70 °C, cette enzyme peut servir aux RT-PCR. 

2.1.4.2.5. L'UlTma ™ ADN polymérase. 

Cette polymérase est en fait, une forme recombinante modifiée du 
gène de l' ADN polymérase de Thermotoga maritima, eu bactérie gram négative, 
hyperthermophile. Cette bactérie a été isolée pour la première fois dans les sédiments 
provenant de fonds marins géothermaux en Italie. Elle pousse naturellement à 90°C. 
Elle est plus thermophile que l 'Amplitaq (Newton, 1995). 

2.1.4.3. Les amorces. 

2.1.4.3.1. Le choix des amorces. 

Ce sont les amorces qui déterminent plus que tout le succès ou 
l'échec de l' amplification. Mais leur choix repose encore sur des données empiriques. 
Cependant, quelques règles se détachent quand même : 

• Leur longueur est comprise entre 15 et 30 nucléotides. La spécificité de 
l'amplification n'augmente pas si l'amorce dépasse les 30 nucléotides. 

• La distribution des quatre bases est aléatoire au sein de l'amorce. 
• Le % de G-C doit être similaire à celui rencontré dans le segment à amplifier. 
• On doit éviter les séquences inhabituelles ou riches en polypurines ou 

polypyrimidines. 
• On doit éviter les structures secondaires surtout à l'extrémité 3' de l'amorce. 
• Les amorces doivent être spécifiques du brin à amplifier. 
• Un % élevé en nucléotides G-C est souhaité afin d'avoir une température 

d'hybridation supérieure à 50°C. 
• Les deux amorces doivent avoir des températures d'hybridation assez 

proches. On doit vérifier que les deux amorces ne s'hybrident pas entre elles. 
Les dimères d'amorces sont une amplification artefactuelle souvent observée 
lorsque l'amplification a été réalisée à partir d'un échantillon de cible 
contenant peu de copies. Ces dimères sont des fragments double brin 
résultants de l'extension d'une amorce hybridée à une autre amorce. Si ce 
phénomène se produit au début de la réaction, le dimère d'amorces devient 
alors le produit dominant de l'amplification. Il apparaît que cette formation de 
dimères se produit plus souvent lorsque les amorces ont des extrémités 3' 
complémentaires. 

Parfois, le choix des amorces n'est pas évident car on ne connaît 
qu'une partie de la séquence à amplifier. 
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2.1.4.3.2. La température de melting (Tm) des amorces. 

On calcule la Tm pour une amorce particulière d'une PCR grâce à 
des équations. Pour chaque amplification, il est préférable de choisir des paires 
d'amorces telles que chaque amorce a une Tm identique. 
La formule utilisée pour ce travail est : 

Tm= 81,5°C + 16,61(logM) + 0,41(%GC)-0,72 (%F) 

où M est la molarité des cations monovalents 
%GC est le pourcentage de bases GC par rapport au total 
%F est le pourcentage de formamide dans la solution 

Il existe des programmes informatiques tels que OLIGO™ et Primer detective qui 
aident au choix des amorces. 

2.1.4.3.3. Le marquage des amorces. 

On peut par exemple marquer les amorces au 32P en les incubant 
avec [y-32P]ATP et la T4 polynucléotide kinase. Le produit PCR formé sera alors 
facilement détectable. 

Les amorces peuvent aussi être biotinylées à leur extrémité 5'. Les 
produits PCR pourront alors être détectés et quantifiés de façon non radioactive, en étant 
capturés par l' avidine ou la streptavidine. On trouve dans le commerce des biotines 
phosphoramidites permettant la biotinylation durant la synthèse des amorces. 
On peut aussi attacher des groupes fluorescents aux amorces. En utilisant des groupes 
fluorescents différents sur des paires d'amorces spécifiques, on peut détecter des cibles 
différentes en une seule réaction PCR, même s'ils migrent ensemble pendant 
l'électrophorèse. 
La fluorescéine est ajoutée directement pendant la synthèse de l'amorce utilisant un 
fluorescéine phosphoramidite. Les autres groupes fluorescents sont couplés 
chimiquement aux amorces après la synthèse de celles-ci. Un groupe aminé en 5', sur 
lequel le groupe fluorescent se greffera, est incorporé par addition d'un amino 
phosphoramidite pendant la synthèse de l'amorce. 

2.1.4.4. Les dNTP. 

On recommande une grande pureté des déoxynucléosides triphosphates. 
On les trouve dans le commerce sous forme de quatre solutions stock individuelles ou 
comme mélange des quatre dNTPs. Les solutions stock sont disponibles avec un pH 
ajusté à 7,5 par du NaOH (Newton, 1995). 

On conseille une concentration en dNTP comprise entre 50 et 200 µM 
pour chaque nucléotide. La concentration optimale en dNTP dépend de : 

• La concentration en MgCl2. En effet, les dNTP forment un complexe soluble 
avec les Mg++. Leur concentration va donc influencer la concentration 
optimale en Mg++ nécessaire à l'activité de la polymérase. 

• la stringence de la réaction 
• la concentration en amorces 

Il 
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Figure n° 3 : Schéma de la cinétique de la PCR. Graphique du log (Xn) en fonction du 
nombre de cycles réalisés dans une PCR. On observe après une trentaine de 
cycles une diminution de la production d'ADN. Ce phénomène est appelé l'effet 
plateau. 
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• la longueur du produit amplifié 
• du nombre de cycles de la PCR (Newton, 1995). 

Si la concentration en dNTP est trop élevée, cela entraîne une mauvaise 
incorporation des nucléotides par la polymérase. Si on diminue la concentration, on 
augmente la spécificité et la fidélité de la réaction. 

On peut incorporer des nucléotides modifiés dans les produits PCR en 
utilisant des analogues de dNTP (Newton, 1995). 

Les dNTP sont à mettre en quantité équimolaire afin d'avoir une activité 
polymérase fidèle pour minimiser les mauvaises incorporations. 

2.1.4.5. Le tampon de PCR et le MgCl2 . 

La composition du tampon est très importante. En effet, le tampon 
détermine les conditions d'hybridation des amorces et celles du fonctionnement de la 
polymérase. La composition du tampon résulte d'un compromis : l' hybridation se 
réali se dans un milieu de force ionique suffisante alors que la polymérase ne suppporte 
pas une salinité trop élevée. 

Il existe plusieurs tampons pour réaliser des PCR. Leur composition peut 
différer selon la polymérase thermostable utilisée. La plupart des fournisseurs proposent 
un tampon concentré 10 fois pour l'usage de l'enzyme respective. 

La concentration en MgC12 dans le mélange de réaction final peut varier 
de 0,5 à 5,0 mM afin d'obtenir un optimum. En général, une concentration de 1,0 à 
1,5 mM en MgC12 permet de réaliser une PCR optimale. Les ions Mg++ forment un 
complexe soluble avec les dNTP. Cette étape est essentielle pour l'incorporation des 
dNTP (Newton, 1995). 

La concentration en Mg++ peut avoir un effet sur la spécificité de 
l'amplification (Erlich, 1992). En effet, ils stimulent l'activité de la polymérase, ils 
augmentent la Tm del' ADN double brin et l'interaction entre amorces et cible (Newton, 
1995). Un manque en Mg++ mène à un rendement plus faible, tandis qu'un excès en 
Mg++ produira une accumulation de produits non spécifiques (Newton, 1995). 

Certains protocoles proposent l'ajout de DMSO 10% (diméthylsulfoxide) 
afin de réduire les structures secondaires de l' ADN cible. Cependant, le DMSO 
inhiberait légèrement l'activité de la Taq polymérase (Erlich, 1992). 

2.1.5.Nombre de cycles et effet plateau. 

L'amplification n'est pas infinie. Après un certain nombre de cycles, 
l'amplification entre en phase linéaire, et puis en phase stationnaire (Erlich, 1992). Cette 
dernière étape est appelée le plateau et décrit l'atténuation dans le taux exponentiel 
d'accumulation de produits qui a lieu durant les derniers cycles de la PCR (Wolcott, 
1992) (figre n° 3). Le point auquel la PCR atteint ce plateau dépend du nombre de 
copies d 'ADN cible présent en début de réaction et de la quantité totale d'ADN 
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synthétisé. En plus des causes communes comme l'épuisement en dNTPs ou 
l'inactivation de la polymérase, le plateau peut être provoqué par un excès de substrat, la 
réassociation des produits ou une compétition avec des produits non spécifiques. 
L'excès de substrat résulte du fait que l'on a synthétisé plus d'ADN que la quantité de 
Taq polymérase présente dans la réaction n'est capable de répliquer. Pour une réaction 
standard de 100 µl contenant 2,5 unités de Taq polymérase, l'excès de substrat est d'à 
peu près 1 µg d'ADN. Cela peut être diminué en augmentant le temps d'extension et/ou 
en augmentant la quantité d'enzyme dans la réaction. La compétition due à 
l'amplification de produits non spécifiques est liée à l'excès de substrat. Les fragments 
dont on ne désire pas l'amplification entrent en compétition avec l' ADN cible auprès de 
la Taq polymérase. Il faut donc augmenter la spécificité de la réaction. 

La synthèse peut être ralentie par la réassociation des fragments PCR 
simple brin avant que les amorces hybridées ne s'allongent. Cela se produit 
généralement lorsque la concentration en produit approche des 10 pmol pour 100 µl et 
cela ne pourrait être évité que par dilution de la réaction. 

Dans la plupart des cas, le plateau est inévitable (Erlich, l 992). 

2.1.6. Activateurs et inhibiteurs. 

Ils peuvent provenir de la nature des spécimens biologiques natifs, de la 
méthode et des réactifs utilisés pour extraire 1 'ADN. 

On utilise différents types de spec1mens biologiques en PCR : tissus 
animaux, fluides corporels, échantillons bactériens, tissus végétaux, matériel 
archéologique. 

L' ADN humain est obtenu à partir de cellules sanguines périphériques, 
de ! 'urine, des échantillons fécaux, de la racine des cheveux, du matériel de biopsie, du 
fluide amniotique, du placenta, ... Chez les oiseaux, l' ADN peut, en plus, être extrait de 
la racine des plumes. 

La plupart de ces préparations contiennent des substances inhibitrices qui 
ne sont pas encore identifiées. Des contrôles lors de PCR doivent être réalisés pour 
garantir que l'inhibition ne se produise pas. Lorsque !'ADN provient d'échantillons 
sanguins, on doit veiller à ce que ceux-ci ne coagulent pas. Pour cela, on va récolter le 
sang dans des tubes contenant de l 'EDTA ( 1 mg.mr 1 

). L'héparine, qui est aussi un anti
coagulant, ne sera pas utilisée dans ce cas car elle inhibe la PCR. 
D' autres substances présentes dans le sang, probablement des composés de la 
porphyrine, sont de sérieux inhibiteurs de PCR. Mais , ils peuvent être éliminés de la 
préparation d'ADN par lyse des globules rouges et centrifugation pour agréger les 
globules blancs. Les méthodes d'extraction d'ADN peuvent être différentes suivant le 
groupe des échantillons biologiques. 

On utili se souvent des agents non-ioniques (Triton X 100, Tween 20) qui 
n' inhibent pas la PCR à des concentrations supérieures à 5%. D ' un autre côté, des 
agents ioniques comme le SDS (sodium dodecyl sulfate) peuvent être tolérés à des 
concentrations extrêmement basses. On peut les séparer de I 'ADN par extraction au 
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phénol ou précipitation à l'éthanol de l' ADN avant la PCR. Mais ces détergents sont 
utilisés à des concentrations trop élevées que pour être tolérées en PCR. 

Certaines substances sont susceptibles d'améliorer l'efficacité des PCR, 
comme le formamide, le Tween 20, le glycérol, le DMSO (diméthyl sulfoxide). Mais 
ces différents produits n'influencent que tel type de PCR et à telle concentration. Le 
transfert de ces conditions à une autre PCR ne garantit pas le résultat (Newton, 1995). 

2.1.7. Différents types de PCR. 

2.1.7.1. La PCR quantitative. 

L'avantage principal de la PCR est sa sensibilité élevée, ce qui rend 
possible la détection de très peu de copies d'ADN ou d' ARN. Jusqu'à présent, seul cet 
aspect qualitatif a été développé. Il faut savoir que la PCR peut aussi avoir un aspect 
quantitatif. Ce nouvel abord de la PCR permet de mesurer le dosage d'un gène, 
l'expression d'un gène ou encore l'extension des infections virales (Newton, 1995). 

La PCR quantitative estime la quantité d'ADN cible dans un échantillon 
avant l'amplification. On réalise deux PCR en parallèle: une avec l'échantillon, l'autre 
avec un nombre connu de copies d'un autre ADN appelé standard. Suivant que cette 
deuxième PCR se réalise dans le même tube ou dans un autre tube, on parlera de 
standard interne (PCR compétitive) ou de standard externe. Ces deux PCR doivent 
impérativement se dérouler dans les mêmes conditions de cycles, avec les mêmes 
amorces pour amplifier des amplicons de taille similaire et ayant un haut degré 
d'homologie (Lehtovaara,93). 

2.1.7.2. La PCR ,nultiplex. 

La PCR multiplex permet l'amplification simultanée de plusieurs 
séquences d'ADN différentes avec plusieurs paires d'amorces (2 ou 3). Chaque ADN 
cible sert de contrôle interne aux autres amplifications. Cela permet d'amplifier 
plusieurs séquences en une fois avec un faible risque de faux négatifs . 

Cette technique est cependant difficile à maîtriser : il faut éviter les 
dimères d'amorces et les amplifications non-spécifiques (Edwards, 1994). Pour palier à 
ce problème, on augmente la longueur des amorces, la température d'hybridation et le% 
en G-C au sein des amorces. 

2.1.7.3. La RT-PCR. 

Il s'agit d'une PCR utilisant de !'ARN comme cible. On peut réaliser 
l'amplification d'ADN par PCR en hybridant une amorce à l' ARN cible et en 
synthétisant une copie d' ADNc grâce à une enzyme, la transcriptase inverse. 

Pour les ARNm contenant une queue de poly-A à leur extrémité 3', on 
peut utiliser des oligo dT comme amorces pour commencer la synthèse d' ADNc. 

La RT-PCR est un outil très sensible pour l'étude de l'expression des 
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gènes au niveau del' ARN et, en particulier, dans la quantification d' ARNm. La 
RT-PCR peut être la première étape dans la préparation d'une librairie d' ADNc par 
PCR de tous les ARNm dans un échantillon d' ARNm cellulaire. Ceci est très important 
dans le cas où on ne dispose que d'un petit nombre de cellules ou quand les cellules 
d'intérêt ne se cultivent pas aisément. 

La transcriptase inverse est une ADN polymérase dépendante de l' ARN. 
Elle utilise des ARN simple brin comme cible et peut synthétiser un ADNc de 5' en 3' 
si une amorce est présente. 

2.1. 7.4. La Nested PCR. 

Ce type de PCR peut se réaliser lorsque le nombre de copies d'ADN cible 
dans l'échantillon est trop faible pour être détecté après une simple amplification. La 
Nested PCR consiste, en fait, en deux PCR successives. 

La Nested PCR se réalise avec deux paires d'amorces . La paire 
d'amorces de la deuxième PCR est interne à la première paire d'amorces. Le plus grand 
fragment produit au cours de la première PCR est utilisé comme cible pour la deuxième 
PCR. On peut aussi réaliser une Nested PCR avec une des amorces de la première paire 
d'amorces et une seule amorce nested. 

La sensibilité et la spécificité d'une amplification (ADN ou ARN) 
peuvent fortement augmenter en réalisant une Nested PCR. La spécificité est 
particulièrement augmentée car cette technique élimine presque tous les produits 
d'amplification non spécifiques. Cela est dû au fait que les produits non spécifiques de 
la première PCR ne sont pas suffisamment complémentaires des amorces pour pouvoir 
servir de cible pour la deuxième PCR. La séquence désirée est préférentiellement 
amplifiée. Cependant, une double PCR augmente considérablement le risque de 
contamination. 

2.1.7.5. L 'AP-PCR. 

L' Arbitrary Primed PCR amplifie des fragments d'ADN choisis au 
hasard. Ces fragments sont des séquences répétées ou des régions contenant un site de 
restriction particulier. Pour cela, on utilise des amorces non spécifiques et une faible 
stringence des conditions d'hybridation. Cela permet donc la sélection aléatoire des 
fragments amplifiés . 

2.1. 7.6. L'Iso-CR. 

