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I. PREAMBULE

Les techniques d'identification et de typage de microorganismes mises à la disposition 

des microbiologistes ne cessent de progresser. Il n’existe actuellement pas de méthode unique 

d’identification qui puisse être appliquée à tous les microorganismes, et aucune des ces 

méthodes proposées actuellement, qu’elle soit phénotypique, biochimique ou génomique, ne 

permet à elle seule d’identifier la souche et d’avoir des informations exactes sur sa position 

taxonomique. 

Généralement, les méthodes d’identification utilisées en routine dans les laboratoires 

de microbiologie sont des méthodes dites conventionnelles et reposent essentiellement sur des 

tests phénotypiques et/ou biochimiques. Ces méthodes utilisent un nombre relativement faible 

de caractères considérés comme importants, tels que certains caractères phénotypiques 

majeurs (coloration, morphologie, mobilité, présence de spores, croissance en 

aérobiose/anaérobiose….) et biochimiques (assimilation et fermentation des sucres, 

équipement enzymatique…).  

Le pouvoir discriminant des méthodes conventionnelles reste assez limité et présente un délai 

d’identification d’environ 1 à 3 jours. Ce délai peut retarder le diagnostic et la prescription 

d’une thérapie adaptée. Ces méthodes sont limitées également par la grande diversité des 

microorganismes et par leur évolution rapide. De plus, elles donnent seulement une 

identification au niveau du genre et/ou de l’espèce et elles ne sont pas applicables pour une 

identification au niveau de la sous-espèce (typage), ce qui peut être important lors de la 

suspicion de situations épidémiques dans le domaine médical. 

 

Au cours des dix dernières années, des méthodes génotypiques basées sur la détection 

du polymorphisme de l’acide nucléique (ADN) ont été proposées en utilisant des techniques 

de biologie moléculaire. Ces techniques moléculaires sont applicables à la plupart des 

microorganismes. Leur pouvoir de discrimination est généralement élevé par rapport aux 

techniques phénotypiques et elles constituent les méthodes actuelles de typage permettant une 

approche plus fine lors d’enquêtes épidémiologiques.  

Cependant, ces méthodes génotypiques ont également leurs limites, à savoir la complexité des 

protocoles, le savoir-faire nécessaire pour maîtriser ces systèmes, le coût des réactifs, 

l’utilisation de sondes ou de séquences nucléotidique spécifiques à chaque espèce et enfin le 

délai important nécessaire pour l’identification. Il faut noter également qu’il n’existe pas de 

méthode moléculaire générale pour tous les microorganismes et pour la majorité de ces 
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techniques moléculaires, leurs valeur comme outils épidémiologiques n’a été que 

partiellement établie. 

 

Ces difficultés ont conduit au développement de méthodes alternatives, le plus souvent 

des méthodes physiques. Les techniques spectroscopiques se sont particulièrement 

développées telles que la spectroscopie de masse, la résonance magnétique nucléaire, la 

spectroscopie de fluorescence, ainsi que la spectroscopie d’absorption infrarouge à 

transformée de Fourier (IRTF) et la spectroscopie de diffusion Raman. 

La spectroscopie IRTF est une méthode d’analyse de la composition moléculaire basée 

sur l’interaction onde-matière. Les informations issues de la spectroscopie IRTF se présentent 

sous forme de spectres d’absorption. Cette technique a initialement constitué un outil très 

puissant dont dispose les chimistes pour identifier et caractériser la structure de nombreux 

composés organiques et inorganiques.  

Actuellement, la spectroscopie IRTF est appliquée à l’étude des échantillons biologiques à 

l’échelle moléculaire (lipides, protéines, polysaccharides et ADN…), cellulaire (bactéries, 

levures et cellules…) et tissulaire (peau, aorte, cerveau, sein, colon et divers organes…). Dans 

le domaine de la microbiologie, les applications ont porté essentiellement sur la taxonomie, 

l’identification, le typage, l’interaction médicament-cible, l’analyse de biofilms et le suivi de 

la fermentation.  

 

Au sein de l’unité MéDIAN, CNRS UMR6142, l’IRTF a été particulièrement 

appliquée à l’identification et la caractérisation des bactéries et des levures (genre Candida) 

d’origine clinique. 

En raison de la grande diversité des molécules et des macromolécules présentes dans les 

cellules, le spectre infrarouge d’une levure est assez complexe. L’analyse à l’œil nu d’un 

grand nombre de spectres devient presque impossible. De plus, les éléments spectraux 

discriminants les plus efficaces pour l’analyse sont généralement masqués par la diversité et la 

variabilité moléculaire de la cellule. Ces contraintes rendent nécessaire l’emploi de nouvelles 

méthodes d’analyse et d’extraction de ces éléments discriminants basées essentiellement sur 

des calculs statistiques multivariés. Parmi celles-ci, on peut citer l’analyse discriminante, 

l’analyse hiérarchique en cluster et l’analyse en composantes principales. 

Le travail présenté ici vise à appliquer la spectroscopie IRTF à la résolution de 

problèmes d’intérêt médical liés à l’identification des microorganismes et s’inscrit dans la 
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thématique de recherche « Ingénierie Biologique » développée au sein de l’unité MéDIAN, 

CNRS UMR6142.

Nous avons appliqué la (micro)spectroscopie IRTF à l’identification et au typage des levures 

du genre Candida d’origine clinique. Cette étude se situe dans la continuité du travail déjà 

réalisé dans l’unité MéDIAN avec les travaux de thèse de W. Verdel-Zeroual qui ont permis 

d’analyser des bactéries, d’interpréter les informations spectrales et de comprendre l’effet de 

divers agents sur ces bactéries (Verdel-zeroual 1994), ceux de W. Bouhedja qui ont montré le 

potentiel de la méthode dans la différenciation des souches bactériennes sensibles et 

résistantes (Bouhedja 1997) et enfin ceux de C. Sandt qui ont mis en évidence l’application de 

la méthode au typage de souches de Candida albicans lors d’une étude épidémique et à 

l’identification des principales bactéries impliquées dans les infections nosocomiales (Sandt 

2003; Sandt 2004; Sandt 2006 ). 

Ce travail de recherche est articulé en quatre parties :   

 

Le chapitre I (publication 1) : Dans cette partie, nous montrons la capacité de la 

spectroscopie IRTF à différencier et à identifier diverses espèces de Candida isolées en milieu 

hospitalier. Les aspects de la mise au point et de la standardisation de différentes approches, 

sont traités avant d’aborder les applications cliniques. Dans une première approche, l’analyse 

a porté sur des cultures pures de 24 heures (méthode macroscopique pour l’analyse de 

suspensions déshydratées), pour l’identification des 6 espèces de Candida (C. albicans, C. 

glabrata, C. tropicalis, C. kefyr, C. parapsilosis et C. krusei) les plus fréquemment 

impliquées en mycologie médicale. Dans une deuxième approche, pour un diagnostic précoce 

(méthode microscopique pour l’analyse de microcolonies), nous avons effectué les mesures à 

partir de microcolonies âgées de 10 à 18 heures (selon les espèces) en utilisant la 

microspectroscopie IRTF. Une étude comparative entre les deux modes de mesure a été 

effectuée (Essendoubi 2005). 

 

Le chapitre II (publication 2) : Après la possibilité de l’identification spécifique (diagnostic 

d’espèce) des 6 espèces majeures du genre Candida par spectroscopie IRTF, nous avons 

développé dans cette deuxième partie de notre travail l’identification intraspécifique ou le 

typage (identification de souches au sein de la même espèce). Cette étape qui se situe au-delà 

de l’identification de l’espèce, requiert la recherche d’éléments spectraux discriminants 

faiblement visibles dans les spectres. Ce travail consiste à évaluer l’intérêt de la spectroscopie 

IRTF comme méthode de typage et les applications porteront sur trois  des principaux agents 
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fongiques pathogènes pour l’homme : Candida albicans, Candida glabrata et Candida 

parapsilosis, pour lesquels nous possédons des collections de souches bien caractérisées à 

l’échelle phénotypique (Toubas 2007). 

 

Le chapitre III (publication 3) : Dans ce chapitre, le pouvoir discriminant de la méthode est 

mis en valeur et nous démontrons son intérêt dans le suivi épidémiologique de souches de 

Candida glabrata isolées chez des patients hospitalisés dans le même service et pendant la 

même période (Essendoubi 2007).  

 

Le chapitre IV : Dans ce chapitre nous exposons la mise en place d’une bibliothèque de 

spectres IRTF de six levures du genre Candida et nous évaluons la performance de cette base 

de données dans l’identification au niveau du genre et de l’espèce. La réalisation de cette base 

de données spectrales a bénéficié des connaissances acquises dans les chapitres précédents 

telles que celles sur les conditions de culture, sur le pré-traitement et traitement informatiques 

ou encore sur les éléments spectraux discriminants.

 

Les résultats prometteurs obtenus lors de ce travail ouvrent des perspectives à la 

poursuite des applications de cette technologie dans d’autres domaines tels que l’évaluation 

des mécanismes de résistance, la recherche de facteurs de virulence chez les levures du genre 

Candida ou encore à l’étude de l’organisation de biofilms. 
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II. GENERALITES 

1. La spectroscopie 

La spectroscopie a joué un rôle essentiel dans le développement de la théorie atomique 

moderne. Les méthodes spectroscopiques ont fourni les outils qui sont les plus utilisés pour 

l’élucidation de la structure d’espèces moléculaires ainsi que pour l’analyse qualitative et 

quantitative de composés inorganiques et organiques. La spectroscopie est basée sur 

l’interaction rayonnement-matière. La figure 1 représente le spectre électromagnétique qui 

s’étend des ondes radio aux rayons cosmiques. 
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ure 1 : Le spectre électromagnétique 

 rayonnement électromagnétique est représenté par un champ électrique et un champ 

gnétique qui oscillent perpendiculairement l’un à l’autre et à la direction de la propagation 

gure 2). De nombreuses propriétés du rayonnement électromagnétique peuvent être 

crites par la théorie des ondes classiques qui utilise des paramètres tels que la longueur 

nde, la fréquence, la vitesse et l’amplitude. Toute onde électromagnétique est caractérisée 

r deux paramètres, sa fréquence et sa longueur d'onde, qui sont proportionnels à l’énergie E.  

énergie E d’un photon de fréquence ν est donnée par la relation : 

E = hν = h
λ
c  Eq. 1 

 h est la constante de Planck (h=6,626 10-34 J·s), c la vitesse de la lumière (3·108 m·s-1) et λ 

longueur d’onde exprimée en mètres. 
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Figure 2 : Le rayonnement électromagnétique 

2. La spectroscopie infrarouge. 

2.1 Le rayonnement infrarouge 
 

Le rayonnement infrarouge (IR) fut découvert en 1800 par Frédéric Wilhelm Hershel. 

Ces radiations localisées au-delà des longeurs d’onde dans le rouge, sont situées entre la 

région du spectre visible (400 à 900 nm) et des ondes hertziennes (1010 à 1011 nm). Le 

domaine infrarouge s’étend de 0,7 µm à 50 µm. Il est arbitrairement divisé en 3 catégories, le 

proche infrarouge (0,7 à 2,5 µm), le moyen infrarouge (2,5 à 25 µm) et le lointain infrarouge 

(25 à 50 µm) (Figure 1). Dès 1924, on s’est aperçu que l’énergie du rayonnement moyen 

infrarouge coïncidait avec celle des mouvements internes de la molécule. Ainsi, la relation 

entre l’absorption d’un rayonnement moyen-IR par une molécule et sa structure moléculaire 

sont mises en évidence. Même si les régions du proche IR et de l’IR lointain ont suscité un 

certain intérêt, l’utilisation de la spectroscopie moyen-IR reste la plus adaptée pour 

l’élucidation de la composition moléculaire d’un composé.  
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2.2 L’interaction rayonnement-matière 
 

L’interaction entre une molécule et un rayonnement infrarouge (IR) peut avoir lieu 

seulement dans le cas où la molécule forme un dipôle, c'est-à-dire la présence au niveau de la 

molécule des liaisons chimiques entre différents atomes de charges opposées. Dans ce cas on 

parle d’un dipôle permanent et d’une liaison chimique polaire. Le moment dipolaire µ est 

donné par la formule  
 

  Eq. 2 
 

µ = q.d 

où q est la charge absolue portée par chacun des deux atomes et d la distance entre les atomes. 

 

Pour comprendre une grande partie des interactions entre le rayonnement infrarouge et la 

matière en général, prenons le cas du chlorure d’hydrogéne (HCl), une molécule polaire, 

diatomique et hétéronucléaire. L’électronégativité de l’atome de chlore se traduit par un excès 

de charges négatives tandis que l’atome d’hydrogène présente un excès de charges positives. 

Si cette molécule vibre, l’espacement des charges et leur répartition changent et elle peut 

réagir avec le champ électrique du rayonnement infrarouge. Pour certaines fréquences, un 

photon peut être absorbé et augmente ainsi l’énergie de vibration de la molécule. De ce fait, 

l’énergie du rayonnement IR diminue après l’interaction, ce qui conduit à l’apparition des 

bandes d’absorptions. On dit que la molécule est active lorsqu’il y a une variation de son 

moment dipolaire. Pour des molécules homonucléaires, comme l’azote ou l’hydrogène, les 

charges électriques sont parfaitement symétriques puisque les deux atomes sont identiques. 

Les centres de gravité des charges positives et négatives sont confondus. Le moment dipolaire 

est égal à zéro et reste nul quand la molécule vibre. En conséquence, une telle molécule est 

inactive en infrarouge. 

 

La majorité des vibrations fondamentales des molécules organiques se trouve dans le 

moyen IR et les deux principaux types de vibrations sont l’élongation (stretching) et la 

déformation (bending). Généralement, les élongations sont situées dans une gamme de 

nombres d’onde supérieure à celle des déformations. La figure 3 présente des exemples de 

vibrations fondamentales des groupements fonctionnels 
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Figure 3 : Exemples de vibrations fondamentales des groupements fonctionnels et leurs 
gammes de fréquence. 
 

Même si l’attribution des fréquences de vibration dépend fortement de µ (la masse 

réduite de la molécule) et k (la constante de force de liaison), de nombreux facteurs internes 

ou externes à la molécule ont une influence sur la fréquence de vibration. C’est le cas par 

exemple des changements de phase, de la taille et de l’électronégativité des atomes 

environnants, des liaisons d’hydrogène. Dans les grosses molécules, les effets stériques et la 

conformation jouent également un rôle sur la fréquence de la vibration.    

2.3 Principe de la spectroscopie infrarouge 
 

La spectroscopie IR est basée sur l’interaction de la lumière IR avec le nuage 

électronique des liaisons chimiques. Généralement dans la majorité des spectroscopies 

optiques comme la spectroscopie de fluorescence, l’absorption d’énergie permet à un électron 

d’une liaison chimique de passer d’un état fondamental à un état excité. Dans le cas de la 

spectroscopie d’absorption IR, le rayonnement émis par la source polychromatique n’est 

généralement pas assez énergétique pour provoquer des transitions électroniques, mais il 

induit des transitions entre les niveaux d’énergie vibrationnelle. La transition vibrationnelle 

est également observée lors de la diffusion Raman qui est une spectroscopie de diffusion 

inélastique utilisant une radiation monochromatique (laser) pour exciter les électrons d’une 

liaison chimique. Lors de cette interaction il y a émission de radiations à des longueurs d’onde 

différentes de celle de la radiation incidente. Le concept des niveaux vibrationnels et des 
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niveaux d’énergie concernant les différentes spectroscopies optiques est schématisé par le 

diagramme de Jablonski (Figure 4). 
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Figure 4 : Le diagramme de Jablonski 
 

La spectroscopie infrarouge est basée donc sur l'absorption d'un rayonnement 

infrarouge par le matériau analysé. Elle permet via la détection des vibrations caractéristiques 

des liaisons chimiques, d'effectuer l'analyse des fonctions chimiques présentes dans le 

matériau. 

Lorsque la longueur d'onde (l'énergie) apportée par le faisceau infrarouge est voisine de 

l'énergie de vibration de la molécule, cette dernière va absorber le rayonnement et on 

enregistrera une diminution de l'intensité réfléchie ou transmise. Le rayonnement infrarouge 

fournit des quanta d’énergie pouvant provoquer la transition des électrons entre les niveaux 

de rotation et de vibration des liaisons atomiques (4-40 kJ·mol-1) mais ne peut pas provoquer 

des transitions entre les niveaux électroniques (400 kJ·mol-1). 

Généralement le domaine infrarouge (moyen infrarouge) situé entre 2,5 – 25 µm (4000 cm-1 

et 400 cm-1) correspond au domaine d'énergie de vibration de la majorité des molécules 

organiques et inorganiques. 

Toutes les vibrations ne donnent pas lieu à une absorption. Cela va dépendre de la géométrie 

de la molécule et en particulier de sa symétrie. Pour une géométrie donnée on peut déterminer 

seulement les modes de vibration actifs en infrarouge. La position de ces bandes d'absorption 

va dépendre en particulier de la différence d'électronégativité des atomes et de leur masse. 

 18



Par conséquent, un matériau de composition chimique et de structure donnée, va correspondre 

à un ensemble de bandes d'absorption caractéristiques (spectre infrarouge) permettant 

d'identifier et de caractériser le matériau. 

2.4 Loi de Beer-Lambert 
 

L’analyse quantitative par spectrométrie d’absorption dans le domaine de l’infrarouge 

comme dans ceux de l’ultraviolet et du visible repose sur la loi de Beer-Lambert. Cette loi 

exprime la relation de proportionnalité existant entre l’absorbance A et les trois paramètres 

qui sont l’absorptivité (ε) de l’analyte absorbant la lumière, l’épaisseur de la cellule de mesure 

(l) et la concentration (c) de l’analyte. L’équation (3) est la forme mathématique sous laquelle 

est habituellement présentée cette loi. 

                           A= ε l c                             Eq. 3

 

Lorsqu’une radiation monochromatique traverse un milieu, une partie de son énergie 

peut être absorbée. La loi de Beer-Lambert donne l’intensité résultante I en fonction de 

l’intensité initiale I0, de la concentration c du milieu en substance absorbante, de la longueur l 

du trajet optique dans le milieu absorbant et du coefficient d’extinction moléculaire ε 

dépendant de la substance absorbante et de la longeur d’onde. 

                           

                                                   I = I0·e-εcl                                                    Eq. 4 

De cette relation on déduit la transmittance : T = 
oI
I    Eq. 5 

et l’absorbance :    A = -logT = -log
oI
I  = εcl    Eq. 6 

La proportionnalité entre l’absorbance et la concentration permet d’utiliser la 

spectroscopie d’absorption IR comme méthode de dosage et d’analyse quantitative, du moins 

dans la limite de linéarité de la loi de Beer-Lambert (pour des absorbances comprises entre 

0,3 et 2). 

