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Abrégé Descriptif

PROCEDE ET REACTIFS POUR LA DETECTION
DE MICRO-ORGANISMES

La preésente invention concerne des réactifs pour la detection de
micro-organismes. '

Selon l'invention, on utilise dans un milieu réactionnel en phase
aqueuse contenant une source de ca'rbone_ et une source d'azote, un
marqueur constitue par la résorufine, ou tout composé ayant une structure
chimique similaire. '

L'invention s'applique notamment a l'identification de mic’ro—organismes;

a l'obtention d'antibiogrammes et antifongigrammmes.
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PROCEDE ET REACTIFS POUR LA DETECTION

DE MICRO-ORGANISMES

La présente invention concerne de maniere générale la détection
de micro-organismes, dans différents milieux ou sur difféerents substrats,
pour différentes fins ou applications, telles que I'identification ou la
détection microbienne.

Plus precisement, l'invention s'intéresse aux réactifs, comprenant
un milieu réactionnel en phase aqueuse,' lequel contient au moins une source
de carbone, ainsi qu'un marqueur luminescent dont une émission lumineuse
est modifiable en conséquence du développement ou du ‘métabolisme du
micro-organisme & détecter, introduit dans le milieu réactionnel.

Par micro-organisme, on entend notamment les mxcrobes, bacte-
ries, et levures. . ' |

Par "emisssion lumineuse", on entend tout rayonnement lumineux
émis sous l'effet d'une excitation extérieure, notamment lumineuse, dans le
domaine du visible ou non, susceptible d'étre modifiée par le développement
du micro-organisme dans le milieu réactionnel, et d'étre observee, contré]ée

ou mesuree par tous moyens de detectlon optique, dont la sumple obser-

.

vation a l'oeil nu. Ressortent de cette deflmtlon, dlf.ferentes pr()prietes .
'_lummeuses, telles que la lummesc‘ence, la ﬂuorescence, la phosPhorescence,

‘visibles ou non a Il'oeil nu par exemple.

Depuis de nombreuses années, les fabricants et professmnnels des

réactifs'ou méthodes de detectlon de m1cro-orgamsmes sont a la recherche._.

d'une solutlon presentant ensemble les caractenshques essenttel!es

suivantes :

~ avoir un caractér'e universel Clest-a du‘e mdependante du type |

ou de l'espece des mlcro-orgamsmes recherches

- &tre substantiellement mdependante de la nature du mlheu ou du

g ,substrat dans lequel les mzcro-orgamsmes sont recherches

o presenter une grande sen31b111te.

L "

Aucune des methodes dispombles ce jour, y compns les plus
recentes, ne permet de repondre a toutes ces exigences, comme mon’cre et
détaillé ci-apres. N T '

~ Une premiére methode, et c'est la plus simple, consiste 3 prelever '
un echantlllon, eventuellement dLluer ce dermer de maniere successwe, et

\

apphquer lechanullon obtenu 3 la surface d'un milieu nutrltif gelose.
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Apres incubation pendant 24 a 48 heures, on procéde par des moyens
manuels ou video, au contréle de la présence des micro-organismes, et
eventuellement a leur comptage. La technique consistant a inmerger di-
rectement dans le milieu contrdlé des lames imprégnées avec un milieu
nutritif, et a contrdler, apres incubation, la présence de micro-organismes
sur ces lames, constitue en fait une variante de cette premieére méthode.

Une telle solution est peu sensible, et peu fiable, en particulier
lorsque des moyens de contréle vidéo sont utilisés. Une telle méthode
necessite egalement d'adapter ou choisir le milieu nutritif, en fonction des
micro-organismes recherchés. '

b

Une deuxieme meéthode, assez proche de la premiere, consiste a

‘pigmenter ou colorer l'échantillon prélevé, ou provoquer sa fluorescence,

“

avec toutes substances appropriées telle que !'acridine orange, puis a

~ observer directement l'echantillon ainsi traité, par exemple au microscope.

Pour 'essentiel, une telle methode présente des inconvénients comparables a
ceux de la premiere méthode ; en particuller, une telle solution demeure ma-

nuelle, et son automatisation apparart difficile.