L'isothermal chain reaction est une technique d'amplification utilisant 
aussi deux amorces, des dNTPs et de la polymérase. Cependant, elle se réalise à une 
seule température. Cette température doit néanmoins permettre à la polymérase de 
copier le cible tout en étant suffisamment élevée pour que les amplicons puissent se 
détacher. 

Mais , l'iso-CR ne permet d'amplifier que de petites séquences car les 
amplicons doivent pouvoir se séparer del' ADN cible (Himmler, 1993). 
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2.1. 7. 7. La PCR in situ. 

Cette technique permet la localisation cellulaire du produit amplifié tout 
en conservant la grande sensibilité de la PCR. Les principales difficultés de la PCR in 
situ sont de maintenir le produit d'amplification à son site d'origine et d'éviter 
l'amplification non spécifique (Nuovo, 1993). 

2.1.7.8. La PCR avec des amorces dégénérées. 

On peut amplifier un gène non cloné. On utilisera alors des amorces 
dégénérées, c'est-à-dire choisies selon la séquence de protéines du gène que l'on veut 
amplifier. Cette technique permet d'isoler les membres des familles multigéniques et 
d'isoler les gènes communs entre espèces. L' ADN amplifié du gène d'intérêt peut alors 
servie de sonde. 

Le choix des amorces réalisé en partant de la séquence protéinique n'est 
pas évident puisque la plupart des acides aminés sont encodés par plus d'un codon. On 
peut, alors, pour éliminer ce problème, incorporer des inosines, bases universelles qui 
peuvent s'apparier aux quatre bases naturelles. Les trois bases à l'extrémité 3' de 
l'amorce dégénérée doivent s'apparier parfaitement au cible et ne doivent pas contenir 
d'inosines. Ces conditions permettent l'hybridation entre l'amorce et le cible avec 
quelques mésappariements tolérés. 

On a pu générer des amorces consensus permettant l'amplification d'un 
même gène présent dans différentes espèces. 

2.2. La Ligase Chain Reaction. 

Cette technique d'amplification a été mise au point par la société Abbott. Dans 
ce système, tout repose sur le fait qu'une paire d'amorces va s'hybrider à deux places 
adjacentes sur I 'ADN cible (Abravaya, 95). Comme la PCR, la LCR comporte une 
dénaturation, une hybridation des deux amorces et une ligation (Wolcott, 92). Son 
amplification ne résulte pas de la synthèse de nouveaux brins mais de la ligation, grâce à 
une enzyme thermostable, la 1 igase, de deux amorces spécifiques de 1 'ADN cible à 
détecter. 

La ligase ne lie que les deux amorces lorsque celles-ci sont parfaitement 
hybridées à I' ADN cible. Les deux amorces liées deviennent alors les cibles pour les 
cycles suivants (Zebala,93). La quantité d'ADN double donc aussi à chaque cycle. La 
ligation n'est possible que si on connaît parfaitement la séquence de l' ADN cible. Il 
suffirait d'une seule mutation à l'endroit où la ligation doit avoir lieu, pour empêcher 
celle-ci. Cet aspect peut, à première vue, sembler être un désavantage, mais peut servir 
dans l'étude des mutations au sein d'une séquence dans le cadre des maladies 
génétiques ou dans la différentiation des souches d'une même espèce (Zebala, 93) 
(figure n° 4). 

On peut obtenir un million de copies après 30 ou 40 cycles. Cette technique est 
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très sensible puisqu'elle pourrait détecter dix copies (Abbott, 95). 

Cette technique est également sujette à des contaminations et requiert donc les 
mêmes mesures de sécurité que la PCR. Cependant, il faut être attentif à la limite de 
détection car les deux amorces peuvent se lier même si le cible n'est pas présent, ce qui 
engendre un bruit de fond important. Afin de palier à ce problème, une méthode 
alternative a été élaborée : la Gap-LCR. La principale différence avec la LCR se situe au 
niveau de la position des deux amorces . Celles-ci sont séparées par un trou d'une à 
plusieurs bases qui peut être comblé par la ligase et l 'ADN polymérase (figure n° 5). La 
limite de détection dépend alors de deux enzymes (Abravaya, 95). 

2.3.La Transcription-based Amplification System. 

En 1989, Kwoh et al ont mis au point la TAS. Cette méthode d'amplification 
comporte deux parties : la synthèse d'ADN et la transcription de cet ADN en ARN. 

Une première amorce s'hybride à l' ARN cible. Elle contient un site de liaison 
pour une ARN polymérase. Un ADNc, complémentaire de )'ARN cible, est ensuite 
synthétisé par une transcriptase inverse par élongation de 1' amorce. On obtient donc un 
hétéroduplex, c'est-à-dire un hybride ADN-ARN. Ce double brin est ensuite dénaturé. 
Une seconde amorce s'hybride alors à I' ADNc et on transcrit un ADNc double brin. 
L' ARN polymérase permet alors la synthèse de nombreuses copies d' ARN (figure n° 6). 
Quatre cycles de réactions suffisent pour produire un million de copies (K woh, 1989). 
On estime que la TAS a la même limite de détection que la PCR (Davis, 1990). 

2.4. La Cycling Probe Reaction. 

La CPR est une méthode d' amplification isothermique et cyclique. La sonde 
utilisée a la particularité d'être constituée de deux séquences d'ADN reliées entre elles 
par une séquence de minimum quatre bases d' ARN. La sonde s'hybride à l' ADN cible. 
Une Rnase H thermostable, reconnaît les hétéroduplex ADN/ ARN où elle clive l 'ARN. 
De la grande sonde de départ, il ne reste donc plus que deux petits fragments. Ceux-ci se 
détachent spontanément du cible. Cela est dû à leur Tm (température à laquelle 50% des 
oligonucléotides sont désappariés) qui est proportionnelle à la longueur du fragment. 
Ces oligonucléotides sont le signal à détecter. L' ADN cible peut alors se réhybrider à 
une autre sonde. Le nombre de petits fragments d'ADN va sensiblement augmenter au 
cours de la CPR. Il y a donc amplification du signal de détection plutôt que de la 
séquence cible à détecter (Duck, 1990) (figure n° 7). 

La CPR se déroule donc à une température relativement élevée qui est inférieure 
à la Tm de la grande sonde de départ mais qui est supérieure à la Tm des petits 
oligonucléotides produits. Cela permet donc le détachement spontané de ces derniers et 
leur accumulation. 

La CPR semble être une technique avantageuse car elle se déroule à une seule 
température (ce qui ne nécessite pas d'appareils perfectionnés et coûteux comme les 
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thermocycleurs). De plus, il n'y a pas de risque de contamination puisque le produit 
final ne peut servir de cible pour une autre amplification. La CPR a un taux de 
croissance linéaire car il n'y a qu'une seule coupure de sonde à chaque cycle . 

Dans ce travail, nous utiliserons la PCR comme moyen d'amplification. Il existe 
plusieurs techniques permettant d'analyser les produits PCR. La technique la plus 
utilisée est l'électrophorèse sur gel d'agarose, qui s'avère être peu sensible. En effet, 
dernièrement, une nouvelle technique, l'hybridation, tend à supplanter l'électrophorèse 
car sa spécificité et sa sensibilité sont plus grandes. 

3.L'hybridation. 

3.1. Généralités sur l'hybridation et les sondes. 

3.1 .1. L'hybridation. 

En 1953, Watson et Crick décrivaient l' ADN comme une macromolécule 
composée de quatre monomères de base: l'adénine, la guanine, la cytosine et la 
thymine. L' ADN représente une double hélice composée de deux brins complémentaires 
maintenus ensemble par des ponts hydrogène. Si on chauffe la solution contenant 
I' ADN ou /et si on y élève le pH, I 'ADN double brin va se scinder en deux ADN simple 
brin relativement stables. Ce phénomène, appelé la dénaturation , a lieu quand le 
changement des conditions a occasionné la cassure entre les liens hydrogène. La 
renaturation peut avoir lieu si la stringence diminue et si on revient dans des conditions 
normales. 

Quand les ADN simples brins sont de sources différentes, le 
réappariemment est alors appelé hybridation. L' ADN double brin résultant d'une 
hybridation est appelé hybride. Sa stabilité dépend du degré d'homologie entre les 
séquences de nucléotides des deux brins. 

3.1.2. Les sondes. 

Une sonde est une séquence de nucléotides d'ADN ou d' ARN simple 
brin qui se lie de façon stable à une région spécifique d'une séquence cible de 
nucléotides. 

Les sondes sont utilisées dans les détections d'organismes pathogènes, de 
gènes conservés, dans la différentiation de souches d'une même espèce, ... Les sondes 
doi vent donc être repérables. On peut marquer une sonde en y incorporant de la 
radioactivité (32P, 35S, 1251) ou en attachant de façon covalente à son extrémité une 
molécule dont l'activité est facilement détectable (al kali ne phosphatase, biotine, ... ). 

La longueur d'une sonde peut varier de 10 à plus de I 0000 bases. 
Cependant, le plus souvent, leur longueur est comprise entre 14 et 40 nucléotides. Les 
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sondes courtes s'hybrident rapidement (en quelques minutes) mais provoquent plus 
d'hybridation non spécifique. De plus, elles ne sont pas aisées à marquer. Les sondes 
plus longues mettent plus de temps à s'hybrider à leur séquence cible (quelques heures). 
Mais, l'hybride sera plus stable à température élevée et à faibles concentrations en sels. 
Ce sont les sondes les plus courtes qui sont les plus utilisées au niveau commercial 
(hybridation rapide, stabilité durable et facilité de préparation et la plupart du temps 
simple brin). 

La séquence et les conditions d'utilisation déterminent la spécificité de la 
sonde. La sonde ne peut pas s'hybrider à elle-même ou à une séquence qui ne serait pas 
sa cible. On doit donc s'assurer que la séquence du cible est unique. Ces mesures de 
sécurité permettent d'éviter les faux positifs. 

3.2.Théories de l'hybridation. 

3.2.1.Les facteurs déterminant la vitesse de réaction. 

L'hybridation se déroule en deux parties. Dans un premier temps, de 
courtes séquences de bases complémentaires s'apparient suivant des collisions 
aléatoires. Ce phénomène est appelé nucléation. Par après, les autres bases adjacentes 
s' hybrident rapidement et forment la double hélice caractéristique. Lors de la rencontre 
des deux molécules, l'énergie libre du système devient positive et passe par un 
maximum qui correspond à l'établissement des premiers ponts hydrogène. Une fois que 
la nucléation est réalisée, l'énergie libre devient négative dès la réalisation de la double 
hélice (figure n° 8). 

3.2.1.1.La longueur de la chaîne. 

Il existe une relation directe entre la vitesse de réassociation de I' ADN et 
la longueur de la chaîne : 

où Lest la longueur de la chaîne 
où v est la vitesse de réassociation. 

Cette relation est due à l'augmentation de la probabilité de nucléation par 
fragment. Il faut noter qu'après quelques temps, cette relation est contrebalancée par un 
encombrement stérique croissant pour de grands fragments. Tout ceci est valable de 102 

à I 05 paires de bases. Si une des chaînes intervenant dans l'hybridation est plus courte, 
c'est elle qui limite la vitesse. Dans le cas d'hybridation entre ADN et ARN, les lois 
sont différentes. Cel a est dû aux structures secondaires présentes dans l' ARN. Si !'ADN 
est en excès par rapport à I ' ARN, la vitesse de réassociation est 5 à 10 fois plus faible 
que dans le cas d ' une hybridation ADN/ADN. Si, par contre, c'est l' ARN qui est en 
excès par rapport à l' ADN, alors on observe une vitesse de réassociation semblable à 
celle observée dans le cas d'une hybridation ADN/ADN (Young,1990) . 
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3.2.1.2. La composition de la chaîne. 

La composition de la chaîne (le% en G-C) n'affecte pas la vitesse de 
réassociation bien qu'elle influence la stabilité de l'hybride (Young, 1990). 

3.2.1.3. Laforce ionique. 

La concentration en sels est un facteur qui affecte fortement la vitesse de 
réassociation. Les ions sodium sont ceux qui ont l' effet le plus marqué car ils 
neutralisent les groupements phosphates présents sur l' ADN. Les répulsions entre 
molécules d'ADN sont donc supprimées, ce qui privilégie la réassociation. 

La vitesse de réassociation évolue différemment à faible et à forte 
concentration en sels. A faible concentration, la vitesse de réassociation augmente en 
fonction du cube de la force ionique. A de plus fortes concentrations, la relation 
disparaît. Au-delà de 1,2 M de NaCl, la vitesse devient constante. La vitesse croît d'un 
facteur cinq en passant de 0,2 à 1,5 M en N aCl (Young, 1990). 

3.2.1.4. La viscosité. 

La vitesse de réassociation diminue lorsque la viscosité augmente. On 
peut observer cette diminution de la vitesse lorsqu'on utilise du glycérol ou du sucrose. 
Néanmoins, le dextran sulfate ou le ficoll augmentent la viscosité mais ont un effet 
d 'exclusion de l'eau, ce qui accélère la vitesse d'hybridation. Avec du dextran sulfate 
2%, la vitesse est quatre fois plus élevée bien que la viscosité soit six fois plus élevée 
(Young, 1990). 

3.2.1.5. La présence d'agents dénaturants. 

Si la température d'hybridation est trop élevée, cela peut provoquer la 
dénaturation des fragments d'ADN double brin surtout lors de longues incubations. On 
doit donc veiller à diminuer la température d'hybridation tout en conservant les 
conditions strictes de l'hybridation. On peut réaliser cela en utilisant des agents 
dénaturants qui ont la capacité d'abaisser la température d'hybridation. 
Le formamide est recommandé pour de longs temps d'hybridation, de plus, il réduit la 
formation de structures secondaires lors de réassocitions entre fragments d' ARN. Une 
augmentation de 1 % en formamide diminue laTm du duplex d'ADN de 0,72°C. Mais la 
vitesse de réassociation diminuera de 1, 1 % également car la viscosité aura augmenté de 
2,1%. 

3.2. 1.6. La température. 

La température est sans aucun doute le facteur le plus important qui 
puisse influencer la vitesse de réassociation. On observe une augmentation quasi 
exponentielle de la vitesse avec la température. Par contre, la réassociation sera faible, 
voir nulle, à basse température. Cela est dû au fait que l'énergie des molécules est 
insuffisante par rapport à l'énergie d'activation de la réaction. Néanmoins , à de très 
hautes températures, la vitesse de réaction diminue quand même car les ponts hydrogène 
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ne peuvent plus se former. La vitesse de réaction sera donc maximale entre ces deux 
extrêmes. En pratique, on observe que la vitesse maximale (Vmax) de réaction est égale 
à (Tm - 25°C) = Vmax (Young, 1990). 

3.2. 1. 7. Les mésappariemments. 

Le degré d'homologie entre les deux fragments se réassociant a 
également de l'importance. Le pourcentage de mésappariemments correspond à la 
quantité de bases non complémentaires dans un hybride. On estime que la vitesse de 
réassociation diminue d'un facteur deux s'il y a 10 % de mésappariemments, et ce, à la 
température optimale de réassociation (Young, 1990). 

3.2.2. Les facteurs affectant la stabilité des hybrides. 

La mesure de la stabilité d'un hybride est représentée par la Tm, la température 
de melting. La formule généralement employée est celle proposée par Thomas et Dancis 
(] 973) et Altar et al(] 989) : 

Tm = 8 l ,5°C + 16,61 log M + 0,41 (%GC) - 820/L - 0,6 (%F) - 1,4(% mismatch) 

3.2.2.1. Les 1nésappariemments. 

Selon la formule de la Tm précitée, lorsqu'il y a 1 % de 
mésappariemments, la température de melting d'un hybride baisse de 1 °C s'il s'agit 
d'un grand fragment d'ADN et de 5°C dans le cas de petits oligonucléotides 
(Young, 1990) (figure n° 9). 

3.2.2.2. La longueur de la chaîne. 

La stabilité thermique d'un duplex est influencée par la longueur de la 
chaîne. En d'autres mots, plus deux séquences sont longues, plus leur hybride sera 
stable (Young, 1990). 

3.2.2.3. La concentration en sels. 

A de basses concentrations (0,01 M - 0, 1 M), la Tm change 
d ' environ l6°C pour chaque variation d'un facteur dix de la concentration en sels. A des 
concentrations élevées (1 M), cet effet diminue (Young, 1990) (figure n° 10). 

3.2.2.4. La composition en bases de la chaîne. 

Les bases G et C sont reliées entre elles par trois ponts hydrogène 
alors que les bases A et T ne sont unies que par deux ponts hydrogène. Plus le 
pourcentage en G-C sera important, plus il faudra de l'énergie pour séparer les deux 
chaînes, et donc, plus la Tm sera élevée. 
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3.3. Les stratégies d'hybridation. 