2.5 La théorie vibrationnelle   
 

Le spectre IR d’un échantillon est constitué d’une série de pics vibrationnels. Le 

nombre de modes de vibration d’une molécule dépend du nombre d’atomes qui la constituent. 

La manière la plus simple de présenter la théorie vibrationnelle est de commencer par le 
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modèle le plus élémentaire qui consiste en une molécule diatomique en vibration et ensuite de 

considérer le modèle polyatomique.  

 

La molécule diatomique 

 

L’approche classique de la théorie vibrationnelle consiste dans un premier temps à 

étudier le cas du vibrateur harmonique pour une molécule diatomique (Figure 5). Dans ce cas 

un seul type de vibration est possible. Si on fait l’approximation dans ce modèle, l’énergie des 

transitions entre les niveaux de vibration peut prendre la valeur E présentée par l’équation 

suivante :     

 E = )2
1(2 +Vµ

kh
π                                Eq. 7 

avec V est le nombre quantique de vibration (V= 0, 1, 2,…), k la constante de force de la 

liaison (N.m-1) et µ est la masse réduite exprimée en Kg. 

                   
21

21

mm
mmµ

+
=                             Eq. 8 

m1 et m2 les masses des 2 atomes composant la liaison. 

 
 

   Masse m1         Ressort            Masse m2  

                                     (constante k)  
 

 

Figure 5 : Modèle simple d'une molécule diatomique hétéronucléaire : les deux masses 

m1 et m2 sont liées par un ressort caractérisé par la constante de force k 

 

Le modèle harmonique est très simple et son application est limitée aux très faibles 

déplacements des atomes. De plus, dans ce modèle il est admis que les liaisons sont 

parfaitement élastiques. Or ces liaisons peuvent se briser quand l’amplitude des vibrations 

devient importante. La forme d’énergie E est donc plus compliquée que la relation donnée par 

l’équation (7).   
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La molécule polyatomique 

 

Dans le cas de molécules polyatomiques, le nombre de liaisons augmente et la 

géométrie des liaisons se complexifie. D'après la théorie vibrationnelle, une molécule 

contenant N atomes a 3N-6 degrés de liberté de vibration et 3N-5 pour les molécules linéaires. 

Cependant, toutes les liaisons inter-atomiques ne sont pas capables d'absorber de l'énergie 

lumineuse infrarouge, même dans le cas où la fréquence de la lumière est la même que la 

fréquence propre de la liaison. Seules les liaisons qui présentent un moment électrique 

dipolaire oscillant sont actives dans l'infrarouge.  

La figure 6 montre des exemples de quelques modes vibratoires typiques. A chaque mode 

correspond une fréquence propre fondamentale et plusieurs autres fréquences associées aux 

harmoniques. De plus, on observe souvent des interactions entre les modes d'une liaison 

particulière et ceux d'autres liaisons. Ces interactions se traduisent par l'apparition de bandes 

de combinaison. De telles bandes apparaissent à des fréquences qui sont elles-mêmes des 

combinaisons linéaires des fréquences des bandes fondamentales. Par exemple, si les 

fréquences de deux modes formant une combinaison sont représentées par ν1 et ν2, la 

fréquence de la bande de combinaison νcomb est donnée par :  
 

      νcomb  = α ν1 + β  ν2                                  Eq. 9 

 

où α et β sont des nombres entiers (généralement 1, 2 ou 3).  

Ainsi, comme pour les harmoniques, les bandes de combinaison apparaissent à des fréquences 

plus élevées (c'est-à-dire à des longueurs d'onde inférieures) que les bandes fondamentales. 

Par exemple pour une molécule non-linéaire à 3 atomes, on a 3 degrés de liberté de vibration :  

- Vibration de valence : élongation symétrique νs 

- Vibration de valence : élongation antisymétrique νas 

- Vibration de valence : déformation dans le plan δ  

 

Pour une molécule à 4 atomes, il y a 6 degrés de liberté de vibration: 

- Vibration de valence : élongation  

- Vibration de valence : déformation dans le plan δ  

- Balancement (rocking) 

- Cisaillement (scissoring) 
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- Hochement (wagging) 

- Torsion (twisting) 

 

 
 

Figure 6  : Exemple de vibrations atomiques : la chaîne hydrocarbonée 

 

Le spectre moyen infrarouge peut être grossièrement divisé en 3 régions : de 4000 

cm-1 à 1500 cm-1 se trouvent les bandes d’absorption des vibrations d’élongation ν de liaisons 

principales (O-H, N-H, C-H, C=O, C=C), de 1500 à 1000 cm-1 les bandes de déformations δ 

(C-H) ainsi que quelques vibrations d’élongation (C-O, P=O) et pour les nombres d’onde 

inférieurs à 1000 cm-1 les vibrations complexes (« respiration » des structures cycliques) et 

des systèmes éthyléniques ou aromatiques (tableau 1). 
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Nombre d’ondes (cm-1) Intensité Liaison Type de composé 
3600 Fine O-H en phase vapeur Alcools, phénols 

3400-3200 Forte, large O-H lié  Alcools, phénols 
3550-3000 Moyenne N-H Amines I et II 
3200-2900 Forte, large O-H lié Acides carboxyliques 

3300 Forte, fine C-H de C≡H Alcynes 
3100-3000 Moyenne, fine C-H de C=C-H Alcènes, arènes 
2800-2700 Moyenne, fine C-H de COH Aldéhydes 
3000-2850 2 bandes C-H  Alkyles CH3, CH2,CH 
1720-1700 Très forte C=O Acides carboxyliques 
1745-1725 Très forte C=O Esters 
1735-1715 Très forte C=O Aldéhydes 
1720-1710 Très forte C=O Cétones 
1670-1615 Variable C=C Alcènes 
1600-1450 Variable C=C Arènes 

 

Tableau 1 : Fréquence des groupes caractéristiques 

2.6 Le spectre infrarouge 

  
Un spectre infrarouge peut être défini comme étant la mesure de l’absorption 

lumineuse en fonction de la longueur d’onde, de la fréquence ou de l’énergie de la lumière 

incidente. Les spectres sont par principe continus mais ils ne peuvent être enregistrés et 

stockés que sous la forme d’une succession de mesures effectuées en un nombre limité de 

points.  

Le spectre infrarouge présente l’absorbance A (ou la transmittance T) en fonction de la 

longueur d’onde qui est traditionnellement exprimée sous la forme du nombre d’onde  ou σ 

avec :   

_

ν

 σ = 
)(

1
cmλ

  en cm-1  Eq. 10 

 

Les spectres IR sont acquis à l'aide d'un spectromètre qui est composé d’une source, d’un 

intérféromètre et d’un détecteur. On éclaire l'échantillon avec un rayonnement infrarouge et 

on mesure les longueurs d'onde auxquelles le matériau absorbe et les intensités d'absorption 

correspondantes.  
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3. La spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (IRTF) 
 

La spectroscopie moyen infrarouge est beaucoup utilisée pour l’élucidation de 

structure des molécules pour des applications chimiques. La technique était limitée 

essentiellement par la lenteur d’acquisition des spectres car la séparation des longueurs 

d’onde était réalisée séquentiellement par un monochromateur dispersif (prisme ou réseau).  

Depuis près de vingt ans, grâce à l’utilisation de l’interférométrie et la transformée de Fourier 

(TF), l’application de la spectroscopie IR s’est généralisée dans tous les domaines 

d’investigation. Les spectromètres IR à transformée de Fourier (IRTF) peuvent de nos jours 

concurrencer les techniques utilisées en routine dans les laboratoires.    

Les spectromètres IRTF ne contiennent aucun élément dispersif, toutes les longueurs d’onde 

sont détectées et mesurées simultanément grâce à l’intégration de l’interféromètre. Cet 

instrument de haute sensibilité génère des interférences constructives et destructives dans le 

rayonnement IR polychromatique, ce qui permet de recalculer précisément l’intensité de 

chacune des longueurs d’onde du rayonnement total.  

Pour séparer les longueurs d’onde, le signal de la source est modulé de manière à ce qu’il 

puisse ensuite être décodé par une transformée de Fourier. L’intégration de l’interférométrie à 

la spectroscopie IR a été rendue possible par le développement de la transformée de Fourier 

rapide qui a permis la résolution en temps réel de l’interférogramme, par le perfectionnement 

des lasers améliorant la précision en fréquence de la mesure et par le couplage spectromètre-

microordinateur. 

Les spectromètres IRTF ont comme avantages une meilleure sensibilité, une résolution et une 

vitesse d’acquisition des données particulièrement élevées (un spectre complet peut être 

relevé en quelques secondes). Ces avantages sont dus essentiellement à l’application de la 

transformée de Fourier et la génération des interférences qui sont dévolues à l’interféromètre 

dont le modèle initial est l’interféromètre de Michelson (1891). 

3.1 Le spectromètre IRTF 
 

Description d’un spectromètre IRTF 

Un spectromètre IRTF comporte essentiellement cinq parties (figure 7) (Griffiths 1986; 

Bellon-maurel 1992) : 
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• Une source lumineuse : pour notre cas, le Globar est utilisé pour le moyen IR. Il est 

constitué d’un bâtonnet en carbure de silicium (SiC) et fonctionne à des températures 

de l’ordre de 1500°C. Il rayonne un spectre continu entre 10000 et 250 cm-1. 

• Un dispositif permettant de générer les interférences : l’interféromètre (voir 

description ci-après). 

• Un compartiment échantillon qui permet d’accueillir plusieurs types d’accessoires 

(porte-échantillon) dépendant de la technique spectroscopique employée et le mode de 

mesures utilisé (réflexion ou transmission).  

• Un détecteur ou capteur photosensible : le spectromètre IRTF peut comporter un ou 

plusieurs détecteurs, qui peut être du type pyroélectrique (générant un courant 

proportionnel au différentiel de température entre les 2 faces du détecteur) comme les 

détecteurs DTGS (Deuterated Tri-glycine Sulfate) ou photoélectrique (générant une 

différence de potentiel par l’absorption de photons) comme les détecteurs MCT 

(Mercure Cadmium Tellure) qui sont constitués d’un monocristal en alliage de 

mercure cadmium tellure déposé sur un support inerte. Pour une plus grande 

sensibilité, les détecteurs de type MCT sont refroidis à l’azote liquide (77 K). 

• Enfin, le convertisseur analogique numérique qui interroge le détecteur à des 

intervalles réguliers et transforme le signal analogique en un signal numérique 

manipulable par le système informatique. 
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Figure 7 : Schéma de principe d’un spectromètre infrarouge à transformée de Fourier 
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Fonctionnement du spectromètre IRTF 

Pour résumer, dans tous les spectromètres IRTF, le faisceau infrarouge provenant de la 

source est dirigé vers l'interféromètre qui va moduler chaque longueur d'onde du faisceau à 

une fréquence différente. Le faisceau modulé est ensuite réfléchi vers l'échantillon, où des 

absorptions interviennent. Le faisceau arrive ensuite sur le détecteur pour être transformé en 

signal électrique. 

Le signal du détecteur apparaît comme un interférogramme, c'est une signature de l'intensité 

en fonction du déplacement du miroir. L'interférogramme est la somme de toutes les 

fréquences du faisceau. Cet interférogramme est ensuite converti en un spectre infrarouge par 

l’opération mathématique de transformée de Fourier.  

3.2 L’interférométrie : l’interféromètre de Michelson 
 

L’interférométrie est l’utilisation des phénomènes d’interférence pour la mesure. Ces 

interférences sont générées par l’interféromètre de Michelson. Cet instrument est formé d’une 

lame séparatrice semi-transparente qui divise le faisceau issu de la source en deux faisceaux, 

l’un réfléchi vers un miroir fixe, l’autre transmis vers un miroir mobile. Le miroir mobile, 

perpendiculaire au miroir fixe, bouge à une vitesse constante le long de son axe. Le schéma de 

l’interféromètre de Michelson est décrit dans la figure 8. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8 : L’interféromètre de Michelson 
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Dans ce système, le rayon lumineux prend deux trajets optiques différents, ce qui crée 

une interférence. Le rayon infrarouge provenant de la source frappe un miroir semi 

transparent (séparatrice). Ce rayon est passé au préalable par un système de miroirs afin 

d’entrer dans l’interféromètre sous la forme d’un rayon parallèle. Sous l’action de la 

séparatrice, le rayon est scindé en deux parties égale, une réfléchie et l’autre transmise. 

Chacun de ces rayons effectue un aller-retour miroir-séparatrice. La particularité réside dans 

la différence de parcours optique de ces deux rayons. Le rayon transmis frappe un miroir fixe 

et a donc un parcours optique fixe alors que le rayon réfléchi frappe un miroir mobile qui peut 

se déplacer dans les directions indiquées sur la figure 8 et a donc un parcours optique 

dépendant du déplacement d de celui-ci. Au niveau de la séparatrice, ces deux rayons se 

combinent à nouveau et sont focalisés vers le compartiment échantillon puis le détecteur.  

Le déplacement du miroir mobile permet de changer la longueur du trajet optique transmis. 

Quand le miroir mobile est dans une position telle que les deux parcours optiques soient de 

longueurs égales, l'interférence est constructive. Pour chaque autre position, des interférences 

positives ou destructives sont générées. 

 

Pour résumer, dans l’interféromètre de Michelson l’intensité du rayon lumineux en 

sortie de la source dépend de la longueur d’onde et on ne peut mesurer qu’une intensité 

globale S(λ). En sortie de l’interféromètre, suite aux recombinaisons en raison du 

déplacement du miroir mobile, on a artificiellement fait dépendre l’intensité globale du 

faisceau infrarouge en fonction cette fois ci du déplacement de ce miroir. On exprime 

généralement cette intensité par I(x) où cette longueur d’onde x est définie comme le retard,  

c'est-à-dire la différence des parcours optiques de la partie réfléchie et la partie transmise. 

Donc, avant d’atteindre l’échantillon, l’intensité du rayonnement IR émis par la source subit 

la transformation S (λ) —> I (x) au travers l’interféromètre. Mathématiquement, la relation 

entre S (λ) et I (x) est une transformation de Fourier(Griffiths 1986). 

3.3 La résolution spectrale  
 

La notion est illustrée sur la figure (9). Un écart d entre deux bandes sur l’échelle des 

nombres d’onde est observable lorsqu’une modulation périodique de 1/d est constatée sur 

l’interférogramme. 
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Cela illustre ce que l’on appelle le critère de Rayleigh où pour obtenir une séparation correcte 

de d entre deux bandes dans le domaine des nombres d’onde, il faut au minimum mesurer 

l’interférogramme sur une distance 1/d. 

Par exemple, une résolution spectrale de 4 cm-1 demandera au minimum un retard x de  

0,25 cm. En conclusion, plus on augmente le parcours du miroir mobile, plus on augmente la 

résolution spectrale.  
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igure 9 : Deux signaux spectraux espacés de d (gauche) et leur interférogramme 

droite) 

        3.4 Les facteurs correctifs appliqués à l’interférogramme (opérations Pré-Frourier) 

onctions d’apodisation 

Comme spécifié précédemment, l’obtention d’un spectre s’effectue par transformée de 

ourier (TF) inverse de l’interférogramme qui subit une coupure nette quand la valeur absolue 

e x est au maximum. On appelle cette coupure, coupure de type boxcar et cela a pour 

onséquence, lorsque l’on a une bande d’absorption, l’apparition de bandes additionnelles 

side lobes ou feet). Cela signifie donc que l’on n’obtient pas nécessairement la forme 

aturelle de la bande en raison de l’influence liée à l’instrument (Griffiths 1986). 

es solutions à ce problème sont soit d’acquérir l’interférogramme avec une grande résolution 

u tronquer l’interférogramme de manière moins abrupte que la coupure de type boxcar. On 

ppelle ce procédé apodisation. Avant la TF inverse, l’interférogramme est multiplié par une 

onction d’apodisation afin d’atténuer ces bandes additionnelles. En contrepartie, 

’apodisation affecte la largeur de bande dans le sens où la suppression de ces bandes 

dditionnelles implique toujours un élargissement de la bande principale. 
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Correction de phase 

Des corrections supplémentaires doivent être apportées pour tenir compte des 

décalages en phase introduits par l’appareillage. Ils ont deux origines principales. Tout 

d’abord, le déplacement rapide du miroir mobile entraîne une imprécision de la mesure de la 

position x=0. La deuxième source de décalage en phase du signal est introduite par les filtres 

électroniques utilisés pour diminuer le bruit de haute fréquence.  

La convolution de l’interférogramme par les fonctions de correction Mertz ou Power 

spectrum est d’usage courant pour corriger la phase du signal. 
 

Zero filling factor (ZZF) 

Pour une résolution donnée, même très faible, on peut obtenir une information 

imprécise au sujet de la position d’un maximum d’une bande d’absorption. On utilise le ZZF 

pour augmenter artificiellement la résolution d’un spectre par ajout de points supplémentaires 

sans introduire des facteurs d’erreur dans l’interférogramme de départ. Par exemple, un  

ZZF égal à 2 signifie que l’on double le nombre de points dans l’interférogramme par ajout de 

zéros. Enfin, il est important de souligner que l’ajout de zéros dans l’interférogmme ne fait 

qu’améliorer l’interpolation du spectre et on peut donc uniquement parler d’amélioration 

artificielle de résolution mais cet effet et la vrai résolution ne sont en aucun cas liés par une 

quelconque relation. 

Suivant l’utilisation et le degré d’interprétation voulus pour un spectre, il convient donc de 

choisir la résolution et le ZZF adaptés à la manipulation. En effet, le choix d'une résolution 

très précise et d’un ZZF élevé n’est pas obligatoirement le plus intéressant car d’une part, cela 

engendre une quantité importante de points dans l’interférogramme et par conséquent des 

temps de calcul de TF longs, et d’autre part, cela demande des capacités de stockage 

considérables. Il convient de réduire ces facteurs jusqu’au niveau voulu. 

3.5 Génération du spectre IRTF 
 

L’interférogramme est peu utile au spectroscopiste qui utilise généralement le tracé 

des valeurs d’absorbance ou de transmittance en fonction des fréquences (ou nombres 

d’onde). Le processus de génération du spectre (figure 10) de l’échantillon comporte 4 étapes 

(Griffiths 1986) : 

- enregistrement d’un interférogramme simple-faisceau de référence sur le 

support porte-échantillon 

- enregistrement d’un interférogramme simple-faisceau échantillon 
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- transformation de Fourier inverse des interférogrammes et opérations post-

Fourier 

- calcul du spectre d’absorbance (ou transmittance) à partir des spectres simple 

faisceau 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 10 : Génération du spectre IRTF. Interférogramme de référence (A); 

interférogramme échantillon (B) ; spectre simple faisceau de référence (C); spectre 

simple faisceau échantillon (D); spectre en absorbance (E)). 