‘ d | ' g . N

Une troisiéme méthode consiste prelever un echantillon, et a

b

mettre en culture ce dernier penddnt un. temps predetermme, puis a

observer le milieu de culture par nephelometrle ou ‘turbidimetrie. En
o 'autres termes, la presence de ‘micro-organismes est revelee par l'opacite
du mzlreu de culture. Une telle ‘méthode apparalt assez peu senSLble, et
'- IOpac1te observee ne resulte pas umquement de Ja presence des micro-

-orgamsmes, de telle sorte que cet‘te solutzon napparalt pas utlllsable ou

..‘
” L

exploitable pour des miheux brologrques complexes, par exemple des echan—. |

trllons de sang.

- Différentes methodes plus elaborees, par voie blochxmlque, et

faisant appel Ja colorlmetrre ou la fluorrmetrre, ont été prOposees pour

fde‘recter des micro- orgamsmes.

Une quatrleme méthode consrste a mettre en presence un echan—'

“

controler et un reactlf comprenant un hydrate de carbone comme le

glucose, et un mcllcateur de pH. Comme le développement, ou le méta-

‘bolisme du micro- orgamsme genere  des acides, ceux-ci ‘modifient la
- coloration de lmdrcateur de pH Une telle solution savere assez. peu

fsensrble, et n'a pas en tout cas un caractere unwersel

Une cinquiéme méthode consiste a mettre en presence un échan- |

'trllon a controler, et un mdlcateur chromogene d'oxydo reduc’mon, tel qu un_
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sel de tetrazolium. Les mecanismes biochimiques de la chaine respiratoire
des micro-organismes presents generent des substances réductrices telles
que NADH (Nicotinamide-Adénine-Dinucléotide Hydrogéne) ; cette substance
reductrice conduit a la réduetion de !l'indicateur, et donc a sa modification
de couleur. Une telle méthode est assez peu sensible, et en particulier les
sels de tétrazolium doivent étre utilisés en grande quantité. On notera ainsi -
que ces derniers sont toxiques et precipitent facilement.

Une sixieme méthode consiste a utiliser des substrats enzyma-
tiques de synthese, chromogéniques ou fluorogéniques. La présence de
certaines enzymes, liees au developpement des micro-organismes, conduit a
couper le substrat enzymatique en deux, et a libérer la partie chromogene
ou fluorogene, laquelle peut étre alors détectée.

Une telle methode ne présente pas de caractére universel, en ce

\

sens que le substrat enzymatique doit étre a chaque fois adapte au type de
micro-organisme recherché ; en particulier, Il n'existe pas une seule et
méme enzyme commune a tous les micro-organismes. Par allleurs,_ pour des
milieux biologiques complexes, tels que le sang ou l'urine, contenant deéja
des enzymes, cette méthode ne permet pas de distinguer ceux sPécifiques
aux mi'cro-organismes, par exemple bacteries ou microbes, dont on recher-
che la présence. ' '

Une septiéme méthode consiste & détecter les micro-organismes,
par I'intermédiaire du meétabolite ATP (AdénosinefTriuPhOSphate),. en pré- -

sence d'un substrat luciférine, et par oxydation de ce dernier en présence de

'luciférase, laquelle conduit a la bioluminescence du substrat précité. Une

telle méthode présente pour lessentlel les mémes inconvénients que ceux

énoncés pour la methode precedente.

Une huitieme méthode procede par Ja mise en évidence du gaz

'carbomque produit par les micro- orgamsmes, en presence d'une ou plusieurs

sources de carbone dans le milieu réactionnel ; une telle technique est par
exemple utxlisee en hemoculture pour déceler une présence mlcroblenne. La

détection du gaz carbomque peut etre radlometrlque, auquel cas on doit

utiliser une source de carbone marquee au C 14, ou 3pectro—photometr1que

dans I'infra-rouge. On peut ‘aussi mesurer la production de gaz carbonique
par le contrdle de laugmentanon de pression dans un systeme fermé, a
I'aide d'un manometre ou d'un capteur de pression appmprle. Une telle
methode est assez peu sensible, et dans le cas d'un marqueur radio-actif,

elle pose dlfferen'ts problemes de secunte et agrement admzmstratxf préa-
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lable du laboratoire de mesure. |

Une derniere meéthode consiste a détecter les micro-organismes,
par l'intermediaire de I!'évolution des parameétres électriques du milieu
reactionnel dans lequel les micro—organiSmes se développent ; ces parame-
tres €tant notamment ['impedance, la conductance ou la capitance. Sur la
base de cette meéthode, différents bio-capteurs ont été développés et mis
sur le marche, notamment dans le domaine agro-alimentaire. Une telle
technique est assez peu sensible, en particulier vis-a-vis des exigences de
diagnostic a des fins médicales. Et les matériels disponibles actuellement
selon cette solution sont assez peu performants. '

Au terme de cette analyse des solutions anterieures en matiere de
detection de micro-organisme, on observera au passage que certaines de ces
méthodes procedent par échantillonnage, c'est-a-dire le prélevement d'un

échantillon sur le milieu ou sur le substrat a contrdler, la culture de cet

“

echantillon, et éventuellement le prélévement a intervalles réguliers du

milieu de culture. De telles opérations, en général effectuées de maniére
manuelle, paraissent difficilement automatisable_s.