3.3.1. Hybridation sur support solide. 

Dans une hybridation sur support solide, l'acide nucléique est fixé à son 
support soit par simple adsorption soit par liaison covalente. 

3.3.1.1. Hybridation sur filtre. 

Les filtres sont les plus anciens supports utilisés en hybridation. Au 
début, ils étaient en nitrocellulose, on les réalise actuellement en nylon. L' ADN cible 
extrait et dénaturé est fixé par adsorption sur les filtres. L' ADN cible est reconnu par 
une sonde marquée pour permettre la détection (J .Remacle, 1994 ). Mais la sonde peut 
s 'hybrider de manière non spécifique, ce qui engendre un important bruit de fond. Afin 
de diminuer ces interférences, on ajoute un ADN non spécifique et non marqué (sperme 
de saumon) qui recouvre le filtre et qui diminue donc la fixation non spécifique de la 
sonde. Après l'hybridation, le filtre est lavé avec une solution stringente qui enlève tout 
fragment d'ADN fixé non spécifiquement (Wolcott, 1992) (figure n° 11 ). 

Pour diminuer le bruit de fond, on a mis au point une nouvelle technique 
d'hybridation : l'hybridation sandwich. Il s'agit d'un système à trois composantes: un 
ADN (le trappeur) fixé sur le support solide, un ADN cible et une sonde marquée. 
L' ADN cible est pris en sandwich entre le trappeur et la sonde. Si le cible n'est pas 
présent, la sonde ne pourra pas s'y hybrider et il n'y aura donc aucun signal. Cette 
double spécificité permet de minimiser les bruits de fond (figure n° 12). 

Une autre méthode a été également mise au point : le strand displacement 
assay. Une sonde portant le signal de détection s'hybride faiblement à un trappeur fixé 
sur le support solide. Si le cible est présent, il s'hybride au trappeur et déplace la sonde. 
Celle-ci se retrouve en solution et peut être détectée. Cependant, la sonde n'est pas 
toujours déplacée facilement. Elle bloque alors l'hybridation. La sonde peut être 
éliminée par les lavages suivant l'hybridation. On a alors de faux-positifs (Wolcott, 
I 992)(figure n° 13). 

3.3.1.2. Hybridation sur plaques en polystyrène ou en polypropylène. 

L'immobilisation de l' ADN se réalise de façon covalente dans le cas de 
l'hybridation sur plaque. On peut immobiliser l' ADN par adsorption passive, par 
exposition aux U.V., par liaison covalente de brins d'ADN modifiés ou par liaison 
covalente sur des poly(Lys,HBr,Phe) sur des plaques multipuits. Ces deux dernières 
méthodes sont les plus intéressantes. Mais la dernière méthode lie I 'ADN aux poly(Lys, 
HBr, Phe) et non à la plaque (Rasmussen, 1991). 

On peut aussi recouvrir les plaques multipuits avec de I 'avidine ou de la 
streptavidine, ce qui permet d'immobiliser des fragments d'ADN biotinylés. Mais 
I ' ADN n'est pas fixé de façon covalente, le temps de préparation est long et le prix des 
plaques est élevé (Nikiforov, 1995). 
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Il semble que la meilleure méthode soit de fixer un phosphate à 
l'extrémité 5' de l' ADN. Ce groupement va alors se fixer de façon covalente à un 
groupement amine secondaire, lui-même fixé de façon covalente à la surface de la 
plaque multipuits. La fixation del' ADN sur le groupement amine est catalysée grâce au 
carbodiimide (Rasmussen, 1991). 

Les plaques multipuits en polystyrène ou en polypropylène sont simples à 
utiliser. De plus, les différentes étapes de la fixation peuvent être automatisées 
(Zammatteo, 1996). 

La fixation d' ADN peut aussi se réaliser sur des microparticules. La 
surface de celles-ci est plus importante qu'un support plat. La vitesse de réaction est 
donc plus grande (Richards, 1991). 

3.3.2. Hybridation en solution. 

Le principal avantage de l'hybridation en solution est la vitesse de 
réaction qui est 5 à 10 fois plus rapide. Cela est dû à l'absence de contraintes 
diffusionnelles. On peut réaliser cette hybridation en y ajoutant des catalyseurs afin 
d 'augmenter le taux d'hybridation (on les ôte après pour éviter tout bruit de fond). Mais 
cette méthode demande une étape supplémentaire: la séparation de l'hybride du reste de 
la solution (Remacle, 1994) . 

Cette séparation peut être réalisée grâce à une colonne d'hydroxyapatite. 
Il n'y a quel ' ADN double brin (le cible et sa sonde) qui peut s'y fixer. On élimine donc 
tous les fragments d'ADN simple brin qui représentent, en fait, le bruit de fond 
(Wolcott, 1992) . 

On peut aussi récupérer l'hybride sur une plaque recouverte d 'avidine ou 
de streptavidine, avec une sonde biotinylée. 

L ' hybride peut, enfin, être récupéré grâce à des billes magnétiques sur 
lesquelles sont fixés des poly(dT). La sonde doit alors être terminée par une queue de 
poly(dA) (Remacle, 1994). 

Si le système est homogène, la séparation n'est plus nécessaire. On utilise 
alors une sonde marquée à l'ester d'acridium. S'il y a hybridation entre la sonde et le 
cible, le phénol ester est protégé de l'hydrolyse. S'il n'y a pas hybridation , le phénol 
ester est hydrolysé, ce qui engendre une perte de luminescence (Wolcott, 1992). 

3.3.3. Hybridation in situ. 

Cette hybridation se réalise sur l' ADN des noyaux des cellules ou sur 
I' ARN cytoplasmique. Au début, on marquait les sondes au 35S et on détectait par 
autoradiographie. On essaie, actuellement, de travailler avec des sondes froides. Les 
détections se font , maintenant, en fluorescence (sonde marquée à la fluorescéine) ou en 
colorimétrie (sonde biotinylée) (Remacle, 1994). 
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1. Techniques de biologie moléculaire utilisées. 

1.1. PCR amplification d'ADN cible de C. pneumoniae. 

L'amplification par PCR de l' ADN cible génère un complexe de 437 bp (décrit par 
Campbell). 

1.1.1. Matériel. 

• AmpliTaq Gold™ 5 U/µl Perkin Elmer (Branchburg,New Jersey,USA) 
• MgC12 solution 25 mM Perkin Elmer (Branchburg, New Jersey, USA) 
• lûx Buffer PCR II (sans MgC}i). Un tube de 1,5 ml contient 100 mM Tris-HCI, 500 

mM KCl et son pH est de 8,3. Perkin Elmer(Branchburg,New Jersey,USA) 

• dNTP Master Mix 5mM chacun EUROGENTEC (Seraing, Belgique) 
• Amorce: HR-1 5'-TGCATAACCTACGGTGTGTT-3' EUROGENTEC (Seraing, 

Belgique) 
• Amorce: HL-1 5'-GTTGTTCATGAAGGCCTACT-3' EUROGENTEC (Seraing, 

Belgique) 
• Fragment d'ADN C. pneumoniae TW AR 183 de 437 bp cloné dans le plasmide 

pGEM-T. Ce plasmide a été nommé pCL-1. 

1.1.2. Méthodes. 

On réalise le mix PCR dans une première pièce à PCR. Chaque tube à PCR peut 
contenir 100 µl (= 90 µl de mix + 10 µl d'ADN cible). On réalise un seul mix que l'on 
fractionne par après dans les tubes à PCR. 

Les composants de ce mix sont l'enzyme(AmpliTaq Gold™), le tampon (10 x Buffer 
PCR II (sans MgC!i)), le MgC'2 (MgC!i solution 25 mM), les déoxynucléosides 
triphosphates (dNTP Master Mix) et les amorces (HR-1 et HL-1). 

On dispose 200 µl de solution de MgC12, 100 µl de tampon, 10 µl de dNTPs, 2 µl 
d' AmpliTaq Gold. Les amorces auront une concentration de 0,5µM (leur concentration 
varie pour chaque lot). 
On complète avec de l'eau distillée pour obtenir un volume final de 900 µl. On obtient 
donc une concentration finale en dNTPs de 50 µM chacun , en amorces de 0,5 µM en 
MgC1 2 de 5 mM, en enzyme de 1 U, le tampon est concentré lx . On fractionne ce mix 
à raison de 90 µ 1 par tube à PCR. 

L' ADN cible est ajouté dans la deuxième pièce à PCR. On ajoute 10 µl d'ADN cible à 
la concentration désirée dans chaque tube à PCR. 
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L'amplification proprement dite se réalise dans une troisième pièce à PCR. Les tubes à 
PCR sont placés dans l'appareil (Perkin Elmer GeneAmp PCR System 9600, Perkin 
Elmer GeneAmp PCR System 2400, Perkin Elmer GeneAmp PCR System 9700). 

Le programme réalisé est le suivant : 

# 10 minutes à 95°C. L' AmpliTaq Gold™ est bloquée pour éviter son activité 
à température ambiante. Si on veut l'activer, il faut la chauffer pour décrocher 
l'agent bloquant. 

# 40 cycles(] minute à 94°C + 1 minute à 53°C + 1 minute à 72°C) 

# 10 minutes à 72°C. Cela permet à l'enzyme de terminer les brins d'ADN 
qu'elle n'aurait pas eu le temps de finir d'allonger. 

# forever 4°C. Cette température bloque l'activité de l'enzyme. 

Quand la PCR est terminée, les échantillons peuvent être conservés à -18 °C. 

1.2. PCR amplification d'ADN trappeur T229 de C. pneumoniae. 

1.2.1.Matériel. 

L'amplification du trappeur est semblable à celle de l' ADN cible. Le seul changement 
se situe au niveau des amorces utilisées. 

♦ Amorce HR-lP 5'-TGCATAACCTACGGTGTGTT-3' 
EUROGENTEC (Seraing,Belgique) 

♦ Amorce HM-1 5'GTGTCATTCGCCAAGGTTAA-3' 
EUROGENTEC (Seraing, Belgique) 

L ' ampli con généré lors de cette PCR fait 229 bp. La concentration finale en dNTPs 
utilisée ici est de 200 µM. 

1.3. PCR amplification de trappeur T209 de C. pneumoniae. 

L' amplification utilise ici deux amorces générant un trappeur de 209 bp. 

♦ Amorce HR-2P 5'-TTTCTAATACCTGTCCAAGGT-3' 
EUROGENTEC (Seraing, Belgique) 

♦ Amorce HM-1 5'-GTGTCATTCGCCAAGGTTAA-3' 
EUROGENTEC (Seraing, Belgique) 
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1.4. Vérification des résultats d'une amplification sur gel d'agarose. 

Un gel d'agarose, en séparant les différentes molécules présentes dans le mix après une 
PCR, permet de vérifier la spécificité et la sensibilité de la PCR. 
A pH neutre, l' ADN est chargé négativement. Si un champ électrophorétique est 
appliqué, cette molécule va donc migrer vers l'anode chargée positivement. La 
séparation des molécules dépend de la force de migration due au champ électrique et à 
la force de freinage exercée par le gel d' agarose. 
La vitesse de migration de la molécule dépend de la concentration en agarose du gel, 
du voltage appliqué, du tampon utilisé et du poids moléculaire de la molécule. 
Pour visualiser les molécules d'ADN sur un gel d'agarose, on ajoute au gel lors de sa 
préparation, du bromure d'éthidium. Cette molécule fluorescente s'intercale entre les 
bases de l 'ADN. Sa fluorescence s'accroît lorsqu'elle est associée à I' ADN et peut 
être mise en évidence par illumination sous UV à 302 nm. 

1.4.1. Matériel. 

Agarose electrophoresis grade GIBCO BRL (Gaithersburg, USA) 
- Tampon TBE 1 0x : pour un litre : 

108 g Tris MERCK (Darmstadt, Allemagne) 
55 g Acide borique MERCK (Darmstadt, Allemagne) 
40 ml EDT A 0,5 M pH8 (pour cela on prend 18,6 g EDT A MERCK (Darmstadt, 

Allemagne) qu 'on dilue dans 100 ml H20) 
- Bromure d ' éthidium SIGMA (Saint-Louis, USA) 

10 mg/ml 
A conserver à l'abri de la lumière. 
Bleu pour gel d'agarose: 
bleu de bromophénol JANSSEN CHIMICA (Beerse, Belgique) 0,25 % 
EDTA MERCK (Darmstadt, Allemagne)25 mM 
Glycérol MERCK (Darmstadt, Allemagne) 50 % 
Porter à volume avec de l'eau distillée 

- Marqueur de poids moléculaire: Marker 4 EUROGENTEC (Seraing, Belgique), 
DNA Molecular Weight Marker VI BOEHRINGER MANNHEIM GmbH 
(Mannheim, Allemagne) 
Cuve d'électrophorèse Horizon 11.14 GIBCO BRL (Gaithersburg, USA) 
Générateur EPS 500/400 Pharmacia (Uppsala, Suède) 

- Lampe UV Transilluminator UVP Applitek Scientific Instruments (Deinze, 
Belgique) 
Appareil photo Polaroïd MP. 4+ Instant Camera System (USA) 

- Film Polaroïd Typ 667 (Grande-Bretagne) 

1.4.2. Méthodes. 

On prépare une cuve d'électrophorèse afin d'y couler un gel. On place des peignes de 
la grosseur voulue. 
Le gel d'agarose 2% est réalisé avec 1,6 g agarose dilué dans 80 ml de tampon TBE 
l0x. On chauffe jusqu'à ébullition. Quand le mélange s'est refroidi , on y ajoute 15 µ1 
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de bromure d'éthidium. On coule le gel. On place les peignes et on laisse le gel se 
po 1 yméri ser. 
Pendant ce temps, on prépare les échantillons à mettre sur gel. Pour 5 µl d'un produit 
PCR, on ajoute 2 µl de bleu pour gel d'agarose et 5 µl d'eau distillée. On réalise cette 
opération pour les produits pour lesquels on veut vérifier la sensibilité et la spécificité 
de l'amplification. 
Pour s'assurer que le fragment amplifié a bien la longueur attendue, dans un (ou 
plusieurs) puits supplémentaire(s), on prépare un marqueur de poids moléculaire. Pour 
cela, on utilise 2 µl du marqueur de poids moléculaire, 2 µl de bleu pour gel d'agarose 
et 8 µl d'eau distillée. Une fois que le gel s'est solidifié, on enlève les peignes et on 
ajoute du tampon TBE IX dans la cuve de façon à recouvrir le gel. 
On charge les échantillons sur le gel. On connecte la cuve au générateur. On laisse 
migrer 45 minutes à 100 Volts. 
Une fois la migration terminée, on observe le gel au transilluminateur et on réalise une 
photo sous UV. 

1.5. Purification et quantification du trappeur et de l' ADN cible de C. 
pneumonzae. 

1.5.1. Matériel. 

• Filtre Centricon 50 concentrator AMICON (Beverly, USA) 
• Centrifugeuse J-21 B Centrifuge BECKMAN (Palo Alto, USA) 
• Low DNA Mass Ladder GIBCO BRL (Gaithersburg, USA) 

1.5.2. Méthodes. 

On rassemble tous les tubes à PCR contenant l' ADN amplifié au cours d' une même 
PCR. On agite au vortex pour homogénéiser l'ensemble. 
On centrifuge à 5000 rpm pendant 15 minutes à 4°C. 
Une fois la centrifugation terminée, on retourne les centricons. Si le volume restant est 
considéré comme insignifiant, on ajoute 50 µl d'eau distillée. 
On recentrifuge à 3000 rpm pendant trois minutes à 4 °C 

Une fois la purification terminée, on quantifie l' ADN en le déposant sur gel d'agarose. 
On fait migrer également différentes quantités de Low DNA Mass Ladder, ce qui 
permet une quantification de l' ADN purifié. 
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On a besoin de 6 puits : 
• 1 µl ADN+ 2 µl bleu pour gel d'agarose + 9 µl eau distillée 
• 2 µ1 ADN+ 2 µl bleu pour gel d'agarose + 8 µ1 eau distillée 
• 4 µI ADN+ 2 µ1 bleu pour gel d'agarose + 6 µl eau distillée 
• l µl Low DNA Mass Ladder + 2 µl bleu pour gel d'agarose 

+ 9 µl eau distillée 
• 2 µl Low DNA Mass Ladder + 2 µl bleu pour gel d'agarose 

+ 8 µl eau distillée 
• 4 µl Low DNA Mass Ladder + 2 µl bleu pour gel d'agarose 

+ 6 µl eau distillée 

On charge le gel. On fait migrer 45 minutes à 100 Volts . 
Après la migration, on réalise une photo sous UV. 