 

Les informations obtenues à partir des spectres IRTF sont de deux sortes, qualitatives 

et quantitatives. 

Informations qualitatives : un spectre d’absorption infrarouge, même d’une molécule simple, 

comporte un certain nombre de pics. Les longueurs d'onde auxquelles l'échantillon absorbe 

sont caractéristiques des groupements chimiques présents dans le matériau analysé.  

Informations quantitatives : L'intensité de l'absorption à la longueur d'onde caractéristique 

est reliée à la concentration du groupement chimique à l’origine de cette absorption. 

En mesurant l'aire du pic caractéristique, on peut comparer la proportion d'un groupement 

chimique présent dans plusieurs échantillons. Ce type d’analyse offre la possibilité de doser 

un nombre particulièrement élevé de substances car presque toutes les espèces moléculaires 

absorbent dans le moyen infrarouge. De plus, le caractère unique d’un spectre infrarouge 

permet un degré de spécificité que relativement peu d’autres méthodes possèdent. Cette 

spécificité est particulièrement mise à profit pour le dosage de mélanges de composés 
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organiques présentant une grande similitude. Depuis les dix dernières années, divers travaux 

ont montré l’application de la méthode au dosage de nombreuses molécules plus complexes 

comme les protéines, le cholestérol et les sucres, dans des solutions de nature biologique 

comme le sang, le sérum et le plasma. 

La spectroscopie IRTF est une méthode d'analyse simple à mettre en oeuvre et non 

destructrice. Elle permet d'analyser aussi bien les matériaux organiques que les matériaux 

inorganiques. La grande diversité des montages expérimentaux permet la caractérisation de 

pratiquement tout type d'échantillon, quel que soit leur état physique ou de surface : 

- Couches déposées sur un substrat transparent en infrarouge : montage en 

transmission/absorption. 

- Couches déposées sur un substrat non-transparent en infrarouge : montage de 

Réflexion Totale Atténuée (ATR). 

- Films polymères : montage en transmission (si épaisseur faible <10µm), montage de 

Réflexion Totale Atténuée (ATR). 

- Poudres (dispersées dans une pastille de KBr) : montage en transmission  

Cependant, dans le cas de couches inférieures à 500 Å d'épaisseur, la spectroscopie IRTF 

conventionnelle atteint ses limites de sensibilité et de détection. 
 

Les avantages du spectromètre IRTF 

Les spectrométres IRTF présentent plusieurs avantages comparés aux spectromètres 

dispersifs : 

• Rapidité : un spectre de 800-8000 cm -1 de résolution de 2 cm-1, mesuré en 30 minutes 

sur un spectromètre dispersif, serait collecté en 1 seconde au même rapport signal-

bruit sur un spectromètre IRTF 

• Reproductibilité de l’échelle des fréquences 

• Haute résolution spectrale 

• Fiabilité  

3.6 Méthodes de mesure en spectroscopie IRTF 
 

Le choix de la technique d’échantillonnage dépend fortement de la nature de 

l’échantillon. Plusieurs méthodes ont été mises au point pour la caractérisation d’échantillons 

d’état physique différents par spectroscopie infrarouge avec l’emploi d’accessoires 

spécifiques. 
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Transmission /absorption 

Le principe de transmission/absorption est détaillé sur la figure (11). On définit 

Isource(x), l’intensité globale émise par la source en fonction du retard et I(x) est l’intensité 

transmise après passage à travers l’échantillon. Enfin, I0(x) est défini comme l’intensité 

transmise au détecteur après passage dans le spectromètre sans l’échantillon (souvent défini 

comme la référence). 

 

Figure 11 : 

Principe de la transmission 

 

 
 
 
 
 

Suite à la mesure enregistrée par le détecteur et après conversion de l’intensité par 

transformée de Fourier inverse (passage de I (x) en S (λ)), on définit le spectre soit en 

transmittance T, soit en absorbance A de la manière suivante : 
 

                    T(λ) = S(λ)/S0(λ) et A(λ) = log( S0(λ)/S(λ)) = log(1/T)                       Eq. 11 
 

Ce mode de mesure nécessite absolument l’utilisation de supports transparents en infrarouge. 

Parmi ceux-ci, on trouve de nombreux sels de métaux alcalins tels que le bromure de 

potassium (KBr), qui pressé à 1000N, peut emprisonner une poudre dans un cristal 

transparent, ou encore le séléniure de zinc (ZnSe), le fluorure de calcium (CaF2), le fluorure 

de baryum (BaF2) et le germanium (Ge). 

Contrairement au KBr, les supports ZnSe, CaF2 et BaF2, possèdent des qualités de résistance à 

l’hygrométrie qui les qualifient pour l’étude des matériaux biologiques et en général de tous 

les échantillons en solution. 
 

 

 

 32



Réflexion totale atténuée (ATR) 

Le deuxième mode de mesure en spectroscopie IRTF est la réflexion totale atténuée, 

communément appelée ATR (attenuated total reflection). Le principe de l’ATR est détaillé sur 

la figure (12). 
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Figure 12 : Principe de la réflexion totale atténuée (ATR) sur diamant 
 

L’échantillon est placé sur un cristal transparent en infrarouge mais d’indice de 

réfraction élevé (ZnSe, diamant, germanium) appelé élément à réflexion interne. Isource(x) est 

l’intensité globale émise par la source en fonction du retard et I (x) est l’intensité après 

réflexion sur l’échantillon. En première approximation, d’après la loi de Descartes, le faisceau 

IR initial traverse le cristal (diamant dans l’exemple) et subit une réflexion totale à l’interface 

cristal-échantillon puis est dirigé vers le détecteur(Griffiths 1986).  

En effet, la particularité du cristal, outre sa haute résistance, est qu’il possède un indice de 

réfraction généralement élevé (n2=2,43 pour le diamant par exemple) et dans la plupart des 

cas supérieur à celui de l’échantillon (n1). En réalité, le phénomène peut être perturbé par 

l’existence d’une onde progressive appelée évanescente. Celle-ci pénètre de quelques 

micromètres dans l’échantillon se trouvant en contact direct avec le cristal. De ce fait, une 

partie de l’énergie lumineuse est retenue et la réflexion totale est dite atténuée (Griffiths 

1986).          
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Il est établi que la profondeur de pénétration (dp) des ondes évanescente dans l’échantillon 

dépend de la longueur d’onde λ, de l’angle α d’incidence du faisceau par rapport à la normale 

à l’intérieur du cristal et des indices de réfraction du cristal et de l’échantillon, nommés 

respectivement n2 et n1 selon la formule de Harrick (1979) : 

  

                                              dp = 
)²(²sin2

1

2
2 n

n
n −απ

λ                                          Eq. 12 

 

La pénétration dépendant de la longueur d’onde, une correction doit être apportée pour 

calculer l’absorbance réelle. Pour des échantillons ayant le même indice de réfraction la 

profondeur de pénétration est la même, ce qui permet de comparer aisément des matériaux de 

même nature. La pénétration étant faible (1-4µm), l’absorbance reste dans les limites de 

linéarité de la loi de Beer-Lambert. Ces deux avantages contribuent à rendre une opération de 

correction de ligne de base plus facile, voire inutile. 
 

Réflexion diffuse 

La technique de réflexion diffuse est employée très largement pour des analyses 

qualitatives de produits. Dans cette partie, nous rappellerons les principes de cette méthode. 

La réflexion diffuse peut être considérée comme la résultante de multiples réflexions, 

réfractions et diffractions sur des particules orientées de façon aléatoire. Dans la pratique, on a 

deux types de réflexion : 

La réflexion spéculaire : avec la loi de Descartes (rayon incident, rayon réfléchi) dans 

le plan de l’échantillon. L’absorption du rayonnement est obtenue à partir des équations de 

Kramers-Krönig 
 

La réflexion diffuse : qui suit la loi d’approximation de Lambert. Cette réflexion est 

délocalisée et le phénomène d’absorption peut être traduit par une loi approximative : la 

formule de Kubelka Munk 

 

                                           F(Ro) = (1- Ro)² / 2 Ro = K / S                                 Eq. 13 

Avec : 

Ro : réflectance relative (R échantillon / R référence) 

K : coefficient d’absorption 

S : coefficient de diffusion 
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Les spectres de réflexion-diffuse sont complexes car ils contiennent à la fois des éléments dus 

à la réflectance, à la diffusion et à l’absorbance de l’échantillon. 
 

Microspectroscopie IRTF  

La microspectroscopie infrarouge est le couplage entre un spectromètre IR et un 

microscope. Au début, les microscopes infrarouge étaient réalisés à partir de petits 

microscopes conçus pour le visible auxquels on avait substitué les lentilles classiques par une 

optique en KBr. Ces systèmes étaient peu performants surtout à cause des problèmes 

d'aberrations chromatiques car il est pratiquement impossible de les corriger sur une gamme 

spectrale très étendue. Finalement, ce type de microscope était surtout utilisé pour examiner 

des petites pastilles de KBr de 0,5 à 2 mm de diamètre.  

L'utilisation d'un condenseur de faisceau permettait à moindre frais l'examen de petits 

échantillons tout en donnant de bons résultats. Avec les appareils IRTF il a fallu attendre la 

commercialisation de détecteurs sensibles et rapides, du type MCT (mercure, cadmium, 

tellure), pour avoir des performances acceptables étant donné la faible quantité d'énergie qui 

atteint le détecteur après le passage à travers le cache du microscope. 

Un net regain d'intérêt pour la microscopie infrarouge est apparu dans les années 80 avec la 

commercialisation de microscopes dédiés à l'infrarouge qui utilisaient enfin une optique 

purement réfléchissante du type Cassegrain. Puis, l'amélioration constante du matériel s'est 

poursuivie assez régulièrement autant dans le domaine infrarouge que dans celui du visible. 

Cette technique permet d'utiliser les potentialités de la spectroscopie IRTF à l'échelle 

microscopique pour l’étude de micro-échantillons de taille de l’ordre de 10 µm.  

Actuellement, la microspectroscopie IRTF est largement utilisée dans de nombreux domaines 

grâce aux avantages apportés par l’interférométrie et l’usage de détecteurs MCT ultrasensibles 

refroidit à l’azote liquide. Ceci a permis l’application de cette technique à des échantillons 

biologiques.  

Le rôle du microscope est de conduire le rayon infrarouge de l’interféromètre à l’échantillon 

de manière colinéaire au chemin optique visible. L’échantillon mesuré correspond à 

l’échantillon observé. Les lentilles en verre étant opaques aux radiations infrarouges, le 

microscope infrarouge utilise des optiques réfléchissantes (miroirs dorés ou argentés, objectifs 

de type Cassegrain).  

En microspectroscopie IRTF, les modes d'enregistrement sont la transmission si l'épaisseur de 

l’échantillon est compatible avec une absorbance raisonnable (de l'ordre d’une unité 
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d'absorbance). Sinon, le mode de réflexion s’applique à des échantillons plus épais ou à des 

dépôts sur des supports réfléchissants. 

Le microscope infrarouge est relié à un spectromètre IRTF et est muni d'une platine (porte-

échantillon) motorisée, d'un détecteur MCT, d'une source d'IR (de globar) et des objectifs à 

angle d’incidence rasante (type Cassegrain). L’imagerie spectrale a été rendue possible grâce 

à ces systèmes. Le mouvement de la platine est contrôlé à l'aide d'un logiciel et peut être réglé 

avec une précision sub-micrométrique. La plupart des objectifs de microscopes IR ont des 

ouvertures numériques comprises entre 0,5 et 0,7 donnant des résolutions spatiales de l’ordre 

de quelques microns à plusieurs dixaines de microns suivant l’ouverture utilisée. La résolution 

spatiale peut être définie comme la capacité à mesurer le spectre d’un objet sans 

contamination par les informations provenant d’objets placés hors du champ délimité par 

l’ouverture (Messerschmidt 1988).  

De nombreuses aberrations optiques (aberrations sphériques et chromatiques, diffraction) sont 

susceptibles de se produire lors de l’interruption d’un faisceau par une ouverture et peuvent 

limiter la précision de la mesure. La diffraction limite la résolution spatiale à une valeur 

proche de la longueur d’onde utilisée. La résolution spatiale effective est limitée à 0,61λ/ON 

(ON : ouverture numérique de l’objectif et λ : longueur d’onde).  

Généralement les microscopes infrarouge sont munis d'un jeu d'objectifs comprenant : 

un objectif pour le visible 4X, deux objectifs infrarouge de 15X et de 32X et parfois un 

objectif ATR de 20X et un cristal de Ge-ATR. Dans certains cas, le microscope IR peut être 

placé dans une enceinte de purge (azote gazeux ou air sec) pour assurer une protection 

efficace contre les influences atmosphériques (vapeur d’eau et gaz carbonique). 

L’échantillon à analyser est placé sur la platine motorisée et amené au centre du champ de 

vision du microscope et la zone à étudier est circonscrite par une ouverture placée dans le plan 

image de l’échantillon. L’ouverture peut être de dimensions différentes de façon à restreindre 

la mesure aux contours exacts de la partie de l’objet à étudier.  
 

L’imagerie IRTF 

L’imagerie IRTF s'est assez largement développée grâce à la microspectroscopie IRTF 

et aux progrès en micro-informatique. L’utilisation de détecteurs MCT monocanaux (en 

général 100x100µm2 ou 50x50µm2) en microspectroscopie a permis de développer l’imagerie 

IR qui jusqu'à 1994, se faisait de façon séquentielle avec acquisition de l’image en mode point 

par point. Une carte spectrale pourrait être ensuite construite sur la base de spectres acquis en 
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chaque point. La cartographie point par point souffre de la lenteur de la méthode (plusieurs 

heures pour une image) et est dépendante de l’autonomie du détecteur MCT refroidi. 

Depuis une dixaine d’années, l’accès aux détecteurs multi-canaux, barettes en ligne ou 

matrice à plan focal, ont révolutionné l’imagerie IR. Ces détecteurs ont réduit le temps 

d’acquisition de plusieurs nombres de grandeur avec une résolution en pixel pouvant atteindre 

4-6,5 µm. 

La carte spectrale ou l’image spectrale exprime une information multiparamétrique de 

composition chimique associée à une information spatiale. Donc, le jeu de données résultant 

de l’acquisition de centaines de spectres comprend des informations sur les coordonnées (x, y) 

et sur l’absorbance pour chaque longueur d’onde (882 variables par spectre entre 400 et 4000 

cm-1 à une résolution de 6 cm-1). Il constitue un ensemble multidimensionnel qu’il est 

convenu d’appeler un hypercube de données. L’exploitation de ce hypercube de données peut 

se faire selon plusieurs stratégies (analyse univariée ou analyse multivariée).  

L'imagerie IRTF a encore un impact assez limité en raison de son prix élevé. L'amélioration 

constante des détecteurs (vitesse et sensibilité alliées à une baisse des prix) devrait permettre à 

cette technique une plus large diffusion. La versatilité de la microspectroscopie IRTF ainsi 

que la qualité des renseignements qu'elle fournit ont permis de démontrer ses potentialités 

dans de nombreux domaines d’application tels que ceux du médical (microbiologie, biologie 

cellulaire et tissulaire…) et industriel (agroalimentaire, chimie, électronique…) 

3.7 L’analyse des données IR 
 

Les spectres IR contiennent des informations pertinentes sur les caractéristiques 

physiques et biochimiques des échantillons analysés. Cependant, ces informations peuvent 

être parfois difficiles à extraire. L’utilisation des méthodes mathématiques, informatiques et 

d’analyse statistique multivariée forment une autre approche qui permet d'améliorer 

l'extraction et l’exploitation des informations spectrales sous-jacentes. Parmi ces méthodes, la 

classification hiérarchique, l’analyse en composantes principales ou encore l’analyse 

discriminante linéaire, sont les plus utilisées. 

La classification hiérarchique ascendante est une méthode d’analyse statistique qui regroupe 

les spectres en fonction de leur ressemblance sur le domaine spectral désiré. La classification 

hiérarchique est réalisée en utilisant un calcul qui permet de déterminer les distances 

euclidiennes entre les groupes de spectres suivant leurs ressemblances. L’algorithme de Ward 

est souvent utilisé pour ce calcul.    
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Une carte exploitant la totalité de l’information spectrale peut être créée en associant à 

chaque point un code de couleur dépendant de la classification du spectre enregistré à cette 

position. Il est possible de construire plusieurs cartes à partir du même jeu de spectre en 

faisant varier les paramètres de l’analyse hiérarchique (nombre de groupes formés, nombre, 

limites et contributions relatives des domaines spectraux utilisés). 

Pour l’imagerie IR, parmi les méthodes d’analyse multivariée, l’analyse en 

composantes principales est applicable au traitement de l’information. Elle permet de 

décomposer un jeu de données en une série de composantes principales qui expriment 

l’essentiel de la variance. Si l’on associe un gradient de couleur à chacune des composantes 

principales, il est alors possible de générer des cartes spectrales qui tiennent compte de leur 

contribution en chaque point de la carte. Des cartes peuvent également être réalisées en 

combinant les scores de plusieurs composantes. 

L’imagerie spectrale permet de mettre en évidence des variations de la répartition des espèces 

composant un échantillon en l’absence de changements de leur composition globale et de 

détecter des variations locales de compositions.  

Les méthodes d’analyse et de traitement des spectres utilisées lors de ce travail seront 

détaillées dans la partie Matériels et Méthodes.  

4. Applications de la spectroscopie IRTF 

4.1 Les biomolécules et l’attribution spectrale en spectroscopie infrarouge 
 

Dans une macromolécule biologique, toutes les vibrations de groupes chimiques 

impliquant une variation du moment dipolaire électrique permanent du groupe absorbent dans 

le domaine infrarouge. La spectroscopie IRTF mesure directement les vibrations de groupes 

chimiques et l'énergie de ces vibrations (ou fréquence de vibration ν) dépend de la force des 

liaisons chimiques ainsi que de la masse des atomes impliqués dans la vibration.  

Ainsi, à chaque fonction ou groupe chimique correspond une gamme de fréquences de 

vibration caractéristique. De plus, la fréquence de vibration est sensible aux interactions fines 

entre ces groupes et leur environnement : liaison hydrogène (environnement protique ou 

aprotique), interactions électrostatiques (environnement apolaire ou polaire), transfert de 

charge avec un système d'électrons délocalisés.  

