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 Objectifs du programme

Ce programme visait � valider et optimiser une technique mol�culaire utilis�e en routine en laboratoire par le 
laboratoire des Landes, pour l’identification des souches de bact�ries � Gram positif dites lactiques, isol�es de 
poissons en conditions de maladie ou de portage asymptomatique.

Un protocole complet a �t� appliqu� pour mener � bien ce travail :

 Collecte d’un grand nombre de souches, d’origines vari�es (laboratoires, isolats de terrain, pays 
�trangers) ;

 Comparaison entre les r�sultats obtenus par la m�thode du LD 40, appliquant la PCR-RFLP1 � la sous-
unit� 16s du g�ne de l’ADN ribosomal (ARDRA2) et ceux de l’ARDRA portant sur la totalit� du g�ne, telle 
que pratiqu�e � l’INRA sur les bact�ries du lait ; le traitement de l’information requiert dans ce dernier cas 
l’emploi d’un logiciel d’analyse, dit � GelCompar �,

 S�quen�age du g�ne de l’ADNr 16s sur des souches repr�sentatives de groupes non identifi�s, 
 S�quen�age d’une autre cible g�n�tique (g�ne de la superoxyde-dismutase SodA) pour comparaison,
 Criblage avec enzymes de restriction diverses sur l’ensemble des souches et comparaison des profils 

observ�s, pour la recherche d’�ventuelles enzymes pouvant am�liorer l’identification,
 Validation de la justesse, la sp�cificit� et la fid�lit� de la technique optimis�e,
 Cr�ation d’une banque de donn�es des profils de restriction, �largie aux bact�ries identifi�es dans le 

cadre de l’�tude.

1 PCR-RFLP : r�action de polym�risation en cha�ne - polymorphisme de la longueur des fragments de restriction.
2 ARDRA : � amplified RDNA restricted analysis � = PCR-RFLP portant sur tout ou partie du g�ne d’ADNr.
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 R�sultats obtenus

D’une mani�re g�n�rale, la m�thode d�velopp�e par le LD40 a �t� valid�e avec succ�s et a bien r�sist� � la 
diversification des bact�ries-cibles. Le LD40 dispose dor�navant de donn�es techniques et d’une banque de 
donn�es �largie comprenant les informations originales sur les diff�rentes souches isol�es et identifi�es.

La s�quence et les enzymes utilis�es se sont r�v�l�es �tre le meilleur compromis entre la pr�cision 
n�cessaire � l’identification n�cessaire de tous les isolats de terrain et l’utilisation en routine en laboratoire. 
Deux enzymes de restriction suffisent en g�n�ral, une troisi�me est n�cessaire pour distinguer trois esp�ces.

Les profils inconnus � l’origine ont pu �tre associ�s � des genres, voire � des esp�ces de bact�ries, gr�ce au 
s�quen�age ; les r�sultats de leur traitement par PCR-RFLP ont alors �t� int�gr�s dans les banques de 
donn�es, ce qui permettra de les identifier au cours des possibles isolements de terrain dans le futur.

La technique a �t� valid�e sur trois principes :

 Justesse de la m�thode : les r�sultats obtenus sont bien exacts (comparaison entre souches 
de terrain et souches de r�f�rences identifi�es)

 Sp�cificit� de la m�thode : � un r�sultat obtenu par PCR-RFLP ne correspond qu’une esp�ce 
bact�rienne. La m�thode a �t� appliqu�e sur plusieurs isolats pr�identifi�s : isolats de terrain, 
souches provenant d’un autre laboratoire fran�ais (INRA), souches recueillies dans des 
laboratoires �trangers (Isra�l, Espagne).

 Fid�lit� de la m�thode : 
 R�p�tabilit� intralaboratoire : analyses en doublons au sein du LD 40 ;
 Reproductibilit� intralaboratoire : r�p�tition des analyses en faisant varier les 

conditions exp�rimentales au LD 40 (personnel, mat�riel, r�actifs) ;
 Reproductibilit� interlaboratoire : comparaison entre les r�sultats du LD 40 et de 

l’INRA.

Par ailleurs les essais d’application de la technique de s�quen�age au g�ne de l’enzyme SodA ont donn� des 
r�sultats concordants avec ceux obtenus sur le g�ne de l’ADNr 16s, constituant ainsi un compl�ment potentiel 
aux techniques d’identification d�j� disponibles.

Ce programme a �galement permis de d�gager d’int�ressantes observations en mati�re d’�pid�miologie, 
telles que la pr�sence fr�quente de Lactococcus lactis spp dans les isolats de terrain, et la relation r�currente 
entre Streptococcus dysgalactiae et les esturgeons ou entre Streptococcus parauberis et les poissons marins.