1.6. Purification par extraction de gel d'agarose. 

1.6. l. Matériel. 

• Agarose electrophoresis grade GIBCO BRL(Gaithersburg, USA) 
• TBElx 
• Bromure d 'éthidium SIGMA (Saint-Louis, USA) 
• Kit QIAEX II Gel extraction WESTBURG QIAGEN 
• Lame de scalpel stérile 
• Lampe UV Transilluminator UVP Applitek Scientific Instruments (Deinze, 

Belgique) 
• Appareil photo Polaroïd MP.4+ Instant Camera System (USA) 
• Film Polaroïd Typ 667 (Grande-Bretagne) 

1.6.2. Méthodes. 

On réalise un gel d'agarose pour lequel on relie plusieurs puits du peigne avec du 
papier collant afin de réaliser un grand puits. 
On prépare l'échantillon: 325 µI produit PCR + 65 µl bleu pour gel d'agarose que l'on 
dépose dans le grand puits. 
On fait migrer 45 minutes à 100 Volts. 
Une fois la migration terminée, on dépose le gel sur le transilluminateur. On découpe, 
avec la lame de scalpel stérile la bande correspondant à l' ADN d'intérêt. 
On découpe ensuite cette bande de façon à ne déposer qu'un maximum de 250 mg 
d'agarose par tube. 
Etant donné que le fragment a une taille comprise entre 100 bp et 4 kbp , on rajoute 
trois volume de tampon QXl dans chaque tube. 
On agite chaque tube au vortex pendant 30 secondes. 
Comme il y a moins de 2 µg d'ADN par tube, on ajoute 10 µ1 de tampon QIAEX II 
dans chaque tube. 
On agi te à nouveau chaque tube au vortex. 
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On incube ensuite 10 minutes à 50°C. Cette étape permet de solubiliser l' agarose. 
Pendant ces 10 minutes, on agite les tubes au vortex toutes les deux minutes pendant 
30 secondes. 
La couleur du mélange doit rester jaune. En fait, le tampon comprend un indicateur de 
pH. Tant que le pH est inférieur à 7,5, le mélange reste jaune. 
Dans le cas contraire, on doit rajouter 10 µl de NaAc 3 M pH 5,0. Dans ce cas, 
l'incubation doit durer cinq minutes de plus. 
On centrifuge trente secondes à 13 000 rpm. 
On enlève le surnageant. 
On ajoute 500 µl de tampon QXl au culot. On agite au vortex. 
On centrifuge ensuite pendant 30 secondes à 13 000 rpm. On ôte le surnageant qui 
contient I 'agarose. 
On ajoute alors 500 µl de tampon PE. On agite au vortex. On centrifuge 30 secondes à 
13 000 rpm. On ôte le surnageant qui contient tous les sels. 
On laisse alors sécher le culot à l'air libre 10 à 15 minutes . Le culot doit être bien 
blanc. 
On ajoute alors 20 µI H20. On agite au vortex. Comme le fragment a une taille 
inférieure à 
4 kbp, on incube alors à température ambiante pendant 5 minutes. 
On centrifuge 30 secondes à I 3 000 rpm. On met le surnageant, c'est-à-dire l' ADN, 
dans un tube propre. 

1.7. Préparation et purification de trappeur radioactif. 

1.7.1. Matériel. 

Terminal transferase (DNA deoxynucleotidylexotransferase) 
BOEHRJNGER MANNHEIM GmbH (Mannheim, Allemagne) 
CoC12 BOEHRJNGER MANNHEIM GmbH (Mannheim, Allemagne) 

- Tdt tampon BOEHRJNGER MANNHEIM GmbH (Mannheim, Allemagne) 
dCTP* NEN Dupont (Vilvoorde, Belgique) 
ADN trappeur de C. pneumoniae 
Spin colonne 615 BOEHRJNGER MANNHEIM GmbH (Mannheim, Allemagne) 
Centrifugeuse B 3.11 Vel (Louvain-la-Neuve, Belgique) 
Compteur de radioactivité BECKMAN (Palo Alto, CA, USA) 

- Tubes BECKMAN (Palo Alto, CA, USA) 
Aqualuma LUMAC (Pays-Bas) 

29 



1.7.2. Méthodes. 

Dans un tube, on met : 

10 µl Tdt tampon 
5 µl C0Cl2 

Matériel et méthodes 

32 µl ADN trappeur de C. pneumoniae 
2 µl dCTP* 
1 µl Tdt 

On a donc un volume de 50 µl dans le tube que l'on place à 37°C pendant une heure. 
On doit maintenant le purifier. On réalise cette opération grâce à une Spin colonne 
615. Le principe est le même que celui d'une purification sur tamis moléculaire : la 
séparation se fait selon le poids moléculaire. La purification est accélérée grâce à une 
centrifugation simultanée. 
On rince une Spin colonne avec 50 µl d'eau distillée. On centrifuge à 2500 rpm 
pendant deux minutes. On répète l'opération deux fois. 

On met les 50 µ 1 de trappeur radioactif dans la Spin colonne. On centrifuge à 
2500 rpm pendant deux minutes. On récupère dans un tube ce qui est sorti de la Spin 
colonne. L'opération est répétée sept fois. L' ADN marqué en radioactivité sort le 
premier, le dCTP* sort bien après. 

Dans un tube BECKMAN, on met 1 µl du premier tube. On ajoute 5 ml d' Aqualuma. 
La même opération est réalisée pour les six autres tubes. 

Les sept tubes BECKMAN sont placés dans le compteur de radioactivité BECKMAN. 
(comptage du 32P pendant une minute) . 

1.8. Fixation de trappeur radioactif de C. pneumoniae sur des puits 
Covalink et NucleoLink. 

1.8.1. Fixation proprement dite. 

1.8.1.1. Matériel. 

Puits Covalink Nunc Intermed (Roskilde, Danemark) 
Puits NucleoLink Nunc Intermed (Roskilde, Danemark) 
Trappeur froid et trappeur radioactif de C. pneumoniae. 
Tampon MEIM 0, 1 M pH 7 ,5 
l-éthyl-3-(-3-diméthylaminopropyl)carbodiimide (E-7750) SIGMA (Saint
Louis, USA) 
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1.8.1.2.Méthodes. 

La fixation sera essayée avec et sans carbodiimide. Cela nous permettra de 
savoir si le trappeur pourrait se fixer d'une autre façon que par son phosphate 
terminal au support. 

Chaque réaction est réalisée en quadruple. 

Dans chaque puits, il y aura : 
65 µl de solution de trappeur à la concentration souhaitée (de façon 
standard 200 ng) comprenant une partie radioactive. 
10 µl tampon MEIM 0,1 M pH 7,5 
25 µl solution de carbodiimide (soit 7,2 mg de carbodiimide dilué dans 100 
µl de tampon MEIM 0,01M pH 7,5 + 900 µl H20) ou 25 µl de 

MEIM 0,01 M pH 7 ,5 pour les contrôles négatifs. 

Les puits sont placés dans un four à 50°C pendant minimum cinq heures. 

Dans la salle 32P : 
Mettre 2 fois 8 tubes dans 20 racks. 
Vider le surnageant de chaque puits dans un tube. Y ajouter 5 ml d' Aqualuma. 

Effectuer un premier lavage avec 200µ1 de solution de lavage composée de 
NaOH 0,4N + Tween 20 0,25 % à 50°C par puits. (5 minutes par lavage). 
Quand le temps de lavage est écoulé, vider chaque puits dans un tube. Y ajouter 
5 ml d' Aqualuma. 

Effectuer de la même manière un deuxième et puis un troisième lavage des 
puits. 

Quand les lavages sont réalisés, isoler tous les puits. Mettre chaque puits dans 
un tube. Y ajouter 5 ml d' Aqualuma. 

Passer les racks au compteur de radioactivité BECK.MAN (32 P pendant une 
minute) . 

1.9. Hybridation d'ADN cible de C. pneumoniae sur des puits 
Covalink ou Nucléoink contenant du trappeur de C. pneumoniae. 

1.9.1. Matériel. 

Puits Covalink ou NucleoLink contenant du trappeur de C. pneumoniae fixé . 
Sonde Socpl biotinylée en 3' 5'-TGATCTAAATCTGCATCTCCCTCACG 
AATATGCTCAA CTTCAGTC-3' EUROGENTEC (Liège, Belgique) 
Sonde Socp2 biotinylée en 3' 5'-ATAATTGATTTCTAGCCGTTGTAATG 
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CCGTTTCGTAATCTGATAG-3' EUROGENTEC (Liège, Belgique) 
- Sonde Socp3 biotinylée en 3' 5' -GTCCTTTCAACACTTCAT ACA TTTCAC 

AGTT AGGCATT AAAAGAT-3' EUROGENTEC (Liège, Belgique) 
- Sonde Socp4 biotinylée en 3' 5'-ACTAAATCTTCTTGTTCTATCCGTTCTA 

TTGTCTCT TGATCAAAG-3' EUROGENTEC (Liège, Belgique) 
- ADN cible purifié de C. pneumoniae. 
- Solution d'hybridation Lambdatech (Namur, Belgique) 

# Préparation des solutions : 
• SSC 20x : 175,3 g NaCl + 88,2 g citrate de sodium 

+ 800 ml H20 dd. 
Amener à pH 7 ,5 et porter au litre. Autoclaver. 

• Denhardt 50: 1 g BSA SIGMA (Saint-Louis, USA)+ 1 g Ficoll 400 Pharmacia 
(Uppsala, Suède) + 1 g polyvinylpyrolidone SIGMA (Saint-Louis). 
Porter le tout à 100 ml. 

# Mélange et aliquots : 
100 ml SSC 20x+ 100 ml Denhardt 50 
Aliquoter sous hotte par 400 µ1 dans des fioles transparentes. Lyophiliser la 

solution et stocker à 4 °C. 
Pour utilisation, resuspendre dans 1 ml H20 

ADN de sperme de saumon ou DSS : 
10 mg ADN de sperme de saumon SIGMA (Saint-Louis, USA) 
1 ml H20 dd 
Soniquer pendant 20 minutes à puissance deux avec un sonicateur Vibracell Analis 

(Namur, Belgique) 
- Solution de révélation (TMB) Lambdatech (Namur, Belgique) 
- Solution stop Lambdatech (Namur, Belgique) 
- Buffer 1 : pour un litre : 

11,6 g acide maléique MERCK (Darmstadt, Allemagne) (1 00mM) 
8,77 g NaCI MERCK (Darmstadt, Allemagne) (150mM) 
Mettre à pH 7,5 avec du NaOH MERCK (Darmstadt, Allemagne) . 

- NaOH MERCK (Darmstadt, Allemagne) 
- Polyoxyéthylène sorbitan monolaurate ou Tween 20 SIGMA (Saint-Louis, USA) 
- Lait en poudre Gloria 
- Conjugué Lambdatech (Namur, Belgique) 
- Four à hybridation 
- Bain GFL 1092 Vel (Louvain-la-Neuve, Belgique) 
- Spectrophotomètre Model 3350 Microplate reader BIORAD (Hercules, USA) 

1.9.2. Méthodes. 

Chaque puits contiendra 10 µl de sondes, 20 µl d'ADN cible et 70 µ1 de solution 
d'hybridation à laquelle on aura préalablement ajouté le DSS. 

Les sondes. 
Cette hybridation se réalise avec quatre sondes qui doivent avo1r la même 
concentration dans les 10 µ1, c'est-à-dire 10 ng chacune. 
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La solution d'hybridation. 
Celle-ci se présente sous forme lyophilisée à laquelle on doit rajouter 1,4 ml H20 dd. 

Le DSS (DNA of Salmon Sperm). 
Le DSS est aliquoté par 200 µ 1, à une concentration de 10 mg/ml. 
Le DSS est ajouté à la solution d'hybridation de façon à ce qu'il y en ait 100 µg / ml de 
olution d'hybridation. 

On ajoute donc 14 µ1 de DSS par fiole de solution d'hybridation. 

Faire chauffer un bain à 100°C ainsi qu'un autre à 45°C. 

On dénature l' ADN cible, les sondes et le DSS pendant 10 minutes dans le bain à 
l00°C. On les place ensuite lO minutes sur glace. 

On commence simultanément la dénaturation du trappeur dans les puits. 
Les puits sont dénaturés au NaOH 0,2N (200µ1/puits) à température ambiante pendant 
5 minutes. 
On vide ensuite les puits. On les met sur glace. 
On ôte le NaOH restant grâce à un lavage au Buffer 1 (200µ1/puits) pendant 5 minutes. 
On vide les puits. 
On ajoute alors 70 µ!/puits de la solution d'hybridation (à laquelle on a ajouté le DSS). 
Ensuite, on met les 10 µl de sondes et on termine par les 20 µId' ADN cible (ou d'eau, 
si on veut réaliser des blancs). 
Les puits sont recouverts d'un film plastique autocollant avant d'être placés pendant 
minimum deux heures dans un bain à 45°C. 

Pendant le temps d ' hybridation, on réalise les solutions suivantes : 
• Solution de lavage des puits : 

Buffer 1 dilué 10 X+ Tween 0,3 % 

• Solution du conjugué streptavidine-peroxydase : 
Conjugué dilué 1000 X dans du Buffer 1 + Gloria 0, 1 % 

Après les deux heures à 45°C, on vide les puits . 
On effectue alors 4 lavages de 200 µ 1/puits chacun à température ambiante. 
On vide les puits. 
On ajoute alors 100 µ 1/puits de solution de conjugué. La fixation de ce dernier prend 
45 minutes. 
On vide les puits . On réalise ensuite 5 lavages de 200 µ1/puits à température ambiante. 
On vide les puits. 
On ajoute 100 µl de solution de révélation. Cette solution doit être absolument à 
température ambiante avant d'être ajoutée au puits car elle est impliquée dans une 
réaction enzymatique. II faut placer les puits à l'abri de la lumière et attendre 
10 minutes au cours desquelles le contenu des puits vire au bleu plus ou moins intense. 
Après ces dix minutes, on ajoute 100 µl de solution stop par puits. Le contenu des 
puits vire alors au jaune. 
On effectue alors une lecture des puits au spectrophotomètre à 450-655nm. 
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Stratégie du mémoire 

Stratégie du mémoire. 

Actuellement, on utilise différentes techniques ( culture cellulaire, sérologie) pour 
détecter C. pneumoniae qui s'avèrent être peu spécifiques ou peu sensibles. De plus, la pose 
du diagnostic demande trop de temps. Depuis peu, la PCR révolutionne le monde du 
diagnostic. La PCR s'avère être plus sensible que la détection par culture cellulaire. De plus, 
elle devrait détecter C. pneumoniae même chez les patients en thérapie par antibiotiques car 
elle n'est pas influencée par la viabilité de l'organisme. Cependant, on n'a pas encore 
déterminé le site anatomique de colonisation et de ce fait, on ne connaît pas encore la 
meilleure source d' échantillon(Campbell, 1992). 

Le but de ce travail est d'amplifier une séquence spécifique de C. pneumoniae puis, de 
la détecter par hybridation sandwich. 

Notre travail prend appui sur l'article de Campbell et al (1992) qui proposait des 
conditions d'amplification du fragment de 474 bp spécifique de C. pneumoniae. Nous 
comptons détecter cette séquence par hybridation en sandwich car celle-ci offre une double 
spécificité : I' ADN cible est hybridé entre un fragment d'ADN (le trappeur) fixé sur un 
support et un autre fragment d'ADN marqué (la sonde). Dans ces conditions, la détection aura 
lieu seulement s'il y a eu cette double reconnaissance. 

Ce système entraîne une sensibilité plus grande : dans l'échantillon à tester, seul 
l 'ADN cible s'hybridera au trappeur. L' ADN contaminant est éliminé par simple lavage. 
L' ADN cible est alors détecté par une sonde marquée. 

Le premier but du mémoire est donc de mettre au point la détection de Chlamydia 
pneumoniae par PCR suivie d'une hybridation sandwich. Dans un second temps, nous allons 
tenter de transposer cette technique de détection dans un but d'automatisation. L'objectif est 
de pouvoir réaliser toutes les opérations : PCR, hybridation et détection dans les mêmes puits. 
La stratégie, ici, sera donc d'accrocher le trappeur dans le fond du puits en plastique résistant 
à des températures de plus ou moins 100°C, et puis seulement de réaliser la PCR et 
l'hybridation dans ce puits. Il faudra donc réoptimaliser la PCR de Chlamydia pneumoniae 
dans ces nouvelles conditions. 
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Figure n° 1 : Représentation schématique del 'hybridation d'ADN cible de 
Chlamydia pneumoniae sur support solide lorsque l'on utilise le 
trappeur T229. 