L'intensité d'un signal infrarouge dépend également de l'amplitude de la variation du moment 

dipolaire engendrée par la vibration. Elle dépend aussi du champ électrostatique environnant 
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le groupe chimique, par exemple de l'état d'oxydoréduction d'un site métallique dans une 

protéine. 

L’étude des macromolécules biologiques initiée par Blout et Fields en 1949 pour les acides 

nucléiques, par Elliott et Ambrose en 1950 pour les protéines a montré que de nombreuses 

informations pouvaient être apportées par cette méthode. La spectroscopie infrarouge s’est 

révélée particulièrement sensible aux conformations de ces molécules complexes et est 

considérée comme l’une des méthodes les plus adaptées à l’étude des biopolymères. L’un des 

avantages majeurs de la technique est de pouvoir étudier les changements de conformation 

des molécules biologiques en interaction avec leur environnement. 
 
Les protéines  

La liaison peptidique caractérisant les protéines, possède de nombreux modes de 

vibration et donne 9 bandes (notées amide I à amide VII et amide A et B). Les bandes amide 

I, II et III sont très actives en infrarouge et ont été particulièrement étudiées. L’analyse fine de 

la position et de la structure de ces bandes donne des informations sur la structure primaire et 

secondaire de la protéine étudiée ainsi que sur les différentes conformations secondaires de 

type hélice α, feuillet β, coude β ou pelote statistique. De plus, la spectrométrie IRTF peut 

également renseigner sur les chaînes latérales des acides aminés et sur l’identité de certains 

acides aminés impliqués dans la structure des protéines (Tableau 2 et figure 13). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ν vibration d’élongation, νas élongation antisymétrique, δ vibration de déformation  

Vibrations de la liaison peptidique Vibrations des chaînes latérales 
Fréquence (cm-1) Attribution Fréquence (cm-1) Attribution 

3250-3300 Amide A (résonance de Fermi ν 
(N-H) avec amide II) 

1716 νas (C=O) de COO- de 
l’aspartate 

3090-3100 Amide B  (résonance de Fermi ν 
(N-H) avec amide II) 

1712 νas (C=O) de COO- du 
glutamate 

1600-1700 Amide I ν (C=O) couplé avec ν 
(C-N) et δ (N-H) 

1622 δ (CH2) de l’asparagine 

1550 Amide II δ (N-H) couple avec ν 
(C-N) 

1596 Histidine (mouvement du cycle)

1230-1330 Amide III δ (N-H) et ν (C-N) 1516 tyrosine (mouvement du cycle) 
625-767 Amide IV δ (0=C-N) et autres 

modes 
2400-2700 Cystéine ν (S-H) 

640-800 Amide V δ (0=C-N-H) et autres 
modes 

3486-3491 Tryptophzne ν (N-H du noyau 
indole) 

537-606 Amide VI δ (N-H) hors du plan   
200 Amide VII (torsion du squelette)   

 

Tableau 2 : Quelques pics d’absorption attribués aux vibrations des protéines 
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Figure 13 : Spectre IRTF représentatif d’une protéine (Albumine) (64 accumulations à 

la résolution de 4 cm-1, facteur de zero filling de 2) 

 

Dans des cas plus précis, la spectroscopie IRTF permet de suivre la formation 

d'intermédiaires réactionnels et leurs conséquences sur la protéine, comme la protonation et la 

déprotonation consécutives d'acides aminés pendant des mécanismes de transfert d'électrons 

et la caractérisation du site actif d’enzymes. L’évolution des liaisons chimiques du centre actif 

au cours des réactions catalytiques ont été décrites par Jung (Jung 2000). 

L’aspect dynamique de cette technique ainsi que l'accès à des informations au niveau 

atomique rend cette spectroscopie indispensable pour l'analyse détaillée de mécanismes 

impliquant des molécules de nature protéique. 
 

Les acides nucléiques 

Les acides nucléiques sont actifs dans l’infrarouge et ce sont les groupes phosphates et 

les riboses qui présentent les vibrations les plus intenses. La spectroscopie infrarouge permet 

même d’évaluer les changements de conformation que peuvent présenter les acides 

nucléiques, la nature et la force des liaisons impliquées dans l’interaction avec un ligand. Des 

bandes caractéristiques des conformations A, B et Z de l’ADN ont par ailleurs été décrites 

(tableau 3). Des études par spectroscopie infrarouge de la structure conformationnelle des 
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doubles et triples hélices d'ADN et d'ARN de séquences contrôlées ont été décrites (Akhebat 

1992) et (Fritzsche 1993). 
 

Fréquence (cm-1) Attribution 
ADN A ADN B ADN Z  

1710 1717 1692 ν (C=O) carbonyle 
1240 1220 1265 νas (P=O) 
1090 1085 1090 ν (P=O) 

810-820 820-825  OPO diester 
665 - 675 680 – 690 600 - 625 Guanine, respiration du noyau 

 

Tableau 3 : Quelques pics d’absorption attribués à l’ADN 

 

Les polysaccharides 

L’étude des sucres en spectrométrie infrarouge a débuté dans les années 50 mais il a 

fallu attendre les années 90 pour que l’étude des polysaccharides complexes soit réellement 

possible (Kacurakova 2000). La spectroscopie infrarouge permet une analyse qualitative et 

quantitative des sucres renseignant sur leur nature et leur état (solution, cristallisation etc…). 

L’industrie alimentaire est la première activité concernée par ce type d’analyse et a largement 

participé à l’amélioration des techniques spectroscopiques. Les pics caractéristiques de ces 

biomolécules sont détaillés dans le tableau 4.  

 
 

Fréquence (cm-1) Attribution Fréquence (cm-1) Attribution 
1700-1730 ν (C=O) de COOH 1050-1070  
1600-1650 Amide I ν (C=O) + ν (C-N) 1030  
1540-1560 Amide II δ (N-H) + ν (C-N) 1016-1024 α-glucose 

1420 νs(COO- ) 966 C-C désoxyribose 
1160-1170 ν (C-O-C), ν (C-C) β-glucose 930 Vibration du cycle 
1120-1150 ν (C-O-C), ν (C-C) α-glucose 830 δ (C-H) 

1105  805-812 α et β-mannanes  
1080 ν (C-O-C) β-glucose   

 

Tableau 4 : Quelques pics d’absorption attribués aux polysaccharides 

 

Les lipides 

La biochimie des lipides est complétée par la spectroscopie IR grâce à l’activité 

vibrationnelle de ces molécules dans le moyen infrarouge surtout dans la région des pics 

attribués en général aux lipides (région 2700-3000 cm-1) et aux triglycérides (1745 et 3011 

cm-1). 
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L’attribution des bandes spectrales pour ces biomolécules a pu être réalisée grâce à des études 

sur les molécules isolées. Le tableau 5 présente les attributions des bandes obtenues à partir de 

phospholipides isolés. 

  

Fréquence (cm-1) Attribution Fréquence (cm-1) Attribution 
2950-2960 νas (C-H) de CH3  1470-480 δ (C-H) de CH2
2920-2930 νas (C-H) de CH2 1460 δ (C-H) de CH3
2865-2880 ν (C-H) de CH3 1230 νas (P=O) de PO2
2840-2860 ν (C-H) de CH2 1170-1200 ν (C-O-C) des esters 
1730-1760 ν (C=O) des esters 1080 ν (P=O) de PO2

 

Tableau 5 : Quelques pics d’absorption attribués aux phospholipides 
 

4.2 Les spectres d’origine biologique  
 

La plupart des biomolécules possèdent une signature caractéristique dans le MIR. Les 

cellules, les fluides biologiques et les tissus contiennent de nombreuses biomolécules 

(protéines, lipides, glucides et acides nucléiques). Ces molécules ont une formule chimique 

complexe, se traduisant par une multitude de bandes d’absorption dans le spectre MIR.  

Le spectre MIR d’un échantillon biologique consiste donc en l’addition de nombreuses 

bandes spectrales qui vont se chevaucher et/ou se superposer (figure 14) (Jackson 1996; 

Naumann 2000). L’analyse des spectres, dans ce cas, n’est pas simple, d’autant plus que 

l’environnement des molécules influence les fréquences de vibration. Néanmoins, de 

nombreuses bandes d’absorptions ont pu être attribuées (Tableau 6) (Jackson 1996; Naumann 

2000). La spectroscopie MIR est donc une technique intéressante puisqu’elle permet d’obtenir 

une image globale et complète d’une cellule donnée dans un état particulier.  

 

Une des particularités des échantillons biologiques est de contenir un fort pourcentage 

d’eau. Le spectre MIR de l’eau pure montre que les bandes d’absorption couvrent des larges 

domaines de la fenêtre spectrale du MIR. De plus, le spectre de l’eau est dépendant de son 

environnement et la molécules d’eau interagissent avec les solutés, ce qui a une influence sur 

les fréquences de vibration (Max 2007a; Max 2007b). La contribution de l’eau sur les spectres 

IRTF des échantillons biologiques est importante et il faut en tenir compte. Pour résoudre le 

problème d’eau, les spectres IRTF sont généralement enregistrés directement sur des 

échantillons desséchés selon un protocole rigoureux et spécifique de chaque type 

d’échantillon. 

 42



Nombre d’onde (cm-1)

A
bs

or
ba

nc
e 

(u
. a

)

Nombre d’onde (cm-1)

A
bs

or
ba

nc
e 

(u
. a

)

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 14 : Exemple de spectre IRTF d’un microorganisme avec la position des pics 

d’absorption 

 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tableau 6 : Principales bandes d’absorption caractéristiques des biomolécules dans un 

échantillon biologique (υ : élongation, δ : déformation) 
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Le spectre d’un échantillon biologique peut être divisé en plusieurs parties dont la 

dénomination provient du composant dont l’absorbance est la plus significative dans la région 

donnée. Le spectre IRTF des échantillons biologiques est dominé entre 1500 et 1800 cm-1 par 

les bandes amide I et II des protéines, respectivement à 1650 et 1550 cm-1, par la bande 

d’élongation antisymétrique des phosphates à 1240 cm-1 et par un massif peu résolu dit région 

des sucres entre 900 et 1200 cm-1. La région s’étendant de 2800 à 3000 cm-1 est dominée par 

les vibrations d’élongation des liaisons C-H et nommée en conséquence région des lipides 

(tableau 7 et 8).  

L’attribution putative des bandes a pu être réalisée grâce aux données obtenues sur les 

macromolécules isolées. Il est à noter que la capacité de la spectroscopie IRTF à détecter 

l’ADN sous forme de chromatine dans les noyaux cellulaires est encore débattue (Diem 

2002). 

Fréquence (cm-1) Région Fréquence (cm-1) Région 
2800-3000 Lipides 1350-1500 Région mixte 
1700-1800 Esters des lipides 1250-1350 Amide III 
1500-1700 Protéines 1200-1250 Acides nucléiques 
1500-900 Empreinte  900-1200 Sucres 

 

Tableau 7 : Table des noms usuels pour les différentes régions du spectre d’un 

échantillon biologique 

 
Fréquence (cm-1) Attribution Fréquence (cm-1) Attribution 

3250-3800 ν (O-H)  1380-1430 ν (C-H) de CH des protéines 
2950-2960 νas (C-H) de CH3  1400 νas (C=O) de COO-

2920-2930 νas (C-H) de CH2 1230-1330 Amide III 
2865-2880 ν (C-H) de CH3 1240 νas (P=O) de PO2  
2840-2860 ν (C-H) de CH2 1150-1170 ν (C-O-C) des esters 
1700-1750 ν (C=O) esters des lipides 1120 ν (C-O) des riboses 
1625-1695 Amide I 1080-1085 ν (C-O-C), ν (P=O) 
1525-1560 Amide II 1050-1070 ν (C-O) glycogène 

1515 Tyrosine (en dérivée 2nde) 1024 ν (C-O) glycogène 
1460-1470 δ (C-H) de CH3 épaulement 968 ν (C-C/C-O) des phosphates 

et des acides nucléiques 
1440-1460 δ (C-H) de CH2   

 

Tableau 8 : Attribution des principaux bandes IRTF des échantillons cellulaires et 

tissulaires 
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4.3 La spectroscopie IRTF et ses applications dans les domaines de la biologie et 

du biomédical 

 

La spectroscopie IRTF possède un potentiel particulièrement intéressant pour de 

nombreuses applications médicales. Il est en effet possible de détecter et de caractériser des 

variations spectrales liées à des modifications des différents constituants moléculaires (lipides, 

sucres, protéines…) dans un tissu, dans une cellule, ou dans un fluide biologique, en 

permettant d’orienter le diagnostic ou de détecter certaines pathologies à un stade précoce. 

Les recherches dans le domaine de la caractérisation des systèmes biologiques peuvent être 

grossièrement catégorisées en 3 groupes d’applications (Mantsch 2002; Petibois 2006)  

• L’analyse des fluides biologiques (biochimie clinique) 

• L’analyse des cellules et des tissus (cytologie/pathologie) 

• L’analyse des microorganismes (microbiologie) 

 

Biochimie clinique 

 

La biochimie clinique basée sur la spectroscopie IRTF permet essentiellement 

l’analyse des constituants de liquides biologiques tels que le sang, le sérum, la salive, le 

liquide amniotique et l’urine. Les analyses ont pour but principal l’évaluation de la 

concentration de certaines biomolécules dans ces fluides (Petibois 2001; Low Ying 2002). 

L’objectif est de diagnostiquer certaines pathologies liées une concentration anormale de ces 

molécules ou tout simplement de faire des dosages de constituants. Dans la majorité des 

études biochimiques, ces analyses sont réalisées à partir de film déshydratés, ce qui permet de 

surmonter le problème de la teneur en eau de l’échantillon.  

Parmi les exemples d’application récente de la spectroscopie IRTF en biochimie 

clinique, figurent l'analyse biochimique globale de paramètres sanguins et sériques du 

surentraînement (Petibois 1999; Petibois 2000) et l’étude de l’effet de l'hormone thyroïdienne 

sur les cellules ostéoprogénitrices humaines et ses conséquences métaboliques (Latxague 

2004; Latxague 2005). 
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Cytologie/pathologie 
 

Le nombre important de publications relatif à ces applications montre l’intérêt de cette 

approche dans le diagnostic cellulaire et tissulaire (Moreno 2002; Mourant 2003; Fernandez 

2005).  
 

Diagnostic cellulaire 

Au niveau cellulaire, la spectroscopie IRTF peut avoir plusieurs applications telles que 

la détection de composés intracellulaires, le suivi de la production d’exoproduits en réponse à 

des variations environnementales (Naumann 1996; Naumann 2000) ainsi que l’étude des 

interactions cellule/médicament (Bouhedja 1997).  

Des différences spectrales entre cellules saines et cellules leucémiques ont été observées sur 

des cellules prélevées chez des patients et des sujets sains, conduisant à un classement des 

spectres en fonction de l’état pathologique (Benedetti 1984; Benedetti 1985; Schultz 1996; 

Ramesh 2002). Ainsi, on peut mettre en évidence des marqueurs spectraux caractéristiques du 

phénotype MDR (Gaigneaux 2002; Krishna 2006) sur des cultures de cellules HL60, K562 et 

MCF7. Ces études servent à mettre au point des modèles de prédiction en vue de faciliter le 

diagnostic ou le suivi de pathologies ou encore à prévoir l’efficacité du traitement sur cellules 

isolées de patients. 

 

Diagnostic tissulaire 

Au niveau tissulaire, au cours de ces 10 dernières années, on a assisté à une 

augmentation rapide du nombre d’études diagnostiques réalisées par spectroscopie IRTF sur 

les tissus biologiques. Parmi ces applications, on peut citer la détection de corps étrangers 

dans les tissus (Kidder 1997), l’étude de l’encéphalopathie spongiforme bovine dans le tissu 

nerveux (Kneipp 2000), l’étude de la biominéralisation du tissu osseux (Bohic 1998) ainsi que 

des études sur la peau, le cerveau et l’aorte pour la détection de certaines pathologies (Tfayli 

2005; Amharref 2006; Bonnier 2006; Chew 2007).  

Plusieurs méthodes d’analyse en spectroscopie IRTF ont été employées. Des spectres 

de tissu mammaire ont été enregistrés en macro (Meurens 1996) et microspectroscopie 

(Fabian 1995; Jackson 1996) en mode transmission ou en mode ATR (Dukor 1998). Après 

une période d’optimisme où la séparation du tissu cancéreux mammaire et du tissu sain 

semblait aisée (Meurens 1996), plusieurs auteurs ont fait le catalogue des écueils liés à cette 

approche (Fabian 1995; Jackson 1996; Dukor 1998; Dukor 1999; Jackson 1999).  
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Ces publications mettent en exergue les pièges qui peuvent compliquer ou fausser 

l’interprétation des données spectrales, comme la présence de collagène dans la matrice sous-

jacente aux cellules cancéreuses ou encore la forte hétérogénéité cellulaire des tumeurs. 

Pour le diagnostic de certaines pathologies de l’utérus, des applications ont été portées 

sur des frottis entiers et qui ont été analysés dans leur globalité en macro-spectroscopie 

(Wong 1991; Morris 1995; Wood 1996; Cohenford 1997). Ces études ont révélé une grande 

différence entre les spectres de frottis classés comme pathologiques et les spectres de frottis 

classés comme sains. Cette différence semble due à la présence de glycogène dans les cellules 

saines (Wong 1991; Cohenford 1997), ce qui est corrélé avec les observations cytologiques.  

La différenciation entre tissu ovarien sain et pathologique par spectroscopie IRTF a été 

également démontrée par Krishna et coll (Krishna 2007). 

 

Ces exemples permettent d’illustrer quelques applications de la spectroscopie IRTF à 

l’étude des systèmes biologiques cellulaires et tissulaires ainsi que les difficultés rencontrées 

dans ces approches. En résumé, il est nécessaire de disposer d’un échantillon suffisamment 

vaste pour être représentatif de la population étudiée et comprenant si possible des spécimens 

de pathologies proches. Pour mieux mener ce genre d’étude, une collaboration étroite entre 

biophysiciens et pathologistes est nécessaire. 

En raison de l’importance que représentent les applications de la spectroscopie IRTF dans le 

domaine de la Microbiologie pour ce travail, cette partie sera traitée dans le chapitre suivant. 
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5. Applications de la spectroscopie IRTF en Microbiologie. 
 