La présente invention a pour objet un réactif pour la détection de
micro-organismes, avec marqueur luminesCent, obviant la plupart des in-
convénients observés précédemment Plus-précisémen‘t'~ la présente invention
a pour objet un reactif et une methode de detectlon correspondante, '
permettant a la fois : ' | '

- une detection des mtcro-orgamsmes dlrectement sur le mllleu ou
l'échantillon a contrdler, ' o ' ' '

- une automatisation acceSSLble, compte- _tenu de la 51mp11c1te du
procédé d'analyse retenu _ ' ' ' ' '

- un caractere umversel c'est-a-dire substantiellement 1ndepen-—

dant et du milieu dans lequel on recherche Jee micro- orgamsmes, et de la

nature ou espece de ces demlers

- une bonne sen51b1hte, en partlculzer une detectton SOUS des
concentrations rela’cwement fa1b1e5 ' ' ' ' |

Grace 2 la découverte experlmentale exposee Ci- apres, on a trouve
un reactif repondant Bk ensemble des exigences precedentes.

- Cette procedure experimentale a ete la suivante :

Sous lactxon de la P- glucuromdase d'Escherichia coli, cultwee

~dans un bouillon approprle, il est possible de couper le substrat '

- methylumbelhferyl @D glucuromde, de Jlberer a1n51 la . methylumbelhferone
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fluorescente, et donc détecter la bactérie précitée.

lere expérience

En remplagant le substrat 4-methylumbelliferyl-8D-glucuronide par
le substrat resorufine-BD-glucuronide pour la recherche de la §-glucuronidase
d'E. coli, dans le méme bouillon, on a constate que bien que le nouveau
substrat soit hydrolyse au cours de la croissance bactérienne en ampoule, la
fluorescence rose de la resorufine ne s'exprime pas ; on obtient tout au plus

un liseret rose a l'interface bouillon/atmosphére gazeuse, alors que la

resorufine est soluble en milieux aqueux.

2eme _expeérience

Dans des ampoules steriles contenant le méme bouilion que
précédemment, on introduit de la résorufine libre a la concentration de 20
micromoles/litre. Les ampoules sont ensuite ensemencées par différentes

' ’ ' ’ ’ . . ' 6 .4 . |
souches bacteriennes d'enterobacteries, a raison de 10~ bactéries/ml.

Au depart, le bouillon est rose dans toutes les ampoules (fluo-

rescence de la résorufine).

Au-dela de & heures d'incubation a a 37° C, le milietj'c_les ampoules

montrant une croissance est décoloré (avec parfois un liseret rose en

| surface), alors que le témoin sans bacterle reste rose.

CONCLUSION DE CES DEUX’ EXPERIENCES

- La croissance bactérienne en b0u1110n en presence de résorufine

',entrame la dISpamtion de la fluorescence de ce marqueur.

- Bien que la nature de la réaction en questlon ne pulsse etre '

identifiée avec certltude, la resorufme apparait étre un excellent mdzcateur

de la crmssance bacterlenne.

A partir de cette decouverte, la presente 1nvent10n propose tout

.d'abord un réactif pour: la détection de mlcro orgamsmes, _comprenant un

milieu reactlonnel en phase aqueuse, contenant au moins une source de

'carbone et une source d' azote, ainsi qu'un marqueur fluorescent, constitue

| .par la ‘résorufine ou lorCLrufme, ou toutes formes anioniques de ces

composes chlmlques. Ces deux prodmts repondent aux formules exprlmees

'respectwement m-apres :