Résultats et discussion 

La détection d'un pathogène s'effectue généralement par culture cellulaire ou par 
sérologie, méthodes longues et imprécises. Depuis quelques temps, une alternative semble 
s'imposer : la détection par PCR suivie d'une hybridation sandwich dans un puits en 
plastique. Dans cette méthode, un fragment d'ADN spécifique du pathogène, appelé ADN 
cible, est amplifié au cours d'une PCR. Celui-ci est alors hybridé entre un ADN trappeur fixé 
de façon covalente au puits et une sonde marquée. C'est la détection de cette dernière qui 
permet de déterminer la présence de I 'ADN cible. 

Le but de ce mémoire est la mise au point d'un tel système de détection appliqué à 
C. pneumoniae. Nous allons optimaliser ces techniques sur deux supports plastiques 
différents, à savoir des puits en polystyrène (Covalink) utilisés classiquement au laboratoire 
pour les études d'hybridation, et des puits en polypropylène (NucleoLink). Pour la détection 
dans les puits Covalink, la PCR doit être réalisée dans des tubes à PCR classiques puisque le 
polystyrène ne résiste pas à des températures proches de 100°C. D'un autre côté, étant donné 
que le polypropylène résiste à des températures proches de 100°C, une PCR peut être réalisée 
dans les puits NucleoLink. De ce fait, toutes les étapes de la détection d'un ADN par 
hybridation sandwich sont réalisables dans le même puits. Le principal avantage des puits 
NucleoLink est donc de réaliser la PCR et la détection dans un même puits ce qui engendre un 
gain de temps et nous permet d'envisager l'automatisation de la technique. 

Après avoir amplifié l' ADN cible et l' ADN trappeur de C. pneumoniae, nous 
étudierons , dans un premier temps, la fixation du trappeur aux supports solides. Ensuite, nous 
optimaliserons l'hybridation d'ADN cible de C. pnewnoniae sur son trappeur fixé 
préalablement au fond des puits. Nous optimaliserons la PCR d'ADN cible dans des puits 
NucleoLink contenant du trappeur préalablement fixé. Nous terminerons enfin par 
l'amplification de différentes quantités de copies d'ADN de C. pneumoniae que l'on 
hybridera dans les puits Covalink et NucleoLink de façon à mesurer la sensibilité du système 
classique et du système " tube unique " pour la détection de C. pneumoniae. 

1. Amplification par PCR de l' ADN cible et de l' ADN trappeur de 
C. pneumoniae. 

1.1. Description de l'expérience. 

Comme nous l'avons déjà expliqué dans l'introduction, la PCR est une technique 
permettant d'amplifier un grand nombre de fois une séquence spécifique à partir d'un ADN 
matrice. 

En 1992, Campbell et al. ont démontré qu'un fragment de 474 bp était spécifique de 
C. pnewnoniae. Cette région a été séquencée et des paires d'amorces ont été choisies sur base 
des analyses GenBank, du ratio en G-C et sur l'absence de structures secondaires. Une 
première paire (HL-1 / HR-1) produit un fragment de 437 bp. La deuxième paire d'amorces 
(HM-! / HR-1) produit un fragment de 229 bp (figure n° 1). Ces deux sets d'amorces 
permettent d'amplifier les ADN de toutes les C. pneumoniae et produisent des fragments de 
longueur attendue (longueur vérifiée par restriction enzymatique). Les autres espèces de 
Chlamydia ne sont pas amplifiées avec ces amorces. Ces amorces ont également été testées 
sur la flore normale et sur les pathogènes présents au niveau du tractus respiratoire : aucune 
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Figure n° 2: Vérification sur gel d'agarose 2 % de l'amplification d'ADN cible de 
Chlamydia pneumoniae. Le marqueur de poids moléculaire est le 
marqueur 6 (M6) (BOEHRINGER Mannheim GmbH, Mannheim, 
Allemagne). En pistes B, nous avons déposé les blancs (10 µl H20 
distillée). En pistes lQs, nous avons déposé les produits PCR réalisés à 
partir de 10s copies d'ADN de C. pneumoniae. En pistes 107 , nous 
avons déposé des produits PCR réalisés à partir de 107 copies d'ADN 
de C. pneumoniae. La taille de l' ADN cible est de 437 bp. 
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Figure n° 3 : Vérification sur gel d'agarose 2 % de l'amplification d'ADN trappeur(T) de 
Chlamydia pneumoniae. Le marqueur utilisé ici est le Marqueur 4 (M4) 
(EUROGENTEC, Seraing, Belgique). La taille du trappeur est de 229 bp. 



Résultats et discussion 

amplification n'a été observée (Campbell et al., 1992). 

La séquence unique de 437 bp a été clonée au laboratoire dans le vecteur p-GMT. Le 
plasmide résultant a été nommé pCL-1 . 

L' ADN cible et l' ADN trappeur de C. pneumoniae ont été amplifiés selon les 
conditions de PCR citées dans l'article de Campbell et al. (1992) de façon à obtenir une 
grande quantité d'ADN cible d'une taille de 437 bp et d'ADN trappeur (229 bp) pour les 
étapes ultérieures d'optimalisation de l'hybridation. Ces ADN ont été amplifiés selon les 
conditions suivantes : 

1) Amplification de I' ADN cible: 

Ce fragment de 437 bp a été amplifié par la paire d'amorces HL-1 et HR-1 (voir 
matériel et méthodes) . On a utilisé 1 U de Taq polymérase (l' AmpliTaq Gold de Perkin 
Elmer), 5 mM MgCh, 50µM dNTPs, 0,5 µM amorces, dans un tampon 10 mM Tris-HCI, 
50 mM KCl, pH 8,3 et 10 µl d'ADN matrice contenant des concentrations supérieures à 
106 copies par µl d'ADN matrice. 40 cycles au cours desquels la température d'annealing 
(hybridation des amorces sur la séquence à amplifier) était de 55°C, ont été réalisés . 

2) Amplification de 1 'ADN trappeur : 

Ce fragment de 229 bp a été amplifié par la paire d'amorces HM-1 et HR-1. Les 
conditions de cette PCR sont différentes de la précédente : la température d ' annealing est 
alors de 48°C, nous avons utilisé 1 U de Taq polymérase, 3 mM MgCh, 200 µM dNTPs, 
0,5 µM amorces et 10 µl d'ADN matrice. Pour la production, la concentration en ADN 
matrice a été supérieure à 106 copies au µ 1. 

1.2. Observations. 

Après la PCR, nous avons vérifié la longueur du fragment amplifié en réali sant une 
migration simultanée sur gel d 'agarose 2% du produit de la PCR et, dans un autre puits, d'un 
marqueur de poids moléculaire (voir fi gures n° 2 et 3). Une seule bande d'amplification dans 
les deux figures de PCR, bande ayant la taille attendue, a été observée. Nous avons donc des 
PCR tout à fait spécifiques qui permettent d'obtenir de grandes quantités d'ADN cible et 
d'ADN trappeur. Comme l' amplification était correcte, les ADN amplifiés ont alors pu être 
purifiés . Enfin, nous avons quantifié le fragment purifié (voir figures n° 4 et 5). Cette 
quantification s'est faite par comparaison de la fluorescence émise par l'échantillon et celles 
de différents ADN standards contenus dans le Low DNA Mass Ladder. Les concentrations 
obtenues dans ce cas étaient de 20 ng/µl pour l' ADN cible (figure n°4) et de 20 ng/µl pour 
l 'ADN trappeur (figure n°5). 

Les PCR ayant fourni de l' ADN cible et trappeur en suffisance, nous avons pu aborder 
l'optimal isation de l'hybridation. Pour cela, nous avons tout d'abord étudié la fixation du 
trappeur dans le fond des puits . 
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Figure n° 4: Quantification sur gel d'agarose 2 % d'ADN cible de Chlamydia 
pneumoniae. Le cible est déposé dans les pistes 1 (1 µl), 3 (2 µI)et 5 (4µ1). 
Le marqueur de poids moléculaire (Low DNA Mass Ladder, GIBCO 
BRL, Gaithersburg, USA)) est déposé dans les pistes 2 (1 µI), 4 (2 µl) et 6 
(4 µl). 
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Figure n° 5 : Quantification sur gel d'agarose 2 % d'ADN trappeur de Chlamydia pneumoniae. 
Le trappeur est déposé dans les pistes 1 (1µ1), 3 (2 µl) et 5 (4µ1) . Le marqueur de 
poids moléculaire (Low DNA Mass Ladder, GIBCO BRL, Gaithersburg, USA) est 
déposé dans les puits 2 (1µ1), 4 (2µ1) et 6 (4µ1). 
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Résultats et discussion 

2. Etude de la fixation de trappeur de C. pneumoniae dans les puits 
Covalink et NucleoLink. 

Le but de cette expérience a été de déterminer, pour chaque type de puits quelle 
quantité de trappeur pouvait être fixée par puits. 

2.1. Préparation et purification d'ADN trappeur radioactif. 

2.1.1. Description de l'expérience. 

Dans un premier temps, nous avons préparé et purifié du trappeur radioactif. 
Cette étape a été réalisée grâce à une ADN déoxynucléotidylexotransférase. Cette enzyme 
catalyse l'addition de déoxyribonucléosides triphosphates à l'extrémité hydroxyl 3' d'un ADN 
simple ou double brin. Dans notre cas, cela nous a permis d'ajouter une queue de a32P dCTP à 
l'extrémité 3' du trappeur. Nous avons alors fixé différentes quantités de trappeur radioactif 
afin d'en déduire la quantité que l'on pouvait fixer dans chaque puits et pour chaque type de 
puits (Covalink et NucleoLink) . 

Le protocole a été décrit précédemment dans le chapitre Matériel et Méthodes. 

2.1.2. Observations. 

Dans cette expérience, nous avons utilisé 32 µI de trappeur dont la 
concentration a été évaluée à 30 ng / µI. Nous avons donc marqué 1 µg de trappeur. 50 µl de 
trappeur radioactif ont été placés dans une Spincolonne que l'on a centrifugée à 2500 rpm 
pendant deux minutes. Ce qui est sorti de la Spincolonne a été récupéré dans un tube. 
L'opération a été répétée sept fois. D'après les résultats de la purification du trappeur 
radioactif sur Spincolonne(voir figure n° 6), le trappeur a été récupéré après les deux 
premières centrifugations. On remarque que les dCTPs radioactifs libres sortent à partir de la 
quatrième centrifugation. 

2.1.3. Conclusions. 

Le trappeur a été récupéré après les deux premières centrifugations utilisant 
50 µ I de solution. 

2.2. Fixation d'ADN trappeur radioactif sur Covalink et NucleoLink. 

2.2.1. Description de l'expérience. 

Le trappeur peut se fixer grâce à son phosphate 5' terminal sur un support 
solide dont la surface a été aminée. Les deux groupements, s'ils se rencontrent, vont réagir par 
une liaison covalente en présence d'un agent de couplage, le carbodiimide (Rasmussen, 1991) 
(figure n° 7). 

Nous disposions donc de trappeur radioactif à 1 µg/100 µ1. Nous avons alors 
fixé différentes quantités de trappeurs dans chaque type de puits. Cette étude nous a également 
donné des informations quand à la quantité de trappeur qui se fixe réellement par puits (par 
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Figure n° 8 : Quantité de trappeur radioactif de Chlamydia pneumoniae fixé dans des puits 
Covalink (PC) et Nucléolink (PN). Différentes quantités d'ADN trappeur ont été 
mises à fixer (200 ng, 100 ng, 50 ng et 20 ng) Les tests réalisés sans carbodiimide 
sont signalés par un (-), tandis que ceux réalisés avec du carbodiirnide sont 
signalés par un(+). 
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rapport à la quantité de départ mise à fixer). De plus, nous avons défini si le trappeur pouvait 
se fixer au puits de manière non spécifique (en l'absence de carbodiimide). 

Pour chaque type de puits, quatre quantités de trappeur différentes (200 ng, 
100 ng, 50 ng et 20 ng) ont été utilisées. 

Comme nous l'avons déjà expliqué dans le chapitre matériel et méthodes, 
chaque puits contient 65 µl de trappeur, 25 µl de solution de carbodiimide et 10 µl de tampon 
MEIM 0,1 M pH 7,5. 

Pour réaliser cette expérience, nous avons eu besoin de 6 µg de trappeur 
radioactif. Or, nous ne disposions que d ' 1 µg de trappeur radioactif. Nous avons donc 
complété avec 5 µg de trappeur non radioactif. Le volume a été ajusté afin d'obtenir une 
concentration de 200 ng de trappeur par 65 µI. 

La fixation du trappeur sur le support solide est catalysée par le carbodiimide. 
Pour chaque quantité de trappeur à fixer, 4 puits contenaient de la solution de carbodiimide, à 
raison de 25 µl par puits, et 4 autres puits contenaient 25 µl de tampon MEIM 0,01 M pH 7,5. 
Les puits sans carbodiimide nous ont indiqué si le trappeur pouvait se fixer au support solide 
de façon non spécifique. 
Le protocole a été expliqué dans le chapitre matériel et méthodes. 

Le fait d'utiliser du trappeur radioactif a permis de déterminer le pourcentage 
de trappeur réellement fixé dans chaque type de puits et pour chaque quantité de trappeur mise 
au départ. 

2.2.2. Observations. 

Après réaction et lavage des puits, nous avons mesuré la quantité de 
radioactivité fixée au fond des puits. Connaissant la quantité totale de radioactivité mise au 
départ, nous pouvions donc calculer la quantité de trappeur fixée dans le puits . 

Des résultats obtenus présentés aux figures n° 8 et 8 bis indiquent la quantité 
d'ADN trappeur fixé ( ng/puits ) pour chaque type de puits. Une nette différence entre les 
contrôles positifs (avec carbodiimide) et les contrôles négatifs (sans carbodiimide) y est 
observée. Une très faible quantité d'ADN trappeur se fixe donc aux supports solides de façon 
non spécifique. De plus , la quantité d 'ADN trappeur fixé augmente en fonction de la quantité 
d'ADN trappeur mise à fixer et ce, quelque soit le type de puits. Parmi les contrôles positifs et 
pour de grandes quantités d'ADN trappeur à fixer (200 ng et 100 ng), les puits NucleoLink 
ont tendance à fixer moins d'ADN que les puits Covalink. Il semblerait qu'on arrive à un 
plateau pour la fixation dans les puits NucleoLink, c ' est-à-dire que le puits ne peut fixer 
davantage d'ADN trappeur. La différence entre les deux supports se remarque surtout aux 
fortes concentrations en trappeur, c'est-à-dire lorsqu 'on est proche du plateau. 

Nous avons pu également exprimer les résultats en pourcentages de fixation en 
fonction de la quantité d'ADN mise à fixer et en fonction du type de puits (figure n° 9). Une 
nette différence entre les contrôles positifs et les contrôles négatifs est observée. On remarque 
un pourcentage de fixation moins élevé pour les quantités d'ADN à la plus forte concentration 
(200 ng) en trappeur, ce qui est logique si on s'approche du maximum. 
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Figure n° 9 : Pourcentage de trappeur radioactif de Chlamydia pneumoniae fixé dans des puits 
Covalink (PC, en gris) et Nucléolink (PN, en blanc). Différentes quantités d'ADN 
trappeur ont été mises à fixer (200 ng, 100 ng, 50 ng et 20 ng). Les tests réalisés 
sans carbodiimide sont signalés par un (-), tandis que les tests réalisés avec 
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2.2.3. Conclusions. 

La première conclusion est que le rendement de fixation du trappeur dans le 
fond des puits est très bon (de l'ordre de 25 %). 

Etant donné les faibles valeurs obtenues pour les contrôles négatifs de cette 
expérience, peu d'ADN trappeur se fixe au support de façon non spécifique. 

Nous notons aussi que la quantité d'ADN trappeur fixée au support solide 
augmente en fonction de la quantité d'ADN trappeur mise à fixer. 

Dans le cas des puits NucleoLink, la fixation est proche du plateau vers 200 ng 
d'ADN trappeur à fixer. Ceci signifie que les amines de la surface disponibles pour la fixation 
sont saturées en ADN trappeur. Ce résultat est logique lorsque l'on sait que la surface des 
puits NucleoLink (12,5 mm2

) est plus petite que celle des puits Covalink (38,5 mm\ Après 
cette expérience, ce plateau n'est pas encore atteint dans le cas des puits Covalink. 