Dans les années 50, les premières applications de la spectroscopie IR à l’étude des 

microorganismes ont été rapportées par les travaux précurseurs de Thomas et Greenstreet 

(Thomas 1954), Bordner et coll. (Bordner 1956), Kenner et coll.(Kenner 1958) et enfin 

Goulden et Sharpe (Goulden 1958). Dans la majorité de ces études, la reconnaissance des 

espèces des microorganismes par spectroscopie infrarouge était impossible en raison de la 

lenteur de l’analyse et de la difficulté d’exploiter les spectres (Norris 1959). 

Depuis les travaux pionniers de Naumann (Naumann 1991a; Naumann 1991b), l’utilisation de 

la spectroscopie infrarouge en microbiologie n’a cessé de se développer grâce aux progrès des 

spectromètres IRTF et des traitements informatiques de données qui ont permis d’exploiter les 

différences observées entre les spectres de différents microorganismes.   

Le spectre IRTF donne trois types d’informations applicables au domaine de la microbiologie:  

• une information qualitative : présence ou absence d'une bande caractéristique d'un 

produit particulier qui permet la caractérisation d’un état physiologique des 

cellules ou l'obtention d'une information sur le métabolisme.  

• une information quantitative : permettant le dosage de composés intracellulaires ou 

secrétés. 

• une information d'identité : la signature spectrale globale étant considérée comme 

"l'empreinte" du microorganisme. 

5.1 Généralités sur Candida 
 

Puisque ce travail concerne surtout des applications de la spectroscopie IRTF à 

l’identification et au typage des levures du genre Candida, nous présentons dans cette partie 

des généralités sur ces levures et leurs pathologies. 

 

Les candidoses 

Les candidoses sont des mycoses cosmopolites de fréquence croissante dues à des 

levures du genre Candida. Cet agent saprophyte endogène peut se comporter en opportuniste 

sur des terrains favorisants, tels que les patients des services d'hématologie ou de soins 

intensifs chez lesquels ils sont fréquemment associés. Dans ce contexte, les candidoses 

invasives sont associées à une mortalité élevée. 
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Position taxonomique de Candida 

Les levures du genre Candida appartiennent aux embranchements suivants : 

- les Deutéromycota, classe des Blastomycètes, famille des Cryptococcaceae,     

   sous-famille des Cryptococcoïdeae pour la majorité des espèces de Candida. 

- les Ascomycota, classe des Hemiascomycètes, famille des Endomycetaceae    

               pour les espèces C. krusei, C. kefyr, C. guilliermondii (Tableau 9). 
 

  
Embranchements 

 
Classes Familles Sous-familles 

Genres et espèces 
(phase sexuée ou 

télémorphe) 

Genres et espèces 
(phase asexuée ou 

anamorphe) 

Ascomycota Hémiascomycètes Endomycetaceæ  Issatchenki orientalis Candida krusei 

    Kluyvera fragilis Candida kefyr 

    Pichia guillermondi Candida 
guilliermondii 

Basidiomycota Teliomycètes Filobasidiaceæ  Filobasidiella 
neoformans 

Cryptococcus 
neoformans 

Deuteromycota Blastomycètes Cryptococcaceæ Cryptococcoidæ  

Candida 
Cryptococcus 

Torulopsis 
Malassezia 

   Trichosporoidæ  Trichosporon 

   Rhodotoruloidæ  Rhodotorula 

 

Tableau 9 : Distribution des levures parmi les champignons 
 

 

Facteurs favorisants 

Le plus souvent, les candidoses sont d'origine endogène, les levures étant présentes 

dans la flore saprophyte. Les facteurs favorisants sont : 

• soit des facteurs locaux résultant d'une altération des barrières mécaniques 

naturelles (cathéter intraveineux, sondes, ulcération des muqueuses, 

interventions chirurgicales, antibiothérapie). 

• Soit des facteurs généraux tels que l'agranulocytose, la corticothérapie, mais 

aussi le diabète, les âges extrêmes de la vie (nouveau-nés, vieillards), la 

toxicomanie intraveineuse. 
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Epidémiologie des candidoses 

L'incidence des candidoses, en particulier les infections profondes, a considérablement 

augmenté depuis l'avènement de l'antibiothérapie à large spectre et le développement des 

divers protocoles de chimiothérapie intensive. Leur fréquence est difficile à indiquer 

précisément car elle est très variable selon les critères de définition retenus et les populations 

étudiées. Dans l'ensemble des services hospitaliers, Candida spp. est le quatrième agent isolé 

d'hémocultures, chez des patients hospitalisés, comptant ainsi pour 10% de toutes les 

septicémies acquises à l'hôpital. Les candidoses se situeraient actuellement au quatrième rang 

des infections hospitalières (Pfaller 1996; Edmond 1999; Lupetti 2002).  

En France, l'enquête nationale de prévalence de 2001 montre que 6% des infections 

nosocomiales sont d'origine fongique avec environ 75% d’entre elles imputables aux levures 

du genre Candida.  

Différents programmes de surveillance clinique ont apporté des informations sur la fréquence 

et la distribution de ces levures pathogènes. Les espèces les plus fréquemment isolées en 

milieu clinique sont présentées dans les tableaux 10 et 11. 

 
 

Espèce Fréquence (%) 
C. albicans 54 
C. glabrata 16 
C. parapsilosis 15 
C. tropicalis 10 
C. krusei 2 
C. guilliermondii 1 
C. lusitaniae 1 
Candida spp. 1 

 

Tableau 10 : Espèces fongiques les plus fréquentes en mycologie clinique 

Pfaller et coll. 2002, programme SENTRY, évaluation réalisée sur 2047 hémocultures 

collectées par 71 centres médicaux entre 1997 et 2000 (Pfaller 2002; Pfaller 2004). 
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Tableau 11 : Espèces fongiques les plus fréquentes, dans une études effectuée sur une 

population européenne de 2089 cas de septicémie (Tortorano 2004; Tortorano 2006). 

 

Mode de transmission des levures 

Le typage moléculaire des champignons a apporté un nouveau marqueur 

épidémiologique permettant de suivre la circulation des souches de levures. Dans les 

situations épidémiques, il a été possible de déterminer l'origine des souches dans les infections 

profondes ainsi que leurs modalités de transmission. 

 

 Contamination endogène  

Chez les sujets sains, il existe une forte disparité de la prévalence du portage commensal des 

différentes espèces de Candida, quel que soit le site analysé (bouche, anus, peau, vagin, 

tractus respiratoire). 

L'espèce C. albicans est isolée : 

• du tube digestif chez plus de 60% des sujets  

• de la muqueuse vaginale chez plus de 75% des femmes. 

En revanche, Candida parapsilosis est l'espèce la plus fréquemment isolée sur la peau. 

Il faut noter que les patients qui développent une infection systémique à Candida sont souvent 

préalablement colonisés par la souche de Candida en un ou plusieurs sites : cette colonisation 

constitue l'étape initiale, indispensable pour que l'infection puisse se développer. Une rupture 
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de l'équilibre de l'écosystème peut créer une "explosion" du réservoir de Candida et l'infection 

peut alors se développer par contiguïté à partir du site anal ou génito-urinaire ou par voie 

hématogène. 

Cependant, l’origine commensale des infections fongiques reste une explication incomplète et 

ne permet pas d'élucider tous les cas d'infections. Ainsi ont été rapportés plusieurs cas 

d'épidémies au cours desquelles des souches de Candida de mêmes caractéristiques 

génotypiques ont été isolées de plusieurs patients d'un même service. La contamination 

d'origine exogène est donc actuellement bien admise. 

 

 Contamination exogène  

L'étude génotypique des souches de Candida a permis de mettre en évidence l'existence de 

génotypes identiques : 

• chez des patients voisins de chambre  

• sur les mains du personnel soignant permettant d'envisager une contamination 

croisée par l'intermédiaire du manuportage par le personnel soignant 

• au niveau du matériel hospitalier (matériel réutilisable mal désinfecté, …), ou 

de solutions nutritives contaminées (Lupetti 2002). 

 

La connaissance du type de contamination initiale est indispensable pour établir une 

stratégie de prévention de l'infection. C'est en raison de la fréquence de la contamination 

endogène, qu'un traitement prophylactique antifongique parait justifié. Tandis qu'en cas de 

contamination exogène, il faut revenir aux moyens classiques de lutte contre les infections 

nosocomiales (hygiène des mains, mesures d'hygiène générale, éducation du personnel 

soignant, …). Le diagnostic de ces infections doit être posé rapidement en raison de la 

mortalité importante à laquelle elles sont associées (environ 40%).  

 
D’une manière générale, le diagnostic des candidoses et la détection des épidémies en 

mycologie clinique reposent respectivement sur l’identification et le typage des souches 

isolées chez les patients. Pour mieux comprendre l’apport de la spectroscopie IRTF dans le 

domaine de la microbiologie en général et son application comme outil d’identification et de 

typage en particulier en mycologie, nous abordons tout d’abord la notion de l’identification et 

le typage ainsi que les caractéristiques et les limites des méthodes appliquées actuellement et 

jugées comme crédible pour ce genre d’étude.   
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5.2 L’identification et typage  
 

En cas d’infection, l’identification du microorganisme pathogène est nécessaire pour la 

prescription d’un traitement adapté, du fait de l’expression de la résistance constitutive de 

certaines espèces microbiennes vis à vis de certains agents anti-infectieux.  

A l’heure actuelle il n’existe pas de démarche univoque applicable à l’ensemble des 

microorganismes. En général, l’identification des agents microbiens est le résultat d’une suite 

d'étapes : prélèvement, enrichissement, isolement puis identification.  

On distingue deux grandes familles de méthodes d’identification : les méthodes 

conventionnelles et les méthodes non conventionnelles. 

 

Les méthodes conventionnelles 

Ce sont les plus utilisées dans les laboratoires de microbiologie médicale. La stratégie 

consiste à sélectionner au mieux les caractères les plus discriminants. Ces méthodes 

nécessitent une incubation préalable et la culture doit être pure. La mise en évidence de 

certains caractères peut nécessiter une longue période d’incubation pour permettre la 

consommation de substrats par l’agent microbien. 

La première étape repose sur l’examen direct de l’échantillon (morphologie, mobilité et 

coloration). Cet examen peut être à lui seul très informatif pour le clinicien.  

L'étape suivante repose sur le développement de l’agent microbien, son isolement, et ses 

caractéristiques de croissance. Cela nécessite de regrouper les conditions d’atmosphère 

(aérobie, anaérobie, enrichi en CO2), de température et de culture favorables au 

développement microbien. 

Le type de milieu ensemencé joue aussi un rôle important pour l’identification de l’agent 

microbien. Ce choix repose sur l’origine du prélèvement et sur les informations de l’examen 

direct (milieux standards ou milieux sélectifs). 

 

Par exemple pour le diagnostic biologique des candidoses : 

L'isolement de levures est réalisé par l’ensemencement sur milieu de Sabouraud gélosé 

avec antibiotiques à 25°C et/ou 37°C. Le diagnostic de genre et d'espèce est effectué à partir 

des colonies qui poussent en 24 à 48 heures. 
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 Identification de Candida albicans : 

Les colonies de Candida albicans apparaissent colorées sur certains milieux sélectifs 

contenant un substrat chromogène (ID-2®, Candi-select®, Chrom Agar Candida®), mettant 

ainsi en évidence in situ certaines voies métaboliques caractéristiques de cette espèce 

(Fricker-Hidalgo 1996).  

Il est également possible d'identifier Candida albicans par les tests suivants : 

  • Test de blastèse : En trois heures dans du sérum à 37°C, les blastospores de 

Candida albicans émettent des filaments. 

• Test de chlamydosporulation : l’apparition de chlamydospores après 24h 

de culture sur milieu PCB (Pomme de terre, Carotte, Bile) ou sur milieu RAT (Riz, Agar, 

Tween).                       

 

 Identification des autres espèces : 

  • Tests morphologiques en RAT ou PCB : Certaines espèces émettent des 

pseudofilaments en culture sur milieu PCB (pomme de terre, carotte, bile) ou sur milieu RAT 

(riz, agar, Tween) alors que d'autres espèces, telle que Candida glabrata, ne filamentent pas. 

• Tests biochimiques : 

♦ L'étude par auxanogramme (étude de l'assimilation des sucres) ou 

par zymogramme (étude de la fermentation des sucres) permet de mettre en 

évidence un profil caractéristique d'espèce. Il existe dans le commerce des 

galeries utilisant ces propriétés. Citons Auxacolor® (Biorad) qui étudie 

l'assimilation de 13 sucres et permet d'identifier 25 différentes espèces de 

levures. La galerie ID32C® (BioMérieux) étudie l'assimilation de 29 sucres et 

permet le diagnostic de 63 espèces de levures. 

♦ La sensibilité à l'actidione est variable selon l'espèce. Il s'agit d'un 

test utilisé dans de nombreuses galeries d'identification. Candida glabrata et 

Candida tropicalis sont sensibles à l'actidione alors que Candida albicans est 

résistant. 

♦ Reduction des sels de tétrazolium : Certaines levures sont capables 

de réduire les sels de tétrazolium et de les transformer en un composé coloré. 

Ce test est incorporé dans les galeries d'identification et permet surtout de 
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différencier Candida albicans de Candida tropicalis, ce dernier ayant une forte 

capacité de réduction. 

           ♦ Détection d'enzymes : par exemple la tréhalase chez Candida      

glabrata : (test Glabrata R.T.T) (R.T.T. = Rapid Tréhalose Test) (Freydiere 

2004 ; Willinger 2005). 

 

Les tests biochimiques et d’assimilation sont désormais miniaturisés (galeries 

d’identification) et regroupés en batteries dans des systèmes automatisés. Elles utilisent le 

même principe que les techniques biochimiques conventionnelles pour l’identification des 

microorganismes. Elles se présentent sous forme de cupules prêtes à l’emploi contenant le 

substrat lyophilisé nécessaire aux différents tests biochimiques. Selon le type de galeries, 

l’inoculum et le milieu de suspension varient. Pour Candida, les galeries de type API 20C par 

exemple sont utilisées (Fricker-Hidalgo 1996). 

 

Actuellement plusieurs dizaines de tests ont été réalisés par des automates (Vitek® I et 

II de BioMérieux, AutoSCAN® et WalkAway® de Dade Behring) qui regroupent jusqu’à 47 

tests différents pour le Vitek® II. La détection du caractère positif d’une réaction s’est affinée 

avec l’utilisation de substrats fluorescents et la lecture peut s’effectuer en 2-3 heures 

(MicroSCAN®) à 4 heures (Vitek®). Les méthodes phénotypiques, et notamment les 

systèmes automatisés, sont éprouvés et performants pour l’identification d’un grand nombre 

d’espèces. Cependant, ces performances sont plus limitées pour l’identification de certaines 

souches. 

D’une manière générale, le taux d’erreur des galeries varierait entre 5 et 20% selon les 

galeries considérées, comprenant les identifications incorrectes (1-15%) ou les identifications 

non concluantes (3-5%). Les systèmes d’identification commercialisés sont des systèmes 

fermés avec des bases de données limitées et leurs mises à jour si elles sont possibles, ne 

peuvent se faire que par le fabricant de la galerie. De plus, les nouvelles espèces ne sont pas 

prises en compte. Une espèce absente du thésaurus des galeries d’identification ne sera pas 

reconnue mais un ou plusieurs noms seront proposés. C’est la connaissance de la présomption 

d’espèce et des limites de la galerie qui permet de rectifier l’erreur d’identification. 

 

Les méthodes non conventionnelles 

Les méthodes dites non conventionnelles comprennent les méthodes de diagnostic 

moléculaire et l’identification antigénique à base d’anticorps monoclonaux.  
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Les méthodes antigéniques ou immunologiques sont basées sur la réaction d’un anticorps 

spécifique vis à vis d’un antigène soit du corps microbien soit un antigène soluble ou d'une 

toxine secrétée.  

Ces méthodes ont l’avantage d’être rapides et spécifiques, mais peuvent manquer de 

sensibilité. Dans certains cas, on peut les associer à d’autres méthodes comme les méthodes 

génotypiques afin d’augmenter cette sensibilité. Il faut noter également que ces techniques 

sont globalement coûteuses. Malgré cela, l’identification antigénique des microorganismes a 

prouvé son utilité et plusieurs systèmes permettant le diagnostic au niveau de l’espèce sont 

commercialisés. On peut citer la technique d’agglutination sur latex (Bichrolatex Albicans® 

Fumouze). Le principe du test au latex repose sur l'agglutination de particules de latex 

sensibilisées avec un anticorps monoclonal reconnaissant spécifiquement l'antigène de paroi 

de Candida albicans. 

 

L’avènement de la biologie moléculaire a permis une approche génotypique 

complémentaire pour l’identification des microorganismes (Steffan 1997; Petti 2005; Rossetti 

2005; Petti 2007). 

Ces techniques permettent l’analyse à partir d'échantillons cliniques ou de colonies isolées sur 

milieux de culture et reposent sur la mise en évidence de séquences nucléotidiques 

spécifiques. Elles rassemblent des méthodes sans amplification de la cible (utilisation des 

sondes nucléiques marquées) ou au contraire avec amplification de la cible. 

Plusieurs méthodes moléculaires sont utilisées : 

• Analyse génotypique de l’ADN par RFLP (Restriction Fragment Length 

Polymorphism) ou ribotypage (Mirhendi 2006). 

• Analyse par macrorestriction génotypique de l’ADN par champ pulsé (PFGE) 

• Amplification aléatoire : 

- Amplified Fragment Length Polymorphism (AFLP) : amplification sélective de       

   fragments de restriction à l’aide des adaptateurs et amorces complémentaires. 

- Random Amplified Polymorphism DNA (RAPD) (Howell 1996). 

• PCR ciblée sur des séquences répétitives (séquence intergénique) (ERIC-PCR)      

   (Casarez 2007). 

• Multilocus SequenceTyping (MLST) : analyse de la variation allélique des gènes     

   (Ahmed 2006). 
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Globalement, ces techniques souffrent également de limites, à savoir la complexité des 

protocoles, l’expertise nécessaire pour maîtriser ces systèmes, le manque de rapidité, le coût 

des réactifs, la nécessaire utilisation de sondes ou de séquences nucléotidiques spécifiques de 

chaque espèce et la sensibilité aux mutations et aux contaminations éventuelles.  

 
Les méthodes de typage 

En plus d’une identification précise et détaillée de l’espèce, le clinicien et 

l’épidémiologiste ont parfois besoin de savoir si une souche isolée chez un patient est 

identique à d’autres souches isolées chez d’autres patients ou dans l’environnement 

hospitalier. Cela permet de déceler avec précision la présence d’une chaîne infectieuse dans 

un hôpital ou lors d’un contact avec des facteurs de transmission. La mise en évidence d’une 

telle chaîne infectieuse est réalisable en utilisant une méthode de typage qui permet de 

comparer les souches d'une même espèce.  