.
T oar
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Comme la fluorescence des maqueurs‘precnes a pour orjigine.'u'ne

delocahsatlon electromque 1mportante entre les posxt10ns3 et 7, generant

15 un hybrlde de résonnance selon la formule suivante

| n AT N
N

| Ja presente mventlon sest mteressee a tltre de marqueur,”aux
-qtructures chzmtquement proches, repondant aux deux formules generales;
. _ci-apres, et presentant egalement des pmprletes de fluorescence, unllsables.
: 25 'dans le cadre d’un reacnf selon I'mventlon, pour la detectnon de mlcro-..;_ﬁ
' Il saglt tout d'abord des composes 'chlmtques repondant .a la'_

'-formule suwante, sous forme neutre ou amomque

35
' danslaqueue,t

e Jes posmons (?') (#') et (5) sont occupees chacune pa:‘ un atome
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d'hydrogéne ou un substituant choisi dans le groupe comprenant le fluor, le
chlore, le brome des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate, carboxylique,
amide, cyano,

- un groupement oxy relie entre elles les positions (3') et (&)

- les positions (2), (3) et (5) sont occupées chacune par un atome

d'hydrogene ou un substituant choisi dans le groupe comprenant le fluor, le
chlore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate, carboxylique,
amide et cyano, ou les positions (2) et (3) appartiennent en commun au
noyau (A) et a un noyau insaturé ”

- X est une fonction hydroxyle ou amine.

Il s'agit ensuite des composés chimiques, sous forme neutre ou

anionique, repondant a la formule suivante :

- dans :laquelle les positions (6, 8, 9) sont ocCUpéés chacune" par un
atome d'hydrogene ou un substituant choisi dans le grOUpe comprepant le -
fluor, le chlore, le brome, des substltuants alkyle, alkoxy, carboxyllque,
amide et cyano " o

- dans laquelle les p051t10ns (l) et (4) sont occupees chacune par
un atome ou substntuant choisi dans le grOUpe comprenant lhydrogene, le

fluor, le chlore, le brome, des subsntuants alkyle, alkoxy, carboxylate,

carboxylique, amide et cyano ; ou les positions (1) et (2) appartiennent en

commun au noyau (A) et & un noyau insaturé
- X est une fonction hydroxyle ou amine,

-Des.composés repondant a cette derniére formule générale, ainsi

que Jeur mode d' obtentlon sont precises dans le tableau ci-aprés.

Selon la presente mventmn, les conditions suivantes sont mises en
oeuvre : ‘ _
- le pH du m:heu réactionnel est compris entre 6 0 et 8, O

- | 1nd1cateur ou marqueur est contenu dans le milleu reactionnel,
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(1)

(2)

OH

(4)

Q-N

Cl-~-N

Reactif de Gibb's

]

|

N -C1

Cl

)
)
)
)
)
)
)
Y
)
)
)

- selon Villstatter et May
37,1498 et sulvantes

]
Q

Obtenus a partir ac.vtuswsov:a:OH

er, Ber {1904)

e m d v e e




10

15

20

25

30

35

202805

P:ﬂ"

10,

N\ N\

a raison de 0,01 mg/l a 100 mg/l, et de préférence de | a 10 mg/l

- la source d'azote du milieu reactionnel peut étre de toute
nature, par exemple peptone ou sulfate d'ammonium

- la source de carbone peut étre de tous types, telle que glucose,
lactose, ou autres

Stagissant du milieu reactionnel, contenant les sources d'azote et
de carbone nécessaires aux reéactifs, la majorité des bouillons commercia-
lisés peuvent convenir, par exemple trypticase-soja, coeur-cervelle, etc...

Un procede de détection conforme a l'invention consiste a mettre
en oeuvre les étapes suivantes :

1) Le reactif, comprenant comme précédemment le milieu réac-
tionnel et le marqueur selon l'invention est préparé, réparti en flacons ou
ampoules, ou toutes autres formes de conditionnement, et stérilisé par
filtration ou autoclave. ‘_

2) Le réactif est mélangé a l'échantillon, milieu, ou substrat A
contrdler. o .

3) Le melange obtenu est incubé entre 20° et 65°, pendant ‘un
temps compris entre 1 minute et 7 jours, par exemple.

4} la fluorescence du marqueur est mesurée a intervalles réguliers,
a l'aide d'un fluorimetre, ou simplement appréciée a l'oeil nu.