Nous connaissions la quantité de trappeur qui se fixe dans le fond des puits, 
nous pouvions alors mesurer l' influence de cette quantité sur l'efficacité d'hybridation . Pour 
cela, nous avons fixé du trappeur non radioactif à différentes concentrations dans les deux 
types de puits. Nous avons utili sé ces puits pour des hybridations ultérieures. 

Dans ce travail, nous avons utilisé deux types de supports : les puits Covalink 
(polystyrène) et les puits NucleoLink (polypropylène). Etant donné que le polypropylène 
résiste à des températures de plus ou moins 100°C, une PCR peut être réalisée dans ces puits 
NucleoLink. De ce fait , toutes les étapes de la détection d'un ADN par hybridation sandwich 
sont réali sables dans le même puits. D'un autre côté, pour la même détection dans des puits 
Covalink, la PCR devra être réali sée dans des tubes à PCR classiques puisque le polystyrène 
ne résiste pas à des températures proches de 100°C. Le principal avantage des puits 
NucleoLink pour une détection par hybridation sandwich réside donc en un gain de temps. 

3. Etude de l'hybridation dans les puits Covalink et NucleoLink. 

3.1. Hybridation de contrôle. 

3.1.1. Description de l'expérience. 

De manière à examiner la faisabilité de l'hybridation sandwich, nous avons 
réalisé une première hybridation dans des puits Covalink et NucleoLink sur lesquels 200 ng de 
trappeur de C. pnewnoniae ont été utilisés pour la fixation 

L ' hybridation a été réalisée suivant le protocole fourni dans le matériel et 
méthodes. 

Pour cela, 4 puits NucleoLink contenaient, outre la solution d ' hybridation, 
I 'ADN de sperme de saumon et les sondes, 20 µl de produit PCR non purifié, les 4 autres 
puits servant à réaliser des blancs et contenaient donc 20 µl d'eau distillée. D'autre part, 
4 puits Covalink contenaient 20 µl de produit PCR non purifié et les 4 autres, 20 µl d 'eau 
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Figure n° 10 : Etude préliminaire sur l'hybridation sandwich. Ce graphique représente la 
moyenne des mesures colorimétriques (D.O. (405-655 nm)) dans les diverses 
conditions d'hybridation. Cette hybridation a été réalisée dans des puits Covalink 
(C) et Nucléolink (N) où 200 ng de trappeur ont été utilisés pour la fixation. 
L'hybridation s 'est faite avec soit des produits PCR non purifiés (hybridation 
test) , soit avec de l' eau distillée (hybridation blanc). 
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distillée. 

Nous avons réalisé l'hybridation dans des conditions de tampon habituellement 
utilisées au laboratoire pour d'autres détections d'ADN, c'est-à-dire une température 
d'hybridation de 45°C. Celle-ci permet en théorie l'accrochage des sondes dont la température 
de melting varie de 58,6 à 62,2°C (EUROGENTEC, Seraing, Belgique). Les quatre sondes 
sont de 25 bases chacunes et sont marquées à la biotine. La mesure de celle-ci est révélée par 
un conjugué streptavidine-peroxydase qui permet la formation d'un produit coloré mesuré en 
colorimétrie. 

3.1.2. Observations. 

On a exprimé les mesures obtenues (D.O. (405-655 nm)) en fonction des 
différentes catégories étudiées (voir figure n° 10) . 

A partir de ces résultats, nous pouvions d ' ores et déjà affirmer que 
l'hybridation de l' ADN cible en sandwich entre le trappeur et les sondes biotinylées 
fonctionn ait. 

La détection de Chlamydia pneumoniae est donc possible pour une hybridation 
sandwich . Il nous faut donc maintenant optimaliser cette étape d'hybridation. 

3.2. Influence de la quantité de trappeur sur l'hybridation sandwich. 

3.2.1. Fixation de différentes quantités d'ADN trappeur de C. pneumoniae 
sur des puits Covalink et NucleoLink. 

La fixation d'ADN trappeur non radioactif dans les puits Covalink et 
NucleoLink s'est réalisée exactement de la même façon que la fixation d'ADN trappeur 
radioactif. Nous avons fixé 200 ng, 100 ng, 50 ng ou 20 ng d' ADN trappeur par puits de façon 
à voir l' influence de la quantité d'ADN trappeur sur l'étape d'hybridation . 

3.2.1.1. Description de l 'expérience. 

Le protocole de l'hybridation sandwich est exactement le même que dans le 
chapitre matériel et méthodes mais l' ADN cible est dilué 3x, lüx, 30x et lO0x. Des blancs ont 
également été réalisés. 
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3.2. 1 .2. Observations. 

Nous avons exprimé les résultats en mesures colorimétriques 
(D.O. (405-655 nm)) obtenues pour chaque dilution d'ADN cible en fonction de la quantité de 
trappeur par puits Covalink (voir figure n° 11). 
L'hybridation y donne des résultats maximum pour 100 et 200 ng de trappeur utilisé. 
La courbe de concentrations en ADN cible est bien visible pour chaque concentration en 
trappeur. Cependant, l' ADN cible dilué 30x et lO0x n'est plus clairement distinct des blancs 
pour des concentrations en trappeur de 50 et 20 ng. Par contre, on peut encore les mesurer 
lorsque le trappeur est en excès. La sensibilité est nettement meilleure quand la quantité de 
trappeur au fond du puits est plus élevée. 

Les résultats obtenus pour les puits NucleoLink sont montrés à la figure n° 12. 
Comme pour les puits Covalink, des résultats plus marqués pour les puits dans lesquels on a 
fixé 200 et 100 ng de trappeur ont été observés. 
La courbe de concentration en ADN cible est également bien visible pour chaque 
concentration en trappeur. Cependant, on ne différencie pas distinctement les fortes dilutions 
en ADN cible des blancs. 

Un dernier graphique compare les résultats obtenus dans les deux types de puits 
(figure n° 13). Les résultats y sont plus élevés dans le cas des puits NucleoLink. 
Mais les valeurs des blancs sont également plus importantes. 

Au vu des résultats des blancs, nous nous sommes demandé si le plastique des 
puits NucleoLink n'interférerait pas avec les résultats étant donné qu'il est légèrement plus 
opaque que le plastique des puits Covalink. Pour répondre à cette question, nous avons 
transféré le contenu des puits NucleoLink dans une plaque Covalink et nous avons effectué 
une lecture au spectrophotomètre. Notre hypothèse s'avèrait être exacte: le plastique des puits 
NucleoLink interfère effectivement bien dans les lectures d'absorbance. 

Pour la suite des manipulations d'hybridation , nous avons décidé de travailler 
avec des quantités de trappeur mis à fixer de 200 ng pour chaque type de support, c'est-à-dire 
une quantité de trappeur près du plateau . 

3.3. Influence de la concentration en sondes. 

3.3.1. Description de l'expérience. 

Dans le protocole standard utilisé pour les autres séquences d' ADN, on utilise 
I 0 ng de chaque sonde. 

Pour cette manipulation, nous avons hybridé des quantités en ADN cible allant 
de 400 ng à 4 ng dans des puits Covalink et des puits NucleoLink où 200 ng de trappeur ont 
été mis à fixer, et ce, en présence de 3 quantités de sondes différentes (l 0 ng, 5 ng et 2,5 ng). 
C'est en réalisant une courbe de concentrations où la quantité de sondes diminue par rapport à 
la quantité standard, que nous espérons diminuer les valeurs des blancs. 
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3.3.2. Observations. 

La figure n°14 reprend les mesures (D.O. (405-655 nm)) pour les trois 
quantités de sondes et pour les différentes concentrations en ADN cible. Cette expérience a 
été réalisée sur des puits Covalink. 
La diminution des blancs est effectivement plus marquée dans le cas où l'on a 2,5 ng de 
sondes. 
Les mesures aux fortes concentrations en ADN cible restent élevées pour de faibles 
concentrations en sondes. 

La figure n° 15 représente la D.O. (405-655 nm) en fonction de la quantité de 
sondes par puits NucleoLink contenant 200 ng de trappeur. 
On y remarque que les D.O. des faibles dilutions en ADN cible restent élevées pour de faibles 
concentrations en sondes. La courbe de concentration en ADN cible est bien marquée, quelle 
que soit la concentration en sondes. La diminution des blancs est moins évidente que dans le 
cas des puits Covalink. 

De cette expérience, nous avons conclu que la quantité en sondes (10, 5 ou 
2,5 ng) donne des résultats en hybridation très similaires et cela vaut pour les deux types de 
puits. Le fait de mettre moins de sondes permet de diminuer sensiblement les blancs 
d'hybridation. 

3.4. Influence de la température d'hybridation. 

3.4.1. Description de l'expérience. 

Après avoir fait varier la quantité en sondes afin de diminuer la valeur des 
blancs, nous nous sommes intéressés à un deuxième paramètre : la température d'hybridation. 
Pour cette expérience, nous avons utilisé différentes quantités en ADN cible (200 ng, 
66.6 ng, 20 ng, 6.6 ng et 2 ng) avec différentes températures d'hybridation (40°C, 45°C, 50°C, 
55°C) dans des puits Covalink et NucleoLink. Chaque test est réalisé en quadruple en 
présence de 10 ng de sondes. 

3.4.2. Observations. 

La figure n° 16 représente les résultats en fonction de la température 
d'hybridation pour les puits Covalink. La détection est maximale à 60°C. Notons, ici aussi, 
que les faibles concentrations en ADN cible ne se distinguent presque pas des blancs lorsque 
la température d'hybridation est de 40°C. 

A la figure n°17, nous observons l'effet de la température sur l'hybridation 
dans les puits NucleoLink. La détection de chaque dilution de I' ADN cible atteint un 
maximum pour une température d'hybridation de 50°C et 60°C. Notons que pour une 
température d'hybridation de 40°C, il n'y a pas de grande différence pour les faibles 
concentrations en ADN cible et les blancs. 

Désormais, l'hybridation dans les puits NucleoLink se réalisera à 50°C tandis 
que celle dans les puits Covalink se fera à 60°C. 
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Figure n° 15 : Courbe de concentration en sondes pour détecter différentes quantités en ADN 
cible de Chlamydia pneumoniae dans des puits Nucléolink contenant 200 ng de 
trappeur et des quantités variables d'amplicons allant de 0 à 400 ng. 
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Figure n° 16: Influence de la température d'hybridation et d'ADN cible de Chlamydia 
pneumoniae dans des puits Covalink où 200 ng de trappeur T229 ont été mis à 
fixer en présence de diverses concentrations en ADN cible. 
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Figure n° 17 : Influence de la température d'hybridation pour la détection de différentes 
quantités d'ADN cible de Chlamydia pneumoniae dans des puits Nucléolink où 
200 ng de trappeur T229 ont été mis à fixer en présence de différentes 
concentrations en ADN cible. 
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Figure n° 18 : Représentation schématique du principe de la PCR dans 
les puits contenant du trappeur fixé ( en bleu). La première 
étape (A) consiste à la fixation de trappeur dans le puits. 
Ensuite, on y amplifie de l'ADN cible (en vert)(B et C). 
Celui-ci est alors dénaturé afin de permettre son 
hybridation au trappeur (D). Enfin, l'hybridation des 
sondes(en rouge) à l'ADN cible permet la détection de ce 
dernier. 



Résultats et discussion 

Pour conclure l'étude de l'hybridation, voici un tableau récapitulant toutes les 
conditions permettant d'obtenir une hybridation optimale dans les puits Covalink et 
NucleoLink : 

Puits Covalink Puits NucleoLink 
- 200 ng de trappeur T229 fixés par puits - 200 ng de trappeur T229 fixés par puits 
- 2,5 ng de sondes - 2,5 ng de sondes 
- température d'hybridation= 60°C - température d'hybridation entre 50 et 60°C 

4. Optimalisation de l'amplification d'ADN cible de C. pneumoniae dans les 
puits NucleoLink. 

4.1. Essai d'amplification d'ADN cible dans les puits NucleoLink contenant 200 
ng de trappeur mis à fixer et dans les tubes à PCR classiques. 

Maintenant que nous avons mis au point l'hybridation, nous allons nous intéresser à 
l'optimalisation de la PCR d'ADN cible réalisée directement dans des puits NucleoLink 
contenant déjà le trappeur préalablement fixé (voir figure n° 18). 

Cette étude est nécessaire car rien ne nous prouve que l'amplification se déroulera de 
la même façon en présence d'ADN trappeur. 

4.1.1. Description de l'expérience. 

Dans un premier temps, nous avons réalisé une amplification d'ADN cible dans 
les conditions utilisées jusqu'ici dans ce travail (voir matériel et méthodes). Cette PCR a été 
réalisée dans des tubes à PCR classiques et dans des puits NucleoLink contenant 200 ng de 
trappeur mis à fixer. La seule modification qui intervient ici, est qu'on ne dépose plus, par 
puits, que 45 µl de mix PCR et 5 µl d'ADN matrice à amplifier de façon à avoir un volume 
total de 50 µ I. 

Pour cette expérience, nous avons utilisé des tubes à PCR et des puits 
NucleoLink contenant 200 ng de trappeur mis à fixer. Nous avons réalisé une courbe de 
concentrations en ADN cible (107,106,105,104,103,102 et 10 copies par µl et des blancs). Cette 
expérience a été réalisée en triple dans le cas des puits NucleoLink et en quadruple dans le cas 
des tubes à PCR. 

Une fois la PCR terminée, le bon déroulement de l'amplification a été vérifié. 
Pour cela, nous avons fait migrer les produits PCR ainsi qu'un marqueur de poids moléculaire 
sur un gel d'agarose 2 % (voir matériel et méthodes). 

4.1.2. Observations. 

Les résultats sont présentés à la figure n° 19. 
Il n'y a pas de problème d'amplification dans les tubes à PCR classiques. En 

effet, à ce stade, nous pouvons détecter sur gel la présence de 1000 copies d'ADN de 
C. pneumoniae. Par contre, nous n'observons pas de bandes d'amplicons lorsque la PCR est 

43 



1200 bp 

800 bp 

400 bp 

ML 2 3 4 

Figure n° 19: Vérification de l'amplification d'ADN cible de Chlamydia 
pneumoniae lorsque la PCR est réalisée dans des puits 
contenant le trappeur. Le marqueur de poids moléculaire 
(ML) utilisé est le Low DNA Mass Ladder 
(BOEHRINGER Mannheim GmbH, Mannheim, 
Allemagne). En pistes 1 et 2, nous avons déposé les 
produits PCR réalisés à partir de 103 copies d'ADN) dans 
des tubes à PCR. En pistes 3 et 4, nous avons déposé les 
produits PCR réalisés à partir de 103 copies d'ADN dans 
des puits Nucléolink où 200 ng de trappeur T229 ont été 
mis à fixer. 
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Figure n° 20 : Représentation schématique del 'hybridation d'ADN cible de 
Chlamydia pneumoniae sur support solide lorsque l'on utilise le 
trappeur T209. 



Résultats et discussion 

réalisée dans les puits NucleoLink contenant le trappeur. 

4.1.3. Conclusions. 

Au vu de ces résultats négatifs, nous avons envisagé l'ensemble des paramètres 
et des facteurs pouvant influencer cette PCR. Le premier problème que nous avons considéré 
est celui du trappeur présent au fond des puits. En effet, il a été produit en utilisant une 
amorce (HR-1) identique à celle du cible. Le but de cette PCR est d'amplifier uniquement de 
l'ADN cible. Or, une des amorces de l'ADN cible (HR-1) sert également pour l'amplification 
de I 'ADN trappeur. Elle pourrait donc se fixer au brin complémentaire du trappeur fixé de 
façon non spécifique au support et l'amplifier, aux détriments del' ADN cible. 

Nous avons décidé d'utiliser un nouveau trappeur plus court ne contenant 
aucune séquence identique aux amorces utili sées pour amplifier l' ADN cible (209 bp) (figure 
n° 20). Ce trappeur a été produit grâce à une nouvelle amorce (HRP2). Celui-ci ne pourrait 
donc pas être amplifié par les amorces nécessaires à l'amplification d'ADN cible. Nous avons 
donc produit ce trappeur (baptisé T209) . Les conditions de son amplification sont exactement 
les mêmes que celles utilisées pour l' amplification du trappeur T229, à l'exception des 
amorces employées (HR2P et HM-1). Le trappeur T229, le trappeur T209 et un marqueur de 
poids moléculaire (Low DNA Mass Ladder) ont été déposé simultanément sur gel d'agarose 
2 % (voir figure n° 2 1). Par la même occasion, nous avons quantifié le T209. Les 
concentrations obtenues sont de 5 ng/µI pour le T209 . Nous avons, enfin, fixé le T209, à 
raison de 200 ng par puits, au fond des puits NucleoLink. La fixation se fait dans les mêmes 
conditions que pour celle du trappeur T229. 