 

Plusieurs critères peuvent être considérés pour l’évaluation des méthodes de typage, les plus 

importants étant : 

La typabilité : la capacité à obtenir un résultat positif, non-ambigu pour chaque souche, les 

souches non typables étant celles dont le typage ne donne pas de résultat ou un résultat 

ininterprétable. 

La reproductibilité : la capacité de la méthode à donner le même résultat lorsque la même 

souche est testée plusieurs fois. Ce critère peut être affecté par des variations des résultats 

d’un jour à l’autre ou par des variations dans la stabilité des caractéristiques de la souche 

étudiée. 

Le pouvoir discriminant : la capacité à différencier différentes souches non apparentées. Plus 

le pouvoir discriminant augmente, plus la méthode est capable, par définition, de détecter des 

variations minimes ou moins fréquentes. 

  

Un système idéal de typage devrait être standardisé, applicable à divers microorganismes, 

rapide, facilement disponible et peu coûteux. Malheureusement, il n’existe pas de méthode de 

typage idéale, et il faudra avoir recours dans certains cas à plusieurs méthodes. 

Actuellement, les méthodes de typage qui répondent mieux à ces critères reposent 

principalement sur des tests génotypiques qui se basent sur des caractères de l’ADN pour 

comparer et identifier les souches.  
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Parmi les techniques moléculaires qui ont été appliquées pour le typage de levures du genre 

Candida, on peut citer :  

 

• RAPD (Randomly amplified polymorphic DNA-analysis), RFLP (restriction fragment 

length polymorphism) (Howell 1996; Steffan 1997)  

• PFGE (pulsed-field gel electrophoresis) (Vazquez 1991; Khattak 1992)  

• MME (multilocus enzyme electrophoresis) (Sanson 2000)  

• DNA sequencing microsatellite marker analysis (Foulet 2005)  

• MLST (Multilocus sequence typing) (Dodgson 2003).  

 

Il n’existe donc pas de démarche unique, mais plutôt une hiérarchisation des tests dont le 

choix repose sur la présomption diagnostique a priori. Le microbiologiste dispose d’un grand 

nombre de techniques qu’il doit combiner en fonction des résultats et de son expérience. En 

raison de cette diversité même, aucun laboratoire ne peut pratiquer toutes ces techniques 

d’identification (compétences, coût, standardisation…).  

Il n’y a donc pas de démarche universelle. Ces constatations ont motivé le développement de 

plusieurs méthodes alternatives, dont l’utilisation de techniques physicochimiques. Parmi ces 

méthodes, on peut citer la chromatographie en phase gazeuse(CPG), liquide à haute 

performance (HPLC) mais également des techniques spectroscopiques telles que la résonance 

magnétique nucléaire (RMN), la spectroscopie de masse ainsi que les spectroscopies optiques 

et moléculaires comme la fluorescence, la spectroscopie d’absorption vibrationnelle 

Infrarouge à Transformée de Fourier (IRTF) et la spectroscopie de diffusion Raman. 

 

5.3 Classification des microorganismes 
 

Pour mieux appréhender la classification, il est important de comprendre la notion de 

ces trois termes : 

La phylogénie : est le processus par lequel les lignées des organismes ont évolué à partir d'un 

ancêtre commun.  

La taxonomie : est une science qui a pour objet la classification des êtres vivants, leur 

identification et leur nomenclature. Elle permet de classer les organismes en groupes 

d’affinité ou taxons. 
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La classification : est l’arrangement des organismes en groupes ou taxons selon leur 

similitude ou leur parenté évolutive. Elle a pour but l’attribution d’une identité à un objet 

vivant. Cette attribution permet de résumer l’ensemble des propriétés assignées à un groupe 

d’individus de façon à prédire les propriétés d’un nouveau membre du groupe sans être obligé 

de l’explorer totalement.  

En résumé, l’assignation d’un microorganisme à un taxon permet d’en déduire les 

caractéristiques écologiques, épidémiologiques, voire thérapeutiques, que possède ce taxon.  

La classification est donc un préalable à l’identification. Cette identification consiste à placer 

un individu particulier dans un taxon connu. La souche inconnue est comparée à des espèces 

déjà décrites (souches types) et le nom de l’espèce la plus proche est proposé. 

La définition actuelle de l’identification ne considére plus la comparaison de propriétés 

biochimiques mais prend en compte l’identification globale de l’ADN avec une homologie 

supérieure à 70%. 

 

L’espèce 

Une espèce se définit comme un ensemble de souches ayant en commun de 

nombreuses propriétés stables et étant différente de façon significative des autres groupes de 

souches. Les espèces présentant des propriétés communes sont regroupées dans une catégorie 

supérieure, le genre. 

Une espèce est définie phylogénétiquement comme le rassemblement des souches ayant des 

relations ADN-ADN avec des valeurs d’hybridation > à 70%. 

Mais il reste nécessaire de disposer de caractères phénotypiques (et/ou génomiques) fiables et 

faciles à mettre en évidence pour identifier une espèce. 

 

La souche 

Une souche est une population de microorganimes descendant d’une espèce unique ou 

d’un isolat de culture pure. Au sein d’une même espèce, les souches peuvent présenter de 

légères différences entre elles qui pourront être caractérisées sur la base : 

• de leurs propriétés biochimiques ou physiologiques pour les biovars. 

• de leurs propriétés antigéniques pour les sérovars. 

• de leur facteur de virulence pour les pathovars. 

Parmi les types de classification proposée actuellement on peut citer :  
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Classification phénotypique 

L’identification de l’espèce repose sur la comparaison de divers caractères 

phénotypiques de la souche à étudier vis à vis de ceux d’une souche de référence. La 

classification phénétique ou phénotypique utilise un faible nombre de caractères considérés 

comme importants tels que la morphologie, la mise en évidence d’un caractère biochimique et 

l’habitat. Mais elle ne reflète qu’un nombre réduit d’informations, les caractères considérés 

comme importants sont subjectifs et dépendent des conditions environnementales. 

 
Classification numérique 
 

Elle évalue une similitude générale en comparant de nombreuses caractéristiques ayant 

chacune le même poids (morphologique, physiologique et biochimique). La forme 

d’utilisation des propriétés biochimiques permet leur analyse numérique. 

L’existence de quelques caractères atypiques n’est ainsi pas un obstacle à l’identification, car 

la méthode calcule les similitudes entre les individus et regroupe ceux qui se ressemblent. Le 

nombre de caractères étudié varie entre 50 et 200. Le résultat est codé de façon binaire pour 

chaque test (0 ou 1). La comparaison de n souches sur t caractères fournit donc une matrice à 

n lignes et t colonnes qui peut être analysée. 

L’établissement de la structure taxonomique se fait à l’aide de dendrogrammes (analyse en 

clusters) qui évaluent la ressemblance entre les souches en calculant un indice numérique 

(coefficient de simple appariemment et coefficient de Jaccard). 

 
Classification moléculaire 
 

La classification moderne des microorganismes est basée sur l’analyse des acides 

nucléiques. Elle permet une approche phylogénétique plus précise. Elle est possible depuis le 

développement des méthodes génétiques.  

Parmi celle-ci on trouve la classification basé sur : 

• L’évaluation de la taille du génome 

• La mesure du pourcentage des bases C et G (GC%) 

• L’hybridation ADN/ADN et ADN/ARNr 

• L’étude des ARNr… 

Après cette description des méthodes microbiologiques utilisées dans la classification, 

l’identification et le typage, il est clair qu’il n’existe pas une méthodologie de conduite 

universelle pour ce genre d’étude, mais plutôt la combinaison de nombreuses méthodes basées 
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parfois sur des techniques discriminantes mais souvent complexes ou bien sur des techniques 

simples mais peu discriminantes. 

 

Pour résoudre ce problème, plusieurs méthodes physico-chimiques ont été développées par les 

biophysiciens. Les spectroscopies IRTF présentent l’intérêt majeur d’informer sur la totalité 

des composants d’un échantillon. Dans le cas de l’étude des microorganismes, le contenu 

génomique et son expression phénotypique sont pris en compte dans l’information restituée 

par le spectre IRTF vibrationnel. 

 

5.4 Identification et typage par spectroscopie IRTF 
 
 

La spectroscopie IRTF possède une sensibilité suffisamment importante pour détecter 

de subtiles modifications de composants cellulaires tels que les protéines, les acides 

nucléiques, les polysaccharides pariétaux, les protéoglycanes, les lipopolysaccharides et les 

phospholipides. Des souches appartenant à la même espèce peuvent donc présenter des 

signatures spectrales différentes. Des méthodes d’analyse spectrale suffisamment fines 

permettent de différencier des souches non-apparentées grâce à leur spectre. Le pouvoir 

discriminant de la spectroscopie IRTF va donc au delà de la séparation d’espèces et permet 

une séparation infraspécifique (Sockalingum 1998).  

 

La capacité de la spectroscopie IRTF à séparer différents niveaux taxonomiques (sous-

espèces, sérotype et souche) a été explorée pour plusieurs espèces bactériennes et fongiques 

impliquées en pathologie humaine ou animale (Rebuffo-Scheer 2007a; Rebuffo-Scheer 

2007b). 

 

Actuellement la spectroscopie IRTF est utilisée pour clarifier la position taxonomique 

d’isolats et pour discuter l’existence d’espèces ou de sous-espèces en comparant les souches 

types. (Huu 1999; Stan-Lotter 1999; Tindall 2000; Amiel 2001). 

La capacité de la spectroscopie IRTF à mesurer des relations de parentés entre souches a été 

discutée par Kümmerle et coll. au niveau de l’espèce et par Oberreuter et coll. à un niveau 

infraspécifique (Kummerle 1998; Oberreuter 2002). 
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Bactériologie 

Parmi les applications de spectroscopie IRTF dans le domaine de l’identification et la 

taxonomie on peut citer également le travail de Helm et coll. (Helm 1991a; Helm 1991b) qui 

ont rapporté la classification de souches de E. coli appartenant à 3 sérotypes différents (O18, 

O25, O118). Vingt trois souches ont été classées en fonction de la structure de leur antigène O 

grâce aux informations contenues dans la région des sucres (900-1200cm-1) et de l’empreinte 

(700-900cm-1).  

Beer et coll.(Beer 2000) ont montré que la spectroscopie IRTF peut différencier des E. coli 

entérohémorragiques appartenant à 3 sérotypes, O26, O103:H2 et O157:H7. Ces différents 

sérotypes ont été caractérisés par des différences dans la région spectrale 1000- 

1045 cm-1.  

Irudayaraj et coll. ont montré que la spectroscopie IRTF a été utilisée pour détecter et 

identifier une souche de E. coli pathogène possédant le sérotype O157:H7 directement sur la 

peau d’un fruit (Irudayaraj 2002). 

Seltmann et coll. ont appliqué la spectroscopie IRTF en conjonction avec d’autres méthodes 

pour différencier 135 souches de Salmonella enteriditis, 49 souches d’Acinetobacter 

baumannii  et 66 souches de Serratia narcescens (Seltmann 1994; Seltmann 1995; Irmscher 

1999).  

Des études récentes confirment la capacité de la spectroscopie IRTF comme outil performant 

de classification et de différenciation des microorganismes. On peut citer l’étude de 

Karadenizli et coll. qui montre la possibilité de différencier entre deux espèces de 

Staphylococcus (Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis) par spectroscopie 

IRTF (Karadenizli 2007) et l’étude de Al-Holy et coll. qui montre l’applicabilité de la 

spectroscopie IRTF pour la différenciation des souches d’Escherichia coli O157:H7 des 

autres souches bactériennes dans des produits alimentaires (Al-Holy 2006). Récemment Al-

Qadiri et coll. ont appliqué cette technique pour la détection et l’identification de 

Pseudomonas aeruginosa et Escherichia coli (Al-Qadiri 2006).  

Des études antérieures menées au sein de notre laboratoire ont montré que la spectroscopie 

IRTF peut différencier des souches isogéniques de P. aeruginosa ou des souches de E. coli 

transformées par un plasmide codant pour un gène (Bouhedja 1997; Sockalingum 1997). 

D’autres études menées par notre équipe on montré que cette technique spectroscopique 

permet la différenciation au niveau de l’espèce et de la souche (typage) chez les principaux 

pathogènes (bactéries et levures) impliqués en pathologie humaine.(Sandt 2003; Sandt 2006 )   
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Récemment en bactériologie, Amiali et coll ont utilisé la spectroscopie IRTF dans une étude 

épidémiologique pour le typage de souches S. aureus résistantes à la méticilline (Amiali 

2007) 

 

Mycologie 

Les levures du genre Candida sont largement majoritaires en pathologie humaine. 

Candida albicans représente à lui seul de 50 à 70% des levures isolées (Pfaller 2004) mais les 

infections à Candida non-albicans sont en nette progression (Hazen 1995). [Candida 

tropicalis (25%), Candida parapsilosis (7-12%), Candida glabrata (8-10%), Candida krusei 

et Candida lusitaniae (4%)] (Fricker-Hidalgo 1996). Ces espèces de levures étant différentes 

les unes des autres par leur composition biochimique, quantitativement et qualitativement, 

chaque spectre IR est caractéristique d’une espèce et d’une souche. Il est dès lors possible de 

classer des souches et de les identifier en fonction de leurs profils spectraux. Des études 

préalables ont déjà démontré les performances de cette technique pour l’identification, la 

classification et la caractérisation de ces espèces, notamment dans notre laboratoire (Bouhedja 

1997; Sockalingum 1997; Galichet 2001; Kirschner 2001; Sockalingum 2002 ; Sandt 2003). 

 

Timmins et coll. ont montré que la spectroscopie IRTF peut différencier entre 3 espèces 

apparentées de Candida : C. albicans, C. dubliniensis, C. stellatoidea (Timmins 1998a; 

Timmins 1998b). Tintelnot et coll.(Tintelnot 2000) ont montré que la différenciation entre 

C. albicans et C. dubliniensis, difficile par les méthodes conventionnelles, est aussi fiable par 

spectroscopie IRTF que par la méthode de séquençage du gène de l’ARNr 26S.  

En mycologie médicale la spectroscopie IRTF a été utilisée également pour différencier 40 

souches de levures (Czaika 2000), 3 souches de dermatophytes responsables d’infections 

(Bastert 1999) et pour identifier des levures du genre Cryptococcus (Schmalreck 2000).  

 

Depuis ces dernières années, on assiste à une augmentation considérable des 

applications de la spectroscopie IRTF dans le domaine du typage. Cette méthode présente un 

champ d’investigation important et regroupe à la fois la simplicité et un grand pouvoir 

discriminant. Parmi les applications, on peut citer le travail de Schmalreck et coll. réalisé pour 

le suivi mycologique de 22 enfants à risque en service de réanimation pédiatrique. Cent 

cinquante isolats de C. albicans ont été étudiés par spectroscopie IRTF. Les résultats de 

l’analyse spectroscopique ont permis de déterminer que 86% des enfants avaient été colonisés 

par 2 à 4 souches et que des contaminations croisées avaient eu lieu. Au cours de cette étude, 

 63



des souches d’Exophiala dermatitidis (n=31) collectées pendant 3 ans ont pu être groupées 

par patient (n=8) et suivies au cours des années. Une contamination croisée a pu être mise en 

évidence (Schmalreck 1998). Dans notre laboratoire, nous avons utilisé la spectroscopie IRTF 

pour la comparaison de souches de Candida albicans lors d’une épidémie de candidose 

oropharyngée chez des nouveaux nés. Les résultats obtenus par la spectroscopie ont été 

comparés par une technique de biologie moléculaire basée sur la RAPD et dans une 

contamination inter humaine a été confirmée (Sandt 2002). 

 

D’après ces exemples d’applications, la spectroscopie IRTF présente un pouvoir de 

discrimination égal, voire supérieur à celui des techniques utilisées comme contrôle avec 

l’avantage qu’elle nécessite un travail moins laborieux. Il semble donc que la spectroscopie 

IRTF soit capable de différencier entre souches ou entre espèces différentes avec une grande 

sensibilité mais il faut noter que la distance spectrale n’est pas corrélée avec la mesure de la 

parenté obtenue par les méthodes conventionnelles en taxonomie numérique ou par les 

méthodes génétiques qui font encore référence. 

 

5.5 Le spectre IRTF des échantillons microbiens 
 
 

Pour comprendre une grande partie des spectres infrarouge des échantillons 

microbiens, et l’attribution des bandes au niveau de ces spectres, il faut commencer tout 

d’abord par la compréhension et l’analyse des structures moléculaires qui existe chez ces 

microorganismes.  

Tous les microorganismes qui peuvent être obtenus en culture pure peuvent être étudiés par 

spectroscopie IRTF. Les microorganismes unicellulaires appartenant aux règnes Eukaryota, 

Prokaryota et Archeae sont donc susceptibles d’être analysés.  

En général, tous les microorganismes sont constitués d’eau, de lipides, d’acides nucléiques, de 

protéines et d’hydrates de carbone. Comme nous l’avons vu, toutes ces molécules présentent 

une forte activité dans le domaine infrarouge. Ceci permet de considérer que les spectres 

IRTF issus des microorganismes comme des empreintes ou des signatures moléculaires qui 

peuvent être utilisés pour l’identification, la classification ou le typage.   

Les spectres IRTF des microorganismes sont complexes et constitués de très nombreuses 

bandes correspondant à l’ensemble des constituants de la cellule (figure 15). Toutes les 

bandes ne peuvent être attribuées avec précision, mais certains présentent des absorptions 
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caractéristiques de composés particuliers (tableau 12) (Naumann 1991a), et la majorité de ces 

attributions spectrales a pu être réalisée grâce l’analyse des spectres de molécules purifiées. 

(Legal 1991; Verdel-zeroual 1994; Grube 1999). 