‘ La diminution de la fludres'cence, voire son extinction totale,
traduit la présence de micro-organismes dans I'echantillon ou substrat
contrdlé. - ' '

La présente invention est maintenant décrite et détaillée, quant
a.ux expériences effectuées, par rappdr__t- a la résorufine. Ce marqueur,
apporte en outre les avantages supplémentaires et importants suivants :

- ce prodult n'est pas'toxique

- il presente une grande sensibilité, autorisant son emploi a des
concentrations tres faibles, de l'o_r'dre de 1 a 2 mg/l '

- ‘et surtc’)ut,' s'agissant de la fluorescence, les longueurs d'ondes
maximum d'excitation et d'émission se situent respectivement a 572 nm et
585 nm ; ces longueurs d'ondes se situent au-dela des radiations absorbées
par la plupart des milieux ou échantillons analysés, tout en restant dans le
domaine du visible, ce qui permet d'observer de maniére séparée la
fluorescence specifique a la résorufine, sans interférence ou géne du milieu
ambiant. |

Exemple 1 : Préparati_pn'du reactif

-----
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Pl
Le milieu reactionnel est préparé en mélangeant les ingrédients

sulvants :

- bouillon Mueller Hinton déshydrate (Difco, réf 0757-01) 21 g
- glucose (Merck, réf 8337) 5g
- resorufine (Aldrich, réf 23015-4) 2 mg
- eau distillee 1000 m
- pH . 7,3

“ v \

Ce milieu est reparti en tubes de verre avec bouchohs a vis, a
raison de 6 millilitres par tube, et autoclave a 121° C pendant !5 minutes.
Les tubes stérilisés sont conservés a I'obscurité, la_: résorufine
étant sensible & la lumiére. ' ‘ '

Ce milieu sera utilise dans les exemples d‘apphcatzons 2 3 4 selon

~la meéthode générale suivante : aprés avoir ajouté le ou les différents

eléments spécifiques a l'application considérée, les tubes vissés sont agités
dans une etuve sur un egitateur Vibratest régle a 100 tours/mmute.- La
mesure de la fluorescence est effectuée a l'aide d'un fluorlmetre LKB type
LS - OB. Les tubes sont in.troduits _directement dans le porte-cuves. La
longueur d'ondes d'excitation est réglée a 572 nm et celle d'emission a
585 nm. 1l est & noter que dans i'exemple 4, le glucose present dans le
milieu reactionnel peut étre remplace par d'autres sucres. ' '

\

l'hemoculture

Exemgle 2 Agphcatxon

Dans 7 tubes de verre contenant le reactlf prepare selon ' exernple

b

l, il est ajouté du sang frais humam sterrle, a raison de | mzlhhtre par

‘tube

Le premier tube est unhse comme temom et les 6 autres sont

ensemences par l'une des 6 souches mlcrobiennes suwam:es :

- Ec = Escherrcma coh _
- Cf = Cltrobacter freundu
- Pa = Pseudomonas aerugmosa ’
- Sa = Staphylococcus aureus B
- Ef = Enteroccocus faecahs -

' '-Ca' = Candida alblcan%

La quantite de mlcro orgamsmes introduite au depart dans chaque
‘tube est de 100 cellules VLables par millllrtre de milieu. Cet inoculum est

contrdlé par comptage des colonies formées a la surface d'une ge_lose au
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sang apres 24 heures d'incubation.

La mesure de la fluorescence est effectuée apres 12 hy, 24 h, 36 h
et 43 h d'incubation a 35° C. L'intensité de la fluorescence est reportee
dans le tableau ci-dessous. L'extinction partielle ou totale de la fluore-
scence temoigne de la présence de cellules microbiennes dans les échan-

tillons de départ

sWwche:témoin:
Incubax, negatf‘

-ﬁﬂ-““——“ __m““‘-
L

12 H 463
24 1 465
s 1 ase

) 48"H L 4614#:

Pour Cette apphcatzon, il est preferable d'utiliser un bouxll on

\

spécifique a l'hemoculture, a la place, du bouillon Mueller-Hinton.

Exemple 3 : Application a l'antiblogramme

6 antibiotiques différents sont. mtroduzts dans des tubes prepares '

Comme mdzque dans I'exemple 1. Chaque antlblothue est utilisé aux 2

concentratxons 'c et "CM indlquees dans le tableau ci- apres. Des tubes sans
annblothue sont utilisés comme temoms. | :
Chaque couple de tubes. correspondant a un antibiotique aux 2
concentrations "c" et "C" est ensemence par l'une des 3 souches micro-
blennes suwantes, a raison de 10 cellules viables par millilitre
- Ec = Escherichia coli- ~  ATCC 25922
- Pa = -Pseudomohag aeruginosa  ATCC 27853
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13
- da = Staphylocossus aureus ATCC 25923 _
La mesure de la fluorescence est effectude aprés 18 heures

d'incubation a 35° C. L'intensité de la fluorescence est reportee dans le

tableau ci-dessous.
Les résultats sont symbolisés selon :
- S = souche sensible = fluorescence maximale
- R = souche reésistante = extinction totale de la fluorescence
- I = souche intermédiaire = extinction partielle de la
fluorescence ' '
L'antiblogramme est contrdlé par la technique de la dilution en

gélose.