4.2. Influence de la longueur du trappeur. 

4.2.1. Description de l'expérience. 

Une comparaison de la PCR dans les puits NucleoLink pour les deux types de 
trappeur (T229 et T209) a été effectuée. Pour réaliser cette expérience, nous avons utilisé huit 
puits NucleoLink contenant du trappeur T229 et huit puits NucleoLink contenant du trappeur 
T209 . Nous gardons toujours les mêmes conditions d'amplification décrites par Campbell et 
al. (1992). La seule différence réside dans le fait qu ' on ne dépose plus que 45 µl de mix PCR 
et 5 µI d 'ADN matrice à amplifier par puits. Afin d 'être sûr d 'obtenir des résultats, nous avons 
augmenté les concentrations en ADN matrice. Une courbe de concentrations en ADN matrice 
a été réali sée (108

, 109
, 1010 copies et des blancs). Quand l'amplification a été terminée, nous 

avons déposé les produits de la PCR ainsi qu'un marqueur de poids moléculaire sur un gel 
d 'agarose 2 % afin d'analyser les amplicons produits (voir matériel et méthodes). 

4.2.2. Observations. 

Les résultats obtenus à partir de 1010copies sont présentés à la figure n° 22. 

L 'amplification n'a eu lieu que dans les puits NucleoLink contenant du 
trappeur court T209 fixé. Aucune amplification n'est observée dans les puits NucleoLink 
contenant du trappeur T229. 
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Figure n° 21 : Analyse et quantification de l'amplification des deux trappeurs T229 et 
T209. Le trappeur T229 est déposé dans les pistes 2 (1 µl), 5 (2 µl) et 8 
( 4 µl) . Le trappeur T209 est déposé dans les pistes 3 ( 1 µl), 6 (2 µl) et 9 
(4 µl). Le marqueur de poids moléculaire ( Low DNA Mass Ladder 
BOEHRINGER Mannheim GmbH, Mannheim, Allemagne) est 
déposé dans les pistes 1 (1 µl) , 4 (2 µl) et 7 (4 µl). 
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Figure n° 22 : Influence de la longueur des trappeurs présents lors de la PCR 
En pistes 1 et 2, nous avons déposé les produits PCR réalisés à 
partir de 101 0 copies d'ADN dans des puitsNucléolink où 200 
ng de trappeur T229 ont été mis à fixer. En pistes 3 et 4, nous 
avons déposé les produits PCR réalisés à partir de 101 0 copies 
d' ADN dans des puits Nucléolink où 200 ng de trappeur T209 
ont été mis à fixer. Le marqueur de poids moléculaire (ML) 
utilisé est le Low DNA Mass Ladder (BOEHRINGER 
Mannheim GmbH, Mannheim, Allemagne). 



Résultats et discussion 

4.2.3. Conclusions. 

L'hypothèse concernant le problème dû à l'amorce HR-1 s'est avérée exacte. 
Désormais, toutes les amplifications d'ADN cible se réaliseront dans des puits NucleoLink 
contenant du trappeur plus court T209. 

La PCR d'ADN cible de Chlamydia pneumoniae dans des puits NucleoLink est 
donc possible. 

Dès que l'amplification d'ADN cible de Chlamydia pneumoniae a été possible, 
nous avons cherché à l'optimaliser et ce, en faisant varier différents paramètres cruciaux de la 
PCR à savoir le type d'enzyme, la concentration en amorces, la concentration en dNTPs, ... 

4.3. Influence du choix de l'enzyme. 

4.3.1. Description de l'expérience. 

Dans cette expérience, nous avons amplifié différentes quantités d'ADN cible 
(10 10

, 109,108 et des blancs) avec différentes enzymes (l' AmpliTaq Gold™ de Perkin Elmer, 
la DiNAzyme (Finnzymes Oy, Espoo, Finlande) et la Taq DNA Polymerase de 
BOEHRINGER Mannheim GmbH) dans des puits NucleoLink où 200 ng de trappeur T209 
ont été mis à fixer. Comme pour toute amplification dans les puits NucleoLink, on dépose 
45 µId e mix PCR et 5 µId' ADN matrice à amplifier par puits. 

Le mix pour I 'AmpliTaq Gold™ de Perkin Elmer est réalisé selon le protocole 
standard décrit dans le chapitre matériel et méthodes. 

Pour I ml de mix de la Taq DNA Polymerase (5 U/µI), nous avons utilisé 
100 µI de tampon conseillé par la firme (2 mM Tris HCI, 0,1 mM dithiothreitol, 0,01 mM 
EDTA, 0,01 M KCI, 0,05 % Nonidet P40, 0,05 % Tween 20, 5% Glycérol, pH 8,0), 40 µIde 
dNTPs master mix , 10 µl de Taq. Les amorces sont à une concentration de 0,5 µM. On met à 
vo lume avec de l'eau distillée. 

Pour I ml de mix pour la DiNAzyme (2 U/µI), nous avons utilisé 100 µl de 
tampon, 40 µI de dNTPs master mix, 10 µ1 d'enzyme. Les amorces sont à une concentration 
de 0,5 µM. 

Cette expenence a dû être réalisée lors de deux PCR différentes car la 
DiNAzyme et I' AmpliTaq Gold™ ont une activité optimale à 72°C tandis que la Taq DNA 
Polymerase a une activité optimale à 75°C. 

Il faut remarquer que 1' AmpliTaq Gold™ est la seu le à requérir 10 minutes à 
95°C avant de commencer les cycles. Les deux autres enzymes n'ont besoin que de trois 
minutes à 95°C. 

Une fois la PCR terminée, on a analysé les échantillons à différentes 
concentrations (1, 2, 3 et 4 µ!) sur un gel d'agarose 2 %. 
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Figure n° 23 : Analyse des produits PCR obtenus par trois enzymes différentes 
lors de l'amplification en présence de trappeur. Dans les pistes 1 à 
4, nous avons déposé des produits PCR réalisés avec la Taq DNA 
polymerase (BOERHINGER). Les produits PCR obtenus avec la 
DyNAzymeTM II DNA polymerase (FINNZYMES OY, Espoo, 
Finlande) ont été déposés dans les pistes 5 à 8. Les produits PCR 
réalisés avec l' AmpliTaq GoldTM (Perkin Elmer, Gaithersburg, 
USA) ont été déposés dans les puits 9 à 12. Les PCR ont été 
réalisées à partir de 108 copies d'ADN (pistes 3, 7 et 11), de 109 

copies (pistes 2, 6 et 10), de 1010 copies d' ADN(pistes 1, 5 et 9). 
Des blancs ont été réalisés (10 µl H20 distillée)(pistes 4, 8 et 12). 
Le marqueur de poids moléculaire(ML) est le Low DNA Mass 
Ladder(BOEHRINGER Mannheim GmbH, Mannheim, 
Allemagne). 



Résultats et discussion 

4.3.2. Observations. 

Les résultats sont présentés à la figure n° 23. L'amplification a bien fonctionné 
pour les trois enzymes puisque l'on observe bien une bande d'amplification dans les trois 
conditions en cible utilisées._ On note cependant quel' AmpliTaq Gold™ est la seule enzyme à 
ne pas produire d'amplification non-spécifique. 

4.3.3. Conclusions. 

Le fait qu ' il n'y ait pas d'amplification non-spécifique pour l' AmpliTaq 
Gold™ est dû à la conformation spéciale de l 'AmpliTaq Gold™: l'enzyme est bloquée pour 
éviter toute activité à température ambiante. L'agent bloquant ne se décroche de l'enzyme 
qu'après un passage de dix minutes à 95°C. L' AmpliTaq Gold™ n'est donc fonctionnelle que 
pour le premier cycle réalisé dans l'appareil PCR. Les deux autres enzymes n'ayant pas 
d'agent bloquant, sont déjà actives avant que le premier cycle ne démarre et que les amorces 
aient pu se fixer de manière non spécifique. 

Etant donné qu'il n'y a pas de grande différence entre les trois enzymes en ce 
qui concerne la sensibilité de la PCR , le choix va essentiellement se baser sur la spécificité de 
l'amplification. Donc, désormais, toutes les PCR d'ADN cible dans des puits NucleoLink où 
200 ng de trappeur T209 ont été mis à fixer, se réaliseront avec de I' AmpliTaq Gold™. 

4.4. Influence de la concentration en amorces. 

Après avoir déterminé que l'AmpliTaq Gold™ de Perkin Elmer était l'enzyme qui 
permettait la meilleure amplification de I' ADN cible, nous avons décidé d'étudier le rôle de la 
concentration en amorces. 

4.4.1. Description de l'expérience. 

Nous avons réalisé l'amplification de différentes quantités d'ADN cible 
(108

, 109
, 10 10 copies) avec différentes quantités en amorces (0,1 µM , 0,2 µM, 0,5 µM , 1 µM , 

2 µM et 4 µM ) dans des puits NucleoLink où 200 ng de trappeur T209 ont été mis à fixer. 
Dans la sol ution de base, seule la concentration en amorces change. 45 µIde mix PCR et 5 µl 
d'ADN matrice à amplifier sont déposés dans chaque puits. 

Une fois la PCR terminée, nous avons fait migrer les produits PCR sur un gel 
d 'agarose 2%. 

4.4.2. Observations. 

Les résultats sont présentés à la figure n° 24. Les trois concentrations en ADN 
cible donnent une valeur assez homogène et très élevée d' amplicons à une concentration de 
0,5 µM en amorces. Les bandes d 'ADN cible sont moins bien homogènes dans le cas de 
concentrations supérieures à 0,5 µM . On peut remarquer également la fluorescence due aux 
amorces seules ou en dimères, fluorescence qui croît au fur et à mesure que la concentration 
en amorces augmente. 
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Figure n° 24 : Influence de la concentration en amorces sur la PCR réalisée en 
présence des trappeurs. Cette expérience a été réalisée avec 
différentes concentrations en amorces : dans la première partie du 
gel (A) : 0, 1 µM (pistes 1 à 4 ), 0,2 µM (pistes 5 à 8) et 0,5 µM 
(pistes 9 à 12),dans la deuxième partie du gel: 1 µM (pistes 13 à 
16), 2 µM (pistes 17 à 20) et 4 µM (pistes 21 à 24) . Nous avons 
fait une courbe en concentrations en ADN cible : les PCR ont été 
réalisées à partir de 108 copies d ' ADN (pistes 1, 5, 9, 13 et 17), 
109 copies d'ADN (pistes 2, 6, 10, 14 et 18), 1010 copies d' ADN 
(pistes 3, 7, 11 , 15 et 19). Les pistes 4, 8,12, 16 et 20 représentent 
les blancs (10 µl H20 distillée). Le marqueur de poids 
moléculaire(ML) utilisé est le Low DNA Mass Ladder 
(BOEHRINGER Mannheim GmbH, Mannheim, Allemagne) . 
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Figure n°25 : Influence de la concentration en dNTPs sur l'amplification 
PCR réalisée en présence de trappeurs. Pour cette expérience, 
nous avons utilisé différentes quantités en dNTPs : dans la 
première partie du gel (A): 10 µM (pistes 1 à 4), 20 µM 
(pistes 5 à 8) et 50 µM (pistes 9 à 12) et dans la deuxième 
partie du gel (B) : 100 µM (pistes 13 à 16), 200 µM (pistes 17 
à 20) et 400 µM (pistes 21 à 24). Nous avons réalisé les PCR 
à partir de différentes quantités en ADN : 108 copies en ADN 
(pistes 1, 5, 9, 13, 17 et 21), 109 copies en ADN (pistes 2, 6, 
10, 14, 18 et 22), 1010 copies en ADN (pistes 3, 7, 11, 15, 19 
et 23). Les pistes 4, 8, 12, 16, 20 et 24 représentent les blancs 
(10 µl ~O distillée). Le marqueur de poids moléculaire utilisé 
est le Low DNA Mass Ladder (BOEHRINGER Mannheim 
GmbH, Mannheim, Allemagne). 
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Résultats et discussion 

4.4.3. Conclusions. 

Etant donné que des concentrations supeneures ou inférieures à 0,5 µM ne 
donnent pas une meilleure amplification, nous avons décidé, au terme de cette expérience, 
d'utili ser comme auparavant une concentration en amorces de 0,5 µM . Ceci permet de 
diminuer aussi la présence des dimères d'amorces. 

4.5. Influence de la concentration en dNTPs. 

4.5.1. Description de l'expérience. 

Après avoir fait varier la concentration en amorces, nous sommes passés à 
l'étude de l'influence de la concentration en dNTPs sur l'amplification d ' ADN cible de 
C. pneumoniae dans des puits NucleoLink où 200 ng de trappeur T209 ont été mis à fixer. 

Pour cela, nous avons amplifié différentes quantités d'ADN matrice (108
, 109

, 

10 10 copies) avec des quantités variables en dNTPs delO µM , 20 µM , 50 µM , 100 µM , 
200 µM ou 400 µM dans des puits NucleoLink où 200 ng de trappeur T209 ont été mis à 
fixer. Dans le mix standard décrit dans le chapitre matériel et méthodes, seule la concentration 
en dNTPs change. Dans chaque puits, on dépose 45 µl de mix PCR et 5 µI d 'ADN matrice à 
amplifier. 

Une fois la PCR terminée, nous avons fait migrer les produits PCR ainsi qu'un 
marqueur de poids moléculaire sur un gel d'agarose 2 %. 

4.5.2. Observations. 

Les résultats sont présentés à la figure n° 25. Les trois concentrations en ADN 
cible sont visibles à partir d'une concentration en dNTPs de 50 µM . On remarque la formation 
de dimères d'amorces. Aucune bande n'est observée dans la piste des blancs (la PCR n'a donc 
pas été contaminée). Un maximum de fluorescence des bandes est constaté pour une 
concentration en dNTPs de 200 µM . 

4.5.3. Conclusions. 

Optimaliser la quantité en dNTPs est très important pour la réalisation d 'une 
PCR. Les dNTPs forment un complexe soluble avec les ions Mg++ du tampon. La 
concentration en dNTPs influence la concentration en Mg++ libre nécessaire à l'activité de la 
polymérase. Une concentration trop élevée en dNTPs favorise aussi une mauvaise 
incorporation de bases par l'enzyme. 
Désormais, nous utili serons donc, pour l'amplification d ' ADN cible dans des puits 
NucleoLink où 200 ng de trappeur ont été préalablement fixé, une concentration en dNTPs de 
200 µM . 
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Figure n° 26 : Analyse sur gel d' agarose del' amplification de différentes quantités 
en ADN cible de C. pneumoniae ( de 0 à 5.109 copies) dans des tubes à 
PCR classiques. Le marqueur de poids moléculaire utilisé est le Low 
DNA Mass Ladder (BOEHRINGER Mannheim GmbH, Mannheim, 
Allemagne). 



Résultats et discussion 

D'autres paramètres de PCR peuvent encore être testés comme par exemple la concentration 
en Mg++, la température d'annealing, ... Cependant, ayant obtenu des résultats concluants en 
PCR réalisée dans des tubes et en hybridation sandwich, une première courbe de 
concentrations en ADN cible de C. pneumoniae en PCR normale avec détection par 
hybridation ainsi qu'une PCR en tube unique pouvait déjà être entreprise. 

5. Courbe de concentrations en ADN cible de C. pneumoniae amplifié par 
PCR et détecté par hybridation. 

5.1. PCR d'ADN cible de C. pneumoniae dans des puits NucleoLink et dans des 
tubes à PCR classiques. 

5.1.1. Description de l'expérience. 

Après avoir travaillé sur la PCR et l'hybridation dans les deux types de puits, 
nous avons réalisé une expérience qui nous a permis de vérifier et de comparer la sensibilité 
de la détection d'ADN de C. pneumoniae dans les deux types de puits. 