En effet quelques bandes importantes du spectre des microorganismes n’ont cependant 

toujours pas été attribuées, particulièrement dans le domaine des faibles nombres d’onde entre 

900 et 600 cm-1. Certaines absorptions étant caractéristiques des acides nucléiques, 

l’information obtenue a parfois été décrite comme étant à la fois génotypique et phénotypique 

(Quinteiro 2000).  
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Figure 15 : Spectres IRTF représentatif d’un microorganisme (Candida albicans) avec 

l’attribution des principaux pics d’absorption  
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Fréquence (cm-1) Attribution Fréquence (cm-1) Attribution 
3250-3800 ν (O-H)  1460-1470 δ (C-H) de CH3 épaulement 
3200-3400 ν (N-H) amide A des protéines  1440-1460 δ (C-H) de CH2
3090-3100 ν (N-H) amide B des protéines  1400 νas (C=O) de COO-

2950-2960 νas (C-H) de CH3  1240-1310 Amide III 
2920-2935 νas (C-H) de CH2 1220-1250 νas (P=O) de PO2  
2865-2880 ν (C-H) de CH3 1150-1170 ν (C-O-C) des esters 
2840-2860 ν (C-H) de CH2 1120 ν (C-O) des riboses 
1720-1750 ν (C=O) esters des lipides 1080-1085 ν (C-O-C), ν (P=O) acides 

nucléiques et glycogène 
1715 ν (C=O) esters des acides nucléiques 1050-1070 ν (C-O) glycogène 

1625-1695 Amide I 1024 ν (C-O) glycogène 
1525-1560 Amide II 968 ν (C-C/C-O) des phosphates 

et des acides nucléiques 
1515 Tyrosine (en dérivée 2nde) 900-600 Région « fingerprint » 

 

Tableau 12 : Attribution des bandes pour les spectres IRTF des échantillons microbiens. 

Adapté de (Naumann 1991b) 

 

Les microorganismes procaryotes sont représentés essentiellement par les bactéries. 

Ces dernières sont composées en grande partie de protéines (50-60% de la masse sèche), de 

polysaccharides (10-20%), de lipides (10-15%) et d’acides nucléiques ARN (5-20%) ou ADN 

(2-4%). 

Les microorganismes eucaryotes, levures et champignons filamenteux, possèdent un matériel 

génétique condensé sous forme de chromosomes et compartimenté dans un noyau. Les 

levures sont composées de protéines (40-50% de la masse sèche), de polysaccharides (10-

25%), de lipides (5-20%), d’acides nucléiques (ADN 1-3% et ARN 3-10%).  

Les levures et les bactéries présentent des profils spectraux aisément différentiables  

(figure 16). 
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Figure 16 : Comparaison entre spectre IRTF de bactéries et de levures. E. coli (rouge), 

E. feacalis (marron), C. albicans (bleu) et C. parapsilosis (vert) 

 

Le spectre IRTF des microorganismes peut être divisé en plusieurs régions dominées 

par des bandes d’absorption de macromolécules particulières : 

• Le massif intense centré vers 3400 cm-1 est du aux vibrations ν (O-H), ce qui masque 

les bandes ν (N-H) des protéines. 

• La région comprise entre 3100 et 2800 cm-1 est dominée par les vibrations 

d’élongation des liaisons C-H des groupements CH3, CH2 et CH essentiellement 

retrouvées dans les acides gras et les protéines des différentes membranes leurs 

vibrations de déformation donnent des bandes plus faibles vers 1450 cm-1. 

Généralement pour les microorganismes on note une forte contribution des lipides 

entre 1400-1480 cm-1 et 2800-3000 cm-1 (Naumann 1988a; Naumann 1988b; Schultz 

1991; Lang 1998). 

• La région 1700-1500 cm-1 est dominée par deux bandes très intenses correspondant à 

l’absorption des groupements amides I et II qui fournissent une information à la fois 
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quantitative et qualitative sur le contenu protéique de la cellule. En raison de la 

présence de plus de 1000 types différents de protéines dans la cellule, il est 

extrêmement difficile de corréler les modifications de ces bandes avec l’expression ou 

l’activité d’une protéine particulière. Les données recueillies sont généralement 

interprétées en termes de remaniement global du protéome, notamment de la 

conformation des protéines exprimées (Oliver 1998). 

• Le domaine spectral compris entre 1480 et 1200 cm-1 est appelé région mixte car 

aucune espèce moléculaire ne génère de contribution dominante à l’absorbance. Dans 

cette région, les bandes sont formées par la superposition des absorptions des liaisons 

C-H des protéines, lipides, polysaccharides et acides nucléiques, de la vibration amide 

III des protéines avec la vibration d’élongation antisymétrique des P=O des 

phosphodiesters des acides nucléiques et des sucres. Il est néanmoins possible de 

corréler l’absorbance à certaines fréquences avec l’expression de composés 

biochimiques précis en utilisant des méthodes d’analyse biomoléculaire 

complémentaires (Michell 1970; Helm 1995; Cheung 1999; Goodacre 2000) 

• La région 1250-1200 cm-1 est dominée par les bandes d’absorption dues aux vibrations 

d’élongation asymétriques des différentes doubles liaisons P=O des groupements 

phosphodiesters  retrouvés dans les structures polysaccharidiques des acides 

nucléiques, ainsi qu’aux phospholipides et aux groupements phosphoriques des 

polysaccharides tels que les acides teichoiques et lipoteichoiques des bactéries à 

coloration de Gram positive. 

• L’incroyable diversité des polysaccharides qui composent la paroi, explique la 

complexité de la région spectrale comprise entre 900 et 1200 cm-1 avec des bandes qui 

résultent essentiellement des vibrations d’élongation C-O-C et C-O-P des oligo- et 

polysaccharides. Selon Naumann et coll., cette région du spectre est l’une des plus 

sensibles et des plus sélectives pour la différenciation de microorganismes (Naumann 

1991b).  

• La région entre 900 et 600 cm-1 présente de nombreuses bandes très faibles, mais très 

caractéristiques des souches et qui demeurent difficiles à attribuer du fait de leur 

superposition. Cette région a été qualifiée de région d’"empreinte" (Naumann 1991b). 

Généralement cette région contient les absorptions des modes de vibration des liaisons 

du squelette des macromolécules. L’attribution précise des bandes n’a toutefois pas été 

réalisée. (Tableau 12) 
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5.6 Modes de mesures et applications en microbiologie 
 

Plusieurs méthodes ont été mises au point pour la caractérisation d’échantillons 

microbiologiques par spectroscopie infrarouge avec l’emploi d’accessoires spécifiques à 

chaque mode de mesures. 

Les mesures en transmission sont généralement obtenues à partir de suspensions cellulaires 

déposées sur un support transparent en infrarouge (ZnSe, CaF2, BaF2, ZnS, KRS-5) et 

desséché selon un protocole rigoureux pour obtenir un film mince et transparent en 

infrarouge.  En transmission, l’absorbance doit être maintenue dans les limites de validité de 

la loi de Beer-Lambert (entre 0,3 et 1,3 pour des études de quantification), le rapport 

signal/bruit doit être suffisant et les propriétés de transmission de l’échantillon doivent être 

bonnes (la diffraction et la diffusion doivent être limitées).  

Naumann et coll. ont mis au point un protocole visant à enregistrer les spectres de 15 

échantillons dans les mêmes conditions en mode transmission (Naumann 2000). Gràce au 

développement de passeurs d’échantillons de capacités de plus en plus importantes, 

l’acquisition de plusieurs dizaines de spectres dans des conditions très similaires est devenue 

possible. 

Actuellement il existe des modules de mesures à haut débit qui sont équipés de plaques de 96, 

384 ou 1536 puits (figure 17), ce qui permet d’acquérir des spectres de plusieurs échantillons 

en une seule manipulation, d’où un gain de temps très important et une meilleure 

reproductibilité.  
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Figure 17 : Plaque multi-puits 
 

Les mesures en réflexion totale atténuée (ATR) sont aussi possibles pour des 

échantillons de nature biologique. Les mesures en ATR sont effectuées en déposant 

l’échantillon sur un support dont l’indice de réfraction est élevé (ZnSe, diamant…) et le 

faisceau traverse deux fois l’échantillon. La réflexion interne des supports utilisés dans ce 

mode de mesure permet d’enregistrer des spectres sur une profondeur très limitée. (Goodacre 

1996; Goodacre 1998; Lang 1998; Timmins 1998a; Timmins 1998b; Goodacre 2000).  En 

relation avec ce type de mesure, des dispositifs expérimentaux ont été développés pour suivre 

la croissance d’échantillons microbiens dans des conditions précises. (Vrany 1997; Suci 1998; 

Cheung 1999; Gue 2001; Nivens 2001; Suci 2001). 

 

Les mesures en microspectroscopie fournissent l’opportunité d’enregistrer le spectre 

IRTF de micro-échantillons, de différencier l’information spatialement et d’associer une 

information de position à l’information de composition chimique. Les avantages de cette 

technique sur la spectroscopie conventionnelle ont conduit à de nouvelles applications dans le 

domaine de la microbiologie. En effet, la microspectroscopie IRTF a été utilisée pour 

enregistrer les spectres de microcolonies de quelques centaines de cellules après quelques 

heures de culture, l’étape d’enrichissement de la culture n’est donc plus nécessaire. La 

résolution spatiale atteinte permet l’analyse de différentes microcolonies sur une même boîte 
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de culture permettant d’éliminer la culture d’isolement. Ces avantages peuvent permettre une 

identification précoce, en moins d’un jour à partir du prélèvement. 

La microspectroscopie permet de cartographier une colonie (Ngo Thi 2000; Choo-Smith 

2001) et de détecter des changements métaboliques entre les différentes parties de la colonie 

(Ngo Thi 2000; Orsini 2000; Choo-Smith 2001). Orsini et coll. ont montré que les cellules en 

périphérie de colonies de C. albicans sont plus actives que les cellules du centre. Des 

différences entre le centre et la périphérie de microcolonies de E. coli ont également été 

détectées par microspectroscopie IRTF tandis que des différences entre le sommet et le bas de 

la colonie ont été observées en microspectroscopie Raman (Choo-Smith 2001).  

En microspectroscopie IRTF, les différences au sein de la même microcolonie (diamètre de 

quelques centaines de microns) sont insuffisantes pour perturber l’identification au niveau de 

l’espèce.(Ngo Thi 2000; Choo-Smith 2001). 

En 2002, Wenning et coll. ont montré que la microspectroscopie permettait d’identifier 63 

souches environnementales de levures appartenant à 13 espèces et 9 genres avec plus de 90% 

de succès (Wenning 2002). Maquelin et coll. ont réalisé une étude en prospective clinique 

pour déterminer l’efficacité des microspectroscopies IRTF et Raman lors de l’identification 

d’agents pathogènes isolés à partir d’hémocultures. La microspectroscopie IRTF  pouvait 

identifier correctement 119 souches sur 121 en 6 à 10h (Maquelin 2002; Maquelin 2003). 

La microspectroscopie IRTF présente en outre un intérêt pour l’identification des 

microorganismes à croissance lente comme les mycobactéries ou Clostridium difficile qui 

requièrent plusieurs semaines à plusieurs mois de culture pour donner une biomasse suffisante 

pour une identification par une technique conventionnelle. 

 

Les spectres des microorganismes présentent beaucoup de caractéristiques communes. 

Certaines différences sont observables directement, mais leur utilisation pour discriminer et 

identifier les microorganismes étudiés nécessite des traitements statistiques des données 

spectrales permettant la comparaison des spectres entre eux. Dans ce but et à l’aide des 

logiciels spécifiques d’analyses spectrales, des banques de spectres peuvent être créées.  

      
Kümmerle et coll. ont réalisé une base de données comprenant les spectres IRTF de 332 

souches (11 genres et 36 espèces) de levures d’origine alimentaire provenant de collections. 

Sept cent vingt deux nouvelles souches ont été utilisées pour tester cette base de données 

(Kummerle 1998). 97,5% des souches inconnues ont été correctement identifiées par cette 

méthode.  
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La constitution de base de données spectrale représentative des échantillons 

microbiens a également été effectuée dans le domaine de l’environnement. Récemment, 

Boudaud et coll. ont montré que la spectroscopie IRTF est un outil efficace pour identifier et 

discriminer des souches de bactéries Sulfato-Réductrices (BSR) et Thiosulfato-Réductrices 

(BTR), impliqués dans les processus de la biocorosion. Les résultats de la classification 

hiérarchique obtenus à partir des spectres infrarouge montrent une bonne discrimination des 

BSR et BTR étudiés, à la fois au niveau genre et au niveau de l’espèce. (Boudaud 2005).  
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III. MATERIEL ET MÉTHODES

1. La collection des microorganismes 

1.1 Souches de levures : collection interne du CHU de Reims 
 

Les levures du genre Candida sont responsables de la majorité des mycoses invasives 

chez l’homme. Dans cette étude, nous avons travaillé essentiellement sur la caractérisation 

des levures du genre Candida et qui ont été isolées et identifiées préalablement au laboratoire 

de Parasitologie-Mycologie du CHU de Reims à l’occasion des prélèvements quotidiens à 

visée diagnostique.  

Les levures du genre Candida d’origine clinique ont été fournies à partir d’une collection 

interne, dans le cadre d’une collaboration avec le Dr. Dominique Toubas du Laboratoire de 

Parasitologie-Mycologie du CHU de Reims où elles ont été identifiées par des méthodes 

mycologiques conventionnelles.  

L’étape d’isolement précède l’identification. Les prélèvements dans lesquels on recherche les 

levures du genre Candida sont ensemencés et incubés 24 à 48 heures. Deux milieux sont 

utilisés, un milieu Sabouraud contenant un substrat chromogène (Candida ID BioMérieux) 

incubé à 37 °C et un milieu Sabouraud Chloramphénicol incubé à 30 °C . 

Les méthodes d’identification reposent principalement sur l’utilisation du milieu chromogène, 

de galeries d’identification associées à l'examen microscopique du milieu PCB. Les colonies 

bleues sur milieu Candida ID identifient directement l’espèce Candida albicans. Pour les 

non-albicans (colonies blanches), l’identification est réalisée par inoculation d’une galerie 

Auxacolor (Biorad) permettant l’étude de l’assimilation des sucres et du milieu PCB 

(Figure 18). Ces tests conventionnels conduisent à l’identification du genre et de l’espèce. 

 

Les souches de levures du genre Candida que nous avons étudiées appartiennent aux 6 

espèces majeures en pathologie humaine : Candida albicans, Candida glabrata, Candida 

parapsilosis, Candida tropicalis, Candida krusei et Candida kefyr. Ces souches ont été 

isolées chez des patients hospitalisés, à partir de différents sites anatomiques.   

Les espèces et le nombre de souches utilisées dans ce travail sont présentés dans le tableau 13 

selon chaque application. 
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Candida krusei Candida kefyr 

  
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Candida tropicalis Candida parapsilosis  

Figure 18 : Morphologie de Candida non-albicans en milieu PCB 
 

Espèces Nombre de souches Applications 

C. albicans 
C. glabrata 

C. parapsilosis 
C. tropicalis 

10 
10 
10 
9 

Identification d’espèces :  
à partir de suspensions cellulaires et de microcolonies  
(étape de mise au point sur 4 espèces et 39 souches) 

C. albicans 
C. glabrata 

C. parapsilosis 
C. tropicalis 

C. krusei 
C. kefyr 

10 
10 
10 
8 
10 
9 

Identification d’espèces :  
à partir de suspensions cellulaires et de  
microcolonies (identification précoce)  

(étape de validation sur 6 espèces et 57 souches) 

C. glabrata 

 
14 
8 
13 

Typage des souches de C. glabrata 
Test à l’aveugle 

Test de validation 
Application clinique (4 patients) 

C. parapsilosis 
 

14 
14 

Typage de souches de C. parapsilosis 
Test à l’aveugle 

Test de validation 

C. albicans 
C. glabrata 

C. parapsilosis 
C. tropicalis 

C. krusei 
C. kefyr 

30 
30 
30 
30 
30 
30 

Constitution d’une base de données spectrales pour 
l’identification de 6 espèces de levures du genre Candida : 

les souches utilisées dans la base de données sont  
identiques à celles utilisées pour l’identification et le  
typage ainsi que de nouvelles souches ajoutées pour  

obtenir une base comportant 30 souches par espèce étudiée 

Tableau 13 : Souches de levures étudiées 
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1.2 Souches de référence 
 

Lors de cette étude, selon l’application, nous avons utilisé des souches de référence 

interne, pour mieux contrôler les conditions de mesures en (micro)spectroscopie IRTF ainsi 

que pour l’analyse et la vérification de la reproductibilité des spectres obtenus. Les souches de 

référence utilisées sont présentées dans le tableau 14 : 

 

Les espèces Nombre de souches Désignation Origine 

C. albicans 3 
1712 
1837 
1914 

Souches provenant de trois 
patients différents. 

C. glabrata 3 
9082 
3599 
102 

Souches provenant de trois 
patients différents. 

C. parapsilosis 2 22019 
6579 

Souche ATCC 
Souche clinique 

  

Tableau 14 : Souches de levures utilisées comme référence interne 
 

2. Conservation des souches et conditions de culture 

2.1 Mode de conservation 
 
Les souches de levures utilisées dans cette étude ont été conservées suivant deux modes 

différents :  

Le premier consiste à conserver les souches en milieu aqueux (1 ml d’eau distillé stérile) à 

température ambiante pour une utilisation rapide. Ce mode de conservation ne peut pas 

excéder 2 mois de conservation. Le deuxième mode, utilisé pour une plus longue 

préservation, consiste à conserver les souches à -80°C en bouillon Sabouraud glucosé 

additionné de 10% du glycérol dans des tubes à cryobilles.  

2.2 Milieux et conditions de culture 
 

Milieux de culture 

Les souches de levures ont été cultivées sur deux milieux : 

- Sabouraud-glucose (SAB) : qui est le milieu de base en mycologie et qui permet la 

croissance des différentes espèces de levures. 
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- Sabouraud glucose-gentamycine-chloramphénicol (SGC) : qui permet la croissance des 

levures en inhibant celle des bactéries grâce à la présence de deux antibiotiques. 

Ces deux milieux peuvent être utilisés pour des cultures solides sur milieu gélosé en boite de 

Pétri ou bien pour des cultures liquides en bouillon dans des tubes de 10 ml à 50 ml.  

 

Conditions de culture 

Les conditions optimales de croissance des espèces de levures étudiées ont été définies 

et standardisées au laboratoire (Sandt 2004).  

Etant donné la sensibilité de spectroscopie infrarouge, l’étape de préculture et de culture revêt 

une importance majeure pour la répétabilité et la reproductibilité de la mesure. Pour cela, nous 

avons vérifié l’influence de plusieurs paramètres de culture sur la reproductibilité des 

spectres : le temps d’incubation, le milieu de culture, la méthode d’ensemencement et le mode 

de conservation des souches. D’après ces études, il s’avère que les conditions optimales de la 

croissance des levures du genre Candida et les mieux adaptées pour les mesures en 

spectroscopie IRTF sont : 

• Ensemencement par la méthode d’inondation sur gélose : 150 µL de la suspension 

sont utilisés pour inonder une gélose SAB ou SGC. 

• Température de croissance : les cultures sont réalisées dans un incubateur standard à 

37°C sans contrôle de l’humidité ni du taux de CO2 atmosphérique.  