I e — . | - | | o |
- | _—_—._—_—.-———__“.—M“
| . .

AntibiotiquefConcentraulon Ec | Pa X Sa $
: ‘en Hg / ml - : 3 |
. T+ Cc = QO : ; mmmmm ; “““““““““ ?
: Témoin ; ; A 1 , 7 i
: : C =0 : 7 : B : - :
P ——— " S —— ]
: . ¢ = 0,25 9 . 10 :  $55" :;
: Pénicilline : ] . Rno UueRr 0 sy
o | __:_____E = 1L o BL “;‘.‘ Q) as7
L . ¢ = 32 : 460 i 483 . 459 .

. P pera01lllne T : S S i S
o ¢+ €C =128 : 465 =450 ¢ 438 :
Dy - : ¢ =8 : 439' : 15 1 448 ;
: Céfoxitine : : .. .8 ‘R S
A - C = 32 : 463 " 9 V_;i_ AS7 .
P o : C = 2 - 15 . 13 f 438 ;
: Rénamycine : - . I : R : S - ST
S 2 C=16 0+ 458 : 10 : aa7 .
S S : 451 o i 15 g : 443 o .
i Iretracvcline C = 4 . 465 " . 19 . 459 ;
: o ;¢ = 1 ; o .11 . 445 :
. mrythromycine : R - . R : g .
L — o+ =4 10 13 ¢ 480

mlmaturisees (plaque de mlcrotttratzon)

L annbxogramme seJon l'mventzon peut étre reahse en CUpuJes
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Exemple 4 : Application

S\

L'utilisation de 7 differents sucres par & souches microbiennes a
des fins d'identification est présentee dans cet exemple :

Les 7 sucres testes sont :

- Glucose (GLU)
- Maltose (MAL)
- Saccharose (SAC)
- Lactose (LAC)
- Cellobiose (CEL)
- Trehalose (TRE)
- Mélibiose (MEL)

Les tests sont pratiques dans le réactif en tubes de verre, préparé

comme indiqué dans l'exemple 1. Le glucose contenu dans ce milieu est |

N\

remplaceé le cas échéant par le sucre correspondant, a la méme concen-

‘tration de 5 g/l.

La batterie de tubes. est ensemencee par les 8 souches suivantes :

- Ca = Candida albicans

- Ct = Candida tropicalis

- Tg = Torulopsis glabrata

- Ec = Escherichia coli

- Kp = Klebsiella Qneumohiae,,'
- Pv = Proteus vulgaris | |
- Ah = Aeromonas hydrgphzla |

- Va = Vibrio algmolyncus

Pour chaque souche, une suspension est reahsee en sérum physm-—-

._loglque, a}ustee au point 2 de l'echelle de McFarland 200 microlitres de

c:e'tte suspension: sont mtrodwts dans les 7 tubes contenant chacun des

- SUCTES.

La mesure de la fluorescence est effectuée aprés 18 heures

d incubation’ a 35° C. Lmtensne de la fluorescence est reportee dans le

‘tableau ci-dessous. Les resultats sont symbolzses en

- reaction négative... (-) = fluorescence maximale
- réaction positive... (+) = extinction de la fluorescence

Les resultats obtenus sont controles a l'aide de microméthodes

commercialisées avec les tests commerc1ahses sous la marque API par la

:somete BIO MERIEUX, sous les noms: : AP 20 E, API 20 C, API 50 CH.
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GLU: MAL: SAC: LAC: CE . TRE : MEL :

. ".-ﬁ"—“.-ﬂ“‘—..-“-.-.— hirand ﬁﬂ-‘ﬂ‘—'.-._.—“&- Sy WA ey ey %Y WRAY SRy ) W S

: Ca 31 1 25 : 37 : 466: 453 19 : 439 ¢
1 . o UL R T N T .
: Cth 12 17 21l 1 441 16 : 20 : 452 :
P . R + - & Lk =
: Tg 12 456 447 452: 449 - 16 : 465 ]
:_____ o N + L R - = ~ -+ - f
.  Ec 9 13: 459: 10 : 454 10 11
: L+ Foor - + L - + 3 .
. Kp » 10 9 9 11 8 .