Pour cela, nous avons réalisé une amplification d'ADN cible dans des tubes à 
PCR classiques et dans des puits NucleoLink où 200 ng de trappeur T209 ont été mis à fixer. 
Les produits de la PCR réalisée dans les tubes à PCR class iques ont été ensuite hybridés dans 
des puits Covalink où 200 ng de trappeur T229 ont été mis à fixer. Par contre, les produits de 
la PCR réalisée dans les puits NucleoLink sont hybridés dans le puits où ils ont été amplifiés. 
Pour les deux amplifications, nous avons réalisé une courbe de concentrations en ADN 
matrice (109

, 108
, 107

, 106, 105, 104
, 103 copies par µ1 ainsi que des blancs) . Le mix PCR 

utili sé pour l'amplification dans les tubes à PCR classiques est le même que celui décrit dans 
le chapitre matériel et méthodes. Par contre, le mix utilisé pour 1' amplification dans les puits 
NucleoLink reprend les modifications suite à l'optimalisation de la PCR dans les puits 
NucleoLink (200 µM en dNTPs et 0,5 µM en amorces). Dans chaque puits ou tube, nous 
avons déposé 45 µ 1 de mix PCR et 5 µ 1 d'ADN matrice à amplifier. Tous les tests ont été 
réali sés en quadruple. 

Après la PCR, les produits de l'amplification (20 µl), ainsi qu'un marqueur de 
poids moléculaire (Low DNA Mass Ladder, BOEHRINGER MANNHEIM GmbH, 
Mannheim, Allemagne) ont été déposés sur un gel d'agarose 2 %. 

Le reste des produits d'amplification a été conservé afin de réaliser une 
hybridation . 

5.1.2. Observations. 

Les résultats sont présentés aux figures n° 26 et 27. 

Pour les puits Covalink, nous remarquons les bandes d'amplification pour 
toutes les PCR réali sées. On décèle une diminution de fluorescence des bandes pour les PCR 
réalisées avec 5. 104 copies ou moins. Les puits contenant les blancs ne montrent pas la 
moindre trace d'amplification. 
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Figure n° 27 : Analyse sur gel d'agarose de l'amplification de différentes 
quantités en ADN cible de C. pneumoniae (de O à 5.109 copies) 
dans des puits Nucléolink. Le marqueur de poids moléculaire 
utilisé est le Low DNA Mass Ladder (BOEHRINGER Mannheim 
GmbH, Mannheim, Allemagne). 



Résultats et discussion 

Pour les puits NucleoLink, on n'observe aucune bande d'amplification pour les 
PCR réalisées avec moins de 5. 107 copies d'ADN matrice. De plus, l'amplification semble 
peu reproductible. 

5.1.3. Conclusions. 

La PCR dans les puits Covalink semble être au point étant donné qu'on peut 
voir sur gel une PCR réalisée avec 5. 103 copies. Par contre, la PCR n'est visiblement pas 
encore optimalisée dans les puits NucleoLink puisqu'on n'arrive pas à déceler les PCR 
réalisées avec moins de 5. 107 copies. 

5.2. L'hybridation. 

Cette expérience va nous permettre d'estimer la sensibilité de l'hybridation dans les 
deux types de puits. L'efficacité de chaque type de puits pourra aussi être comparée. Enfin, au 
terme de cette expérience, nous pourrons également mettre en parallèle les résultats de la mise 
sur gel d'agarose 2 % et ceux de l'hybridation. 

5.2.1. Description de l'expérience. 

1) Hybridation dans les puits NucleoLink. 

Afin de permettre l'hybridation de !'ADN cible de C. pneumoniae amplifié par 
PCR sur les trappeurs T209, chaque puits doit contenir 20 µl d'ADN cible, 70 µl de solution 
d'hybridation à laquelle de !'ADN de sperme de saumon est rajouté et 10 µIde sondes où 
chaque sonde aura une concentration de 2,5 ng par puits (concentration déterminée lors de 
l'optimalisation de l'hybridation dans les puits NucleoLink). Les puits sont placés dans un 
appareil PCR effectuant le programme suivant: 

# 10 minutes à 94°C afin de dénaturer l' ADN cible, les sondes et I' ADN de sperme 
de saumon 

# 2 heures à 50°C (température déterminée lors de l'optimalisation de l'hybridation 
dans les puits NucleoLink). 

Une fois l'hybridation terminée, les puits sont lavés. On y ajoute le conjugué et 
on révèle. Ils sont ensuite lus au spectrophotomètre (450-655nm ou 405-655 nm) (voir 
protocole dans le chapitre matériel et méthodes). 

2) Hybridation dans les puits Covalink. 

Les conditions d'hybridation sont les mêmes que celles des puits NucleoLink. 
Le protocole utilisé est celui repris dans le chapitre matériel et méthodes. La température 
d'hybridation est de 60°C (voir optimalisation de l'hybridation dans les puits Covalink). 
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Figure n° 28 : Courbe de concentrations en ADN cible de C. pneumoniae (0 à 5.109 copies) 
amplifié puis hybridé dans des puits Covalink. 



Résultats et discussion 

5.2.2. Observations. 

La figure n° 28 représente la D.O. (405-655 nm) en fonction du nombre de 
copies d'ADN de C. pneumoniae avant PCR dans le cas de l'hybridation dans les puits 
NucleoLink. On observe la courbe de concentrations en ADN cible avec une limite de 
détection pour 5. 106 copies. 

La figure n° 29 représente la D.O. (405-655 nm) en fonction du nombre de 
copies d'ADN de C. pneumoniae avant PCR dans le cas de l'hybridation dans les puits 
Covalink. La D.O. est à une valeur plateau jusqu'à une dilution de 103 copies d'ADN par µ1. 
La limite de sensibilité, ici , est au moins de 5000 copies. 

Enfin, nous avons réalisé un troisième graphique (figure n° 30) doublement 
logarithmique représentant les mesures calorimétriques (D.O. (405-655 nm)) en fonction du 
nombre de copies d'ADN de C.pneumoniae avant PCR et ce, pour les deux types de puits. On 
y remarque clairement la différence de sensibilité de détection entre les deux types de puits. 
Le signal est très élevé dans les puits Covalink, quelle que soit la dilution en ADN cible, alors 
qu'il est très faible dans les puits NucleoLink pour les fortes dilutions en ADN cible et 
n'augmente que pour les hybridations réalisées à partir de 5. 107 copies. 

5.2.3. Conclusions. 

Au terme de cette expérience, nous pouvons tirer quelques conclusions très 
importantes : 

# la détection des amplicons par hybridation est plus sensible que la visualisation 
sur gel. Dans le cas des puits Covalink, on ne peut pas remarquer cette différence de 
sensibilité de détection . Par contre, pour les puits NucleoLink, l' hybridation est plus sensible 
que l'analyse sur gel. 

# dans le cas des puits Covalink, le but de ce mémoire est atteint : nous avons réussi 
à optimaliser l'hybridation d'ADN cible sur des trappeurs T229 fixés dans les puits. Nous 
avons réalisé la PCR avec un minimum de 103 copies d'ADN matrice à amplifier par µl et 
nous constatons que pour ce minimum, la valeur des résultats est toujours très élevée. 

# dans le cas des puits NucleoLink, la courbe de concentrations est manifeste pour 
les troi s plus grandes quantités d'ADN cible. Il est vrai que nous n'avons pas terminé la mise 
au point de la PCR d'ADN cible dans les puits NucleoLink où de I' ADN trappeur T209 a été 
fixé. Cependant, nous avons toutefois réussi à obtenir une amplification d'ADN cible. 

6. Détermination de la sensibilité de l'hybridation dans les puits Covalink. 

Au cours de la dernière expérience, nous avions amplifié différentes quantités en ADN 
cible que nous avions ensuite hybridé. Pour les puits Covalink, nous avions remarqué que le 
signal était encore maximal pour la détection d'une PCR réalisée à partie de 5000 copies. 
Nous avons donc voulu savoir si la méthode pourrait détecter des PCR réalisées avec moins 
de copies. 
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Figure n° 29 : Courbe de concentrations en ADN cible de C. pneumoniae (0 à 5.109 copies) 
amplifié puis hybridé dans des puits Nucléolnik. 



♦ ♦ 
♦ 

' ♦ --s ♦ ♦ 

C 
li) 
li) 
~ ■ 1 
li) 
0 
'-:!' .._, 

0 ♦ Moyenne cova 
ci ■ Moyenne nuclée 

■ 
~ 
~ 

"O 
~ s 
-= .... ·-1-, 
~ 
0JJ ■ 0 ■ ..:i 

■ 

■ 

0 , 1 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 0 0 

0 0 0 0 0 0 
0 0 0 0 0 

0 0 0 0 
0 0 0 

0 0 
0 

Logarithme du nombre de copies d'ADN de C. pneumoniae avant PCR 

Figure n°30 : Comparaison de la sensibilité de l'hybridation dans les puits Covalink et Nucléolink. 
On a amplifié différentes quantités en ADN cible (de 5.103 à 5.109 copies) que l'on a 
ensuite hybridé dans des puits Covalink où 200 ng de trappeur T229 ont été préal
ablement fixé. 
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Figure n° 31 : Analyse sur gel d'agarose de produits PCR. On a amplifié différentes 
quantités en ADN cible de C. pneumoniae allant de 50 à 5.105 copies 
dans des tubes à PCR classiques. Le marqueur de poids moléculaire (en 
piste 3) utilisé est le Low DNA Mass Ladder (BOEHRINGER 
Mannheim GmbH, Mannheim, Allemagne). 



Résultats et discussion 

6.1. PCR d'ADN cible de C. pneumoniae dans des tubes à PCR classiques. 

6.1.1. Description de l'expérience. 

Nous avons donc réalisé une amplification d'ADN cible en quantité plus faible 
dans des tubes à PCR classiques. Les produits de la PCR ont été ensuite hybridés dans des 
puits Covalink où 200 ng de trappeur T229 ont été mis à fixer. Nous avons réalisé une courbe 
de concentrations en ADN matrice (5.104, 5.103

, 5.102 et 50 copies). Le mix PCR utilisé pour 
l'amplification est le même que celui décrit dans le chapitre matériel et méthodes. Dans 
chaque tube, nous avons déposé 45 µl de mix PCR et 5 µl d'ADN matrice à amplifier. Tous 
les tests ont été réalisés en quadruple. 

Après la PCR, les produits de l'amplification (20 µl), ainsi qu'un marqueur de 
poids moléculaire (Low DNA Mass Ladder, BOEHRINGER MANNHEIM GmbH, 
Mannheim, Allemagne) ont été déposés sur un gel d'agarose 2 %. 

Le reste des produits d' amplification a été conservé afin de réaliser une 
hybridation . 

6.1.2. Observations. 

Les résultats sont présentés à la figure n° 31. 

Nous remarquons que la PCR a très bien marché étant donné qu'on arrive à 
voir sur le gel d'agarose les bandes des amplifications réalisées à partir de 50 copies. 

6.1.3. Conclusions . 

On peut considérer que la PCR est optimale car on peut voir sur gel des 
amplifications réali sées à partie de 50 copies. 

6.2. L'hybridation des produits PCR. 

6.2.1. Description de l'expérience. 

Afin de permettre l' hybridation de !'ADN cible sur son trappeur, chaque puits 
doit contenir 20 µId' ADN cible, 70 µIde solution d'hybridation et 10 µl de sondes où chaque 
sonde aura une concentration de 2,5 ng par puits. 

Le protocole utilisé est décrit dans le chapitre matériel et méthodes. La 
température d ' hybridation est de 60°C (température déterminée lors de l'optimalisation de 
l' hybridation dans les puits Covalink). 

6.2.2. Observations. 

La figure n° 32 représente la D.O. (405-655 nm) en fonction du nombre de 
copies d'ADN de C. pnewnoniae avant PCR. 
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Figure n° 32 : Détermination de la sensibilité de l'hybridation d'ADN cible de C. 
Pnewnoniae sur son trappeur dans des puits Covalink. Dans cette 
expérience, nous avons amplifié une courbe de concentrations en ADN 
cible allant de 50 à 5.105 copies. Les produits de l'amplification ont 
ensuite été hybridés dans des puits Covalink où du trappeur T229 a été 
préalablement fixé. 



Résultats et discussion 

On remarque que le signal est toujours très élevé pour une PCR réalisée à partie 
de 50 copies. 

6.2.3. Conclusions. 

Nous pouvons donc considérer que la PCR d'ADN cible suivie d'une 
hybridation sandwich dans des puits Covalink est au point puisqu'il est dès lors possible de 
détecter de façon tout à fait claire 50 copies d'ADN de C. pneumoniae par PCR classique 
suivie d'une hybridation sandwich dans un puits en polystyrène. 
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Conclusions et perspectives 

Le but de ce mémoire était d'arriver à détecter l' ADN cible de C. pneumoniae par 
hybridation sur deux types de supports : les puits Covalink (en polystyrène) et NucleoLink 
(polypropylène). Ces derniers ont l'avantage de permettre l'amplification, l'hybridation et la 
détection d'ADN cible de C. pneumoniae dans le même puits. Toutes ces étapes sont 
réalisables dans le même puits car la nature de ce dernier permet de résister à des températures 
de plus ou moins 100°C, température utilisée lors de l'amplification. 

Afin d'atteindre cet objectif, nous avons étudié la fixation de l 'ADN trappeur et 
l'hybridation de !'ADN cible sur ce trappeur dans les deux types de puits. Au terme de ces 
expériences, nous avons conclu que l'hybridation d'ADN cible devait se réaliser dans des 
puits où 200 ng de trappeur avaient été mis à fixer. Néanmoins, étant donné que le plateau 
pour la fixation dans les puits n'est pas encore tout à fait atteint, nous devrions envisager une 
fixation avec des quantités supérieures à 200 ng de trappeur. 
Cette étude a également montré que l'hybridation obtient des résultats optimaux avec 2,5 ng 
de chaque sonde et une température d'hybridation comprise entre 50 et 60°C pour les puits 
NucleoLink et de 60°C pour les puits Covalink. 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l'amplification d'ADN cible dans les puits 
NucleoLink où 200 ng de trappeur avaient été mis à fixer. Suite à cette étude, l'amplification 
d'ADN cible dans ces conditions obtient de meilleurs résultats lorsqu'on utilise: 

# le trappeur plus court (T209) 
# l' AmpliTaq Gold™ 
# une concentration en amorces de 0,5 µM 
# une concentration en dNTPs de 200 µM . 

Notre travail a été clôturé par l'amplification de différentes quantités de copies d'ADN 
de C. pneumoniae hybridées dans les puits Covalink et NucleoLink de façon à mesurer la 
sensibilité du système classique et du système "tube unique" pour la détection de C. 
pneumoniae. La détection de l' ADN cible de C. pneumoniae dans les puits Covalink semble 
être au point puisqu'on arrive à détecter une PCR réalisée à partir de 50 copies d'ADN. 

En ce qui concerne la détection d'ADN cible dans les puits NucleoLink, nous 
n'arrivons, jusqu'à présent, à obtenir un signal que pour une PCR réalisée à partir de 107 

copies. Cela est dû au fait que l'optimalisation de la PCR d'ADN cible dans les puits 
NucleoLink où 200 ng de trappeur T209 ont été mis à fixer n'est pas encore atteinte. Il est vrai 
que nous n'avons étudié que deux paramètres. Afin de déceler un minimum de copies d'ADN, 
c'est-à-dire optimaliser la PCR d'ADN cible dans les puits NucleoLink, nous devrions faire 
varier d'autres paramètres comme la concentration en enzyme, la température d'annealing, la 
concentration en MgCJi, ... 

Cette PCR optimalisée, il faudra alors réaliser à nouveau l'amplification de différentes 
quantités de copies d'ADN cible et hybrider les produits de ces PCR dans les puits où ils ont 
été amplifiés . 

Une fois toute cette mise au point réalisée, il serait également intéressant d 'essayer 
d'amplifier, dans un premier temps, l' ADN cible à partir del' ADN génomique, et non plus, à 
partir du plasmide pCL-1. Cette étape est nécessaire avant de réaliser les mêmes tests mais à 
partir d'échantillons cliniques. Là aussi, il faudrait déterminer l'origine exacte de ces 
échantillons (frottis buccaux, frottis de gorge, ... ). Une étape essentielle dans la finalisation de 
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Conclusions et perspectives 

ce projet sera celle de l' optimalisation de l'extraction d'ADN à partir des différents 
échantillons cliniques contenant C. pneumoniae. A partir du moment où nous aurons obtenu 
des résultats concluants avec les échantillons cliniques hybridés dans les puits NucleoLink, on 
pourrait alors envisager l'automatisation de cette détection. 

Actuellement, deux techniques de détection pour C. pneumoniae sont utilisées en 
laboratoire : la culture cellulaire et la sérologie. Cependant, ces deux méthodes sont longues et 
peu précises. Mais si nous arrivons à optimaliser la détection par hybridation sandwich, nous 
aurions en main un outil de détection de C. pneumoniae plus rapide, plus sensible et plus 
spécifique. 
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