. B — —+ . _r+ + 4 e

. Pv : 9 469 10 458 : 4861

:  Ah : 10 14 11 451: 467 12 4844

. Va : 11 : 10 S : 460: 453 10 : 449 -
g ' ST+ + - - + -
WM;"-W;_ e - . e O

L! utlhsatzon de sources de carbone des fms d ldentiflcauon selon

.l'mvention peut &tre faute en cupules mmzaturlsees (plaques de microti-

tration par exemple)

Par consequent, les reactifs selon 'invention peu»ent etre utihses'

pour la detectlon de micro- orgamsmes “dans toutes sortes d'echannllons

biologiques, tels que fluides corporels (sang, urine, hquxde cephalo rachzdicn, |
etc...), produits alimentaires, eau, produits pharmaceuthues, cosmetiques,
' De‘ maniere similaire a lantiblogramme selon lexemple 3, Pin-

vention peut étre utilisée pour eifectuer un antifonglgramme, auquel cas on

“utilise une pluralite de réactifs selon | invention, différant les uns des autres

‘uniquement par lajout d'an‘u -fongiques respectwement différents.
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Les realisations de l'invention, au sujet desquelles un droit
exclusit de propriété ou de privilege est revendiqué, sont définies comme il

suit:

1. Procede de detection de micro-organismes comprenant les
ctapes suivantes:

- on met en presence un echantillon susceptible de contenir un
miCro-organisme avec au moins un milieu réactionnel en phase aqueuse
contenant au moins une source de carbone et un marqueur, ledit marqueur
emettant directement de la lumiere par fluorescence sans fractionnement
hydrolytique et comprenant un composé chimique correspondant a un
membre choisi dans le groupe constitué par la formule suivante, et sa forme

anionique:

dans laquelle:

- les positions (4), (6), (8) et (9) sont occupées chacune par
un atome d'hydrogene ou un substituant choisi dans le groupe comprenant le
fluor, le chlore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate,
carboxylique, amide et cyano;

- les positions (1) et (2) sont occupées chacune par un atome
d'’hydrogene ou un substituant choisi dans le groupe comprenant le fluor, le

chlore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate, carboxylique,
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amide et cyano, ou les positions (1) et (2) appartiennent en commun au
noyau (A) et & un noyau insature;

- et X est une fonction hydroxyle ou amine;
- on incube le milicu réactionnel avec I'échantillon susceptible de contemr
AU mMOINS Un micro-organisme:;
- on observe la fluorescence du marqueur s¢lon laquelle une diminution de

I'émission de lumiére indique la présence d'un micro-organisme dans
I'échantillon.

2. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le
marqueur est choisi dans le groupe comshitué de résorufine, orcirufine,
résorufamine, orcirufamine, méthylorcirufine, pentylrésorufine,
2-chlororésorufine,  6,8-dichloro-1-méthyl-résorufine, 6,8-dibromo-1-
méthyl-résorufine, 3-méthoxy-résorufine, 2-carboxy-résorufine, naphto-
résorufine, 4-méthyl-résorufine, 2,4,6,8-tétrabromo-résorufine, 2.4,6,8-

tétrachloro-résorufine et leurs formes anioniques.

3. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le
marqueur est contenu dans le milieu réactionnel & raison de 0,01 mg a

100 mg par litre.

4. Procédé selon la revendication 3, caractérisé en ce que le
marqueur st contenu dans le milieu réactionnel 2 raison de 1 mg 4 10 mg

par litre.

3. Procéde selon la revendication 1, caractérisé en ce que le

milieu réactionnel comprend également une source d'azote.
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6. Procedé selon la revendication 1, caractérisé en ce que
I'Incubation est effectuée pendant un temps compris entre 1 minute

et 7 jours.

7. Procedé€ selon la revendication 1, caractérisé en ce que

I'iIncubation est effectu€e a une température de 20°C a 65°C.

8. Procedé selon la revendication 1, caractérisé en ce que

I'échantillon susceptible de contenir un micro-organisme est un corps

fluide.

9. Proc€dé€ selon la revendication 8, caractérisé en ce que le
corps fluide est choisi parmi du sang, de l'urine et du liquide

céphalo-rachidien.

10. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que
I'échantillon est prélevé sur un produit alimentaire, de 1'eau, un produit

pharmaceutique ou un produit cosmétique.

11. Procédé€ selon la revendication 1, caractérisé en ce que l'on
met en présence des portions dudit échantillon avec plusieurs milieux

réactionnels en phase aqueuse.

12. Procéde€ selon la revendication 11, caractérisé en ce que

chaque milieu réactionnel en phase aqueuse contient des sources de

carbone respectivement différentes.
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13. Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que

chaque milieu réactionnel en phase aqueuse contient également des sources

d'aptibiotiques respectivement différentes.

14, Procédé selon la revendication 11, caractérisé en ce que
chaque milicu réactionnel en phase aqueuse contient également des sources

d'antifongiques respectivement différentes.

15. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que le

milieu réactionnel est disposé dans un récipient.

16. Procéde selon la revendication 15, caractérisé en ce que le

récipient est un micro-tube.

17. Procedé selon la revendication 15, caractérisé en ce que le

récipient est une ampoule.

18. Procédé selon la revendication 15, caractérisé en ce que le

récipient est une plaque de microtitration.

19. Procédé sclon la revendication 1, caractérisé en ce que
I'échantillon est une suspension microbienne préparée par culture sur un
milien solide.

20. Procédé selon la revendication 1, caractérisé en cec que
I'échantillon est une suspension microbienne préparée par culture sur un
milieu hquide.
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21. Trousse pour l'exécution du procéde selon la revendication 1,
comprenant au moins un récipient, chacun contenant un réactif comprenant
ledit milieu réactionnel en phase aqueuse, au moins une source de carbone
et ledit marqueur, ledit marqueur émettant directement de la lumiere par
fluorescence sans fractionnement hydrolytique et correspondant a un
membre choisi dans le groupe constitu¢ par la formule suivante et sa forme

anionique:

dans laquelle:

- les positions (4), (6), (8) et (9) sont occupees chacune par
un atome d'’hydrogene ou un substituant choisi dans le groupe comprenant le
fluor, le chlore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate,
carboxylique, amide et cyano;

- les positions (1) et (2) sont occupées chacune par un atome
d'hydrogene ou un substituant choisi dans le groupe comprenant le tluor, le
chlore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate, carboxylique,
amide et cyano, ou les positions (1) et (2) appartiennent en commun au
noyau (A) et a un noyau insature;

- et X est une fonction hydroxyle ou amine.

22. Trousse selon la revendication 21, comprenant des bouteilles

ou des ampoules contenant ledit réactif.
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23, Procédé selon la revendication 1, caractérisé en ce que l'on

observe la fluorescence du marqueur pendant 1'étape d'incubation.

24. Procéde selon la revendication 1, caractérisé en c¢e que l'on

observe la fluorescence du marqueur apres 1'étape d'incubation,

25. Procede selon la revendication 1, caractérisé en ce que le

milieu réactionne] est contenu dans une bouteille ou une ampoule.

26. Trousse de détection de microbes, bactéries et levures
comprenant au moins un récipient, chacun contenant un réactif comprenant
un milieu réactionnel en phase aqueuse, au moins une source de carbone et
un marqueur, ledit marqueur émettant directement de la lumiére par
fluorescence sans fractionnement hydrolytique et correspondant & un
membre choisi dans le groupe constitué par la formule suivante, et sa forme

anionique:

dans laquelle:

- les positions (4), (6), (8) et (9) sont occupées chacune par
un atome dhydrogéne ou un substituant choisi dans le groupe comprenant le
fluor, le chlore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate,
carboxylique, amide et cyano;

- les positions (1) et (2) sont occupées chacune par un

atome d'hydrogéne ou un substituant choisi dans le groupe comprenant
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le tluor, le chlore, le brome, des substituants alkyle, alkoxy, carboxylate,
carboxylique, amide et cyano, ou les positions (1) et (2) appartiennent
en commun au noyau (A) et a un noyau insaturé;

- et X est une fonction hydroxyle ou amine.

27. Trousse selon la revendication 26, caractérisée en ce que

chaque récipient contient également au moins un antibiotique.

28. Trousse selon la revendication 26, caractérisée en ce que

chaque récipient contient également au moins un agent antifongique.

29. ITrousse selon la revendication 26, comprenant des

bouteilles ou des ampoules contenant ledit réactif.
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