• Temps d’incubation : 24 à 48h selon la vitesse de croissance de chaque espèce et de 

chaque souche.  

• Pour les cultures en milieux liquides en bouillon (SAB ou SGC) : tubes sous agitation 

de 150 rpm.   

 

 Culture des levures 

 

Les précultures 

Avant de débuter les cultures destinées aux mesures en spectroscopie IRTF, une 

préculture est réalisée afin de réduire l’impact du mode de conservation des souches sur la 

reproductibilité spectrale. Ces précultures sont effectuées soit à partir des cellules conservées 

en milieu aqueux soit à partir des échantillons congelés à -80°C. 
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- A partir des cellules conservées en milieu aqueux 

Cent-cinquante µl de la suspension cellulaire sont déposés sur une gélose SAB ou SGC. 

Durée de la culture : 24 ou 48 h à 37°C.  

 

- A partir de souches congelées en tubes à cryobilles 

Quelques billes sont prélevées à l’aide d’une œse sont déposées et roulées sur une gélose SAB 

ou SGC. Durée de la culture : 24 ou 48 h à 37°C.  

 

Vérification de la pureté des souches 

Après la réalisation des précultures, leur pureté est systématiquement vérifiée sur 

milieu SAB après 24h d’incubation à 37°C. L’observation de l’aspect des colonies permet la 

vérification de la pureté de la souche.  

 

Culture des levures pour la (micro)spectroscopie IRTF 

 

Culture en nappe 

Les précultures de 24 à 48 h sur milieu SGC sont utilisées pour prélever une œse de la 

masse cellulaire. Ces cellules sont ensuite mises en suspension dans 1ml d’eau distillé stérile. 

Cent-cinquante µl de la suspension cellulaire sont utilisés pour inonder une gélose SGC. Des 

cultures de 24 h sont ensuite réalisées pour les mesures en spectroscopie IRTF. 

 

Culture en microcolonies 

L’obtention de microcolonies pour les mesures en microspectroscopie IRTF se fait de 

la manière suivante : 

A l’aide d’une œse, on recueille les levures à partir de la préculture afin de réaliser une 

suspension dans un tube Eppendorf de 1,5 ml contenant 0,9 ml d’eau distillé stérile. Après 

une dilution en cascade au dix millième (1/10000), 150 µl de cette dilution sont prélevés pour 

ensemencer une culture sur gélose SGC par étalement à l’aide de billes stériles. Pour les 

microcolonies, il faut utiliser des boites de Pétri de 90mm de diamètre afin de pouvoir 

effectuer plusieurs empreintes sur la même boite de culture. 

Les boites sont ensuite incubées à 37°C de façon à obtenir des microcolonies de taille 

comprise entre 50 et 250 µm de diamètre (durée variable de 12 à 18 heures selon la vitesse de 
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croissance de chaque espèce). Cette taille permet d’avoir des spectres IR de bonne qualité 

avec un bon rapport signal/bruit. 

 3. Méthodes d’analyse en spectroscopie IRTF 

 3.1 Préparation des levures pour la spectroscopie IRTF : Mesures sur suspensions 

déshydratées 

 
Après 24 heures de culture sur milieu SGC à 37°C, les levures sont prélevées à l’aide 

d’une oese et mise en suspension dans 1 ml d’eau distillé stérile. Cette suspension est ajustée 

à une densité optique (DO) 500 nm de 3±0,1 à l’aide d’un spectrophotomètre UV visible 

(Uvikon ; Kontron Instruments, Thiais, France). Trente cinq microlitres de cette suspension 

sont déposés sur chaque position du passeur d’échantillons [Roue en séléniure de zinc (ZnSe) 

qui est un matériau transparent aux IR] à 15 positions (Figure 19). Cette quantité correspond à 

environ 108 cellules par dépôt pour l’espèce C. albicans et à 2,9x108 cellules pour C. glabrata.   

Pour chaque souche, on réalise 3 cultures différentes et pour chaque culture 3 dépôts sont 

effectués. Au total, 9 spectres sont utilisés pour chaque souche afin de vérifier la répétabilité 

et la reproductibilité des spectres.  

 
 

Figure 19 : Passeur d'échantillons en ZnSe 
 

Les dépôts sont ensuite déshydratés pendant 20 à 30 min dans une enceinte sous vide modéré 

en présence d’un agent déssicant pour obtenir à la fin un film cellulaire sec, transparent et 

d’épaisseur homogène. La déshydratation des dépôts cellulaires est une étape indispensable en 

spectroscopie IRTF car elle permet de réduire la contribution de l’eau dans les spectres IRTF. 

Les mesures sont effectuées en mode transmission/absorption.  
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3.2 Préparation des microcolonies pour la microspectroscopie IRTF 

 
  Après la réalisation des cultures en microcolonies pendant 12 à 18 h d’incubation 

selon les espèces, on obtient des microcolonies isolées sur une gélose SGC. Les mesures en 

microspectroscopie IRTF sont effectuées en mode transmission/absorption. Il est donc 

nécessaire de transférer les microcolonies sur un support transparent en IR. Les supports 

utilisés dans notre étude sont en séléniure de zinc (ZnSe) ou en fluorure de calcium (CaF2), 

d'une dimension de 13 mm de diamètre sur 2 mm d’épaisseur) Figure (20 A).  

 

 

B 

A 1 

A 2 

 
 

Figure 20 A. Fenêtre de ZnSe (1) et de CaF2 (2).  

                 B. Presse utilisée pour réaliser le transfert des microcolonies sur les supports 

 

Les empreintes des microcolonies sont obtenues en pressant délicatement la fenêtre sur la 

surface de la gélose au moyen d’une presse à main Figure (20 B). La fenêtre doit être retirée 

soigneusement de la surface des géloses afin d’éviter les traces du milieu et de garder les 

microcolonies intactes. Cette étape est importante car les empreintes des microcolonies ne 

doivent pas être trop déformées, ce qui entraînerait des spectres inexploitables.  
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Il faut aussi noter qu’une empreinte contient plusieurs microcolonies avec des 

diamètres différents. La taille des empreintes est mesurée par microscopie optique. Les 

microcolonies les moins déformées et qui présentent des diamètres compris entre 50 et 250 

µm sont choisies pour la mesure IRTF (Figure 21).  

La zone étudiée en microspectroscopie IRTF est ajustée au diamètre exact de la microcolonie 

grâce aux différentes ouvertures existant sur le microscope IR. Pour chaque souche, on 

mesure 5 microcolonies de la même culture. Cinq cultures différentes sont réalisées. Au total, 

25 spectres pour chaque souche sont utilisés pour vérifier la répétabilité et la reproductibilité. 

 

 

 

 

 
 
 
 

B

100 µm

A C

100 µm 100 µm

B

100 µm
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100 µm 100 µm

 
Figure 21 : Microscopie optique montrant des exemples d’empreinte de microcolonies de 

C. glabrata (A) C. albicans (B) et C. krusei (C) cultivée sur milieu SGC. (La barre 

représente 100µm) 

 

4. Spectroscopie Infrarouge (IRTF) 

4.1 Appareillage 
 

Le spectromètre IRTF 

Les spectromètres Infrarouge à transformée de Fourier (IRTF) comportent quatre éléments 

principaux : 

- une source de rayonnement 

- un dispositif permettant de séparer les longueurs d’onde 

- un module d’analyse 

- un ou plusieurs capteurs photosensibles 

Le spectromètre IRTF utilisé pour cette étude est un Bruker modéle Equinox 55 

(Wissembourg, France) qui fonctionne dans une gamme de fréquence allant de 7500 à 370 
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cm-1 et qui permet l'acquisition des spectres dans le moyen et le proche infrarouge en fonction 

de la combinaison source/séparatrice/détecteur utilisée. 

 

L’Equinox 55 est équipé d’une source infrarouge de type Globar, d’un interféromètre de type 

Rocksolid™, d’une séparatrice en KBr isolée de l’atmosphère, d’un laser Hélium-Néon et de 

2 détecteurs [DTGS (Deuterated Tri-Glycine Sulfate) et MCT (Mercure Cadmium Telluride)]. 

Ces principaux composants optiques sont protégés par des couvertures flexibles et peuvent 

être changés afin de commuter la gamme spectrale utilisée.  

L’interféromètre RocksolidTM (Figure 22) est aligné de manière permanente et assure une 

sortie d'énergie élevée et de faibles effets de polarisation. Pour mieux optimiser le 

fonctionnement de l’interféromètre ce dernier est isolé des vibrations et des effets thermiques 

par des couvertures et des supports spécifiques. Ce système de base est installé pour opérer 

dans le moyen infrarouge avec deux options disponibles de résolution spectrale différente. 

L’Equinox 55 est continuellement purgé par de l’air sec produit par un générateur de gaz 

(purge Whatman modèle 75-62), afin d’éviter l’influence des paramètres atmosphériques (air 

ambiant) lors des mesures. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Interféromètre Rocksolid ™ utilisé dans l’Equinox 55 (Bruker) 
 

L’Equinox 55 (Figure 23) est couplé à différents modules : 

• le compartiment MICOR-ID dédié à l’analyse macroscopique des microorganismes et 

des cellules en suspension. Il peut accomoder une roue en ZnSe (Figure 19) permettant 

d’analyser quinze échantillons dans les mêmes conditions.  La position « 0 » est 

réservée pour la mesure de la référence. Cette roue est ensuite placée dans le 
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compartiment MICOR-ID. Un système de codes barres permet de programmer la 

corespondance de chaque position et d’automatiser l’acquisition des spectres par le 

logiciel OPUS O.S (version 3.0). Ce compartiment est équipé d’un détecteur DTGS.  

• Un compartiment échantillon qui peut recevoir un support pour un échantillon unique 

(compartiment macro). Ce mode est utilisé également pour l’analyse des liquides et 

des solides par ATR. Il est muni d’un détecteur pyroélectrique DTGS. 

• Un microscope, modèle IRSCOPE II (BRUKER), qui permet de faire des mesures des 

microzones d’un échantillon ou sur des échantillons microscopiques, comme les 

microcolonies. La description détaillée de ce module sera traitée dans le paragraphe 

suivant.    

• Un ordinateur, en interface avec le spectromètre IRTF, permet la commande des 

mesures et le traitement des spectres à partir du logiciel OPUS (Bruker Optics, version 

3.1). 

 

   
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A : Système de purge 
 
B : Spectromètre IRTF 
 
C : Microscope 
 
D : Module passeur d’échantillons 
 
E : Micro-informatique 

E 

C 

B D 

A 

Figure 23 : Spectromètre IRTF Equinox 55 

 

Microspectroscopie IRTF : le microscope IRSCOPE II 

Des spectres IRTF de micro-échantillons peuvent être enregistrés à l’aide du microscope 

IRscope II couplé au spectromètre Equinox 55. Ce microscope (Figure 24) dispose de son 

propre détecteur MCT, beaucoup plus sensible que le détecteur DTGS du spectromètre, mais 

qui nécessite un refroidissement à l’azote liquide (77 K). L’autonomie de ce détecteur refroidi 
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est de 6 heures. Une platine motorisée xy contrôlée par ordinateur permet de se positionner à 

des coordonnées précises et de cartographier un échantillon en programmant l’enregistrement 

automatique de spectres à des positions prédéterminées. Une caméra numérique permet la 

visualisation des images.  

Le microscope IRscope II est équipé de 3 objectifs : un objectif visible x4 et deux objectifs 

infrarouge de type Cassegrain d’agrandissement x15 et x36. La taille de la zone analysée par 

le microscope dépend de l’objectif employé et du diamètre du diaphragme placé dans le trajet 

optique. Les différentes résolutions spatiales possibles avec ce microscope IR, figurent dans le 

tableau 15. 

Caméra

Détecteur MCT refroidi
à l’azote liquide

Diaphragme

Objectifs
Platine 

motorisée

Caméra

Détecteur MCT refroidi
à l’azote liquide

Diaphragme

Objectifs
Platine 

motorisée

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 24 : Microscope IRSCOPE II 
 

Ouverture 
(mm) 

Objectif 
x36 

Objectif 
x15 

3 ,75 104 µm 250 µm 
3,00 83 µm 200 µm 
2,50 69 µm 166 µm 
2,10 58 µm 140 µm 
1,80 50 µm 120 µm 
1,50 42 µm 100 µm 
1,20 33 µm 80 µm 
0,90 25 µm 60 µm 
0,75 21 µm 50 µm 
0,60 16,7 µm 40 µm 
0,45 12,5 µm 30 µm 
0,30 8,3 µm 20 µm 

 

Tableau 15 : Les résolutions spatiales disponibles avec l’IRSCOPE II 
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Dans la pratique, en raison de l’utilisation d’un support en ZnSe ou CaF2 de 2mm 

d’épaisseur, d’absorption non négligeable, le diamètre de la zone étudiée est compris entre 50 

et 250 µm. En dessous de 50 µm, le signal est trop faible pour permettre l’acquisition de 

spectres de bonne qualité (bon rapport S/B) en un temps relativement court. Au delà de 

250µm, le détecteur sature. Les spectres peuvent être acquis en mode transmission ou 

réflexion. Seuls des spectres acquis en mode transmission ont été utilisés lors de ce travail. 

Nous avons choisi d’utiliser l’objectif x15. En théorie, l’objectif 36 devrait permettre 

d’améliorer la résolution spatiale mais cela n’est vrai que si l’ouverture numérique de 

l’objectif augmente proportionnellement avec le grandissement, mais ceci n’est pas le cas. 

4.2 Modes et paramètres d’acquisitions 
 

Le mode d’acquisition employé dans cette étude pour les analyses en (micro)-spectroscopie 

IRTF est la transmission/absorption. La réalisation et les paramètres d’acquisition des spectres 

se font suivant un protocole mis au point à l’Institut de Robert Koch par Naumann et coll 

(Naumann 1991a). 

Les paramètres d’acquisition sont définis dans le logiciel de mesure OPUS (Bruker Optics) : 

 

Pour la spectroscopie IRTF :  

• Spectre résultant : Absorbance 

• Résolution spectrale : 6 cm-1 

• Nombre d’accumulations pour la référence (nombre de "scans") : 64 

• Nombre d’accumulations pour l’échantillon : 64 

• Limite supérieure d’acquisition : 4 000 cm-1 

• Limite inférieure d’acquisition : 400 cm-1 

• Fonction d’apodisation : Blackman-Harris 3 term 

• Correction de phase : Power spectrum 

• Facteur de « zero filling » : 4 

 

Le passeur d’échantillons permet d’enregistrer successivement 15 spectres dans les mêmes 

conditions. Un spectre de référence est réalisé entre chaque spectre échantillon de façon à 

tenir compte des petites variations atmosphériques qui pourraient survenir dans la chambre 

malgré la purge continuelle en air sec. Le temps total pour l’analyse d’une roue complète est 

de 30 minutes pour ces conditions de travail. 
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Le nombre de scans (n=64) a été choisi car il donne un bon rapport signal sur bruit S/B. 

 

Pour la microspectroscopie IRTF :  

Les paramètres d’acquisition dépendent de la nature de l'échantillon étudié et de la taille de la 

zone à analyser. Pour les microcolonies de tailles comprises entre 50 et 250 µm, ces 

paramètres sont : 

 

• Spectre résultant : Absorbance  

• Ouverture du faisceau : 0,75 à 3,75 mm (selon l’objectif IR utilisé) 

• Résolution spatiale : 50 à 250 µm (selon la taille de la microcolonie) 

• Résolution spectrale : 6 cm-1 

• Nombre d’accumulations pour la référence (nombre de "scans") : 256. L’augmentation 

du nombre de scans en mode micro permet l’amélioration de la qualité des spectres 

(rapport S/B amélioré)  

• Nombre d’accumulations pour l’échantillon : 256 

• Limite supérieure d’acquisition : 4 000 cm-1 

• Limite inférieure d’acquisition : 400 cm-1 

• Fonction d’apodisation : Blackman-Harris 3 term 

• Correction de phase : Power spectrum 

• Facteur de « zero filling » : 4 

 

Pour l’analyse des microcolonies en mode point par point, l’acquisition de plusieurs spectres 

pour chaque microlonies est nécessaire. Un compromis doit être trouvé entre la durée de la 

mesure qui est limitée par l’autonomie du détecteur (6h), la résolution spatiale et le rapport 

signal sur bruit. Le nombre d’accumulations, la taille de la zone mesurée et le nombre de 

spectres sont donc reliés. 

5. Traitement des spectres Infrarouge (IRTF) 

D’une manière générale, les spectres IR contiennent des informations qui présentent 

un intérêt analytique. Cependant, l’extraction de ces informations reste problématique due à la 

superposition des informations spectrales et nécessite presque toujours un traitement 

mathématique assez complexe. De plus, l’information peut ne pas être localisée à un endroit 

donné du spectre mais distribuée sur plusieurs fenêtres spectrales.  Pour cette raison, il est 
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nécessaire de traiter les spectres par des méthodes d’analyse statistique multivarié, appelées 

aussi méthodes chimiométriques. 

Les données spectrales brutes, telles qu'elles sont acquises par un spectromètre, 

doivent souvent être soumises à un processus de pré-sélection afin d’éliminer les mauvais 

spectres (test de qualité spectrale). Ensuite, ils doivent subir une étape de prétraitement qui 

inclut une correction des phénomènes physiques qui contribuent à l’information spectrale, une 

dérivation suivie d’une normalisation.  

D’une manière générale, le traitement des spectres est informatisé et est effectué à l’aide du 

logiciel OPUS (BRUKER Wissemburg France version 3.1). Ce logiciel permet non seulement 

de travailler les spectres mais propose également des méthodes statistiques pour la 

comparaison et la classification des spectres. Il permet aussi de construire des bases de 

données spectrales. Ces différentes étapes de sélection et prétraitement des spectres sont 

décrites ci-après.  

5.1 Test de qualité spectrale 
 

Les spectres bruts subissent d’abord un test de qualité. La répétabilité et la 

reproductibilité des spectres d’une même souche sont aussi vérifiées avant d’inclure les 

spectres dans l’analyse ou dans la base de données. 

Le test de qualité spectrale utilisé pour la sélection des spectres est adapté de Helm et coll et 

Amiel et coll (Helm 1991b; Amiel 2000).  

Ce test repose sur trois critères (Figure 25) : 

• Le premier critère est la vérification de l’absorbance maximale du spectre qui 

doit être comprise entre 0,35 et 1,25 (0,35<Absmax<1,25). Généralement, 

l’absorbance maximale dans un spectre IRTF correspond à la bande Amide I située 

vers 1655 cm-1. Pour un spectre de bonne qualité il faut donc absolument que 

l’intensité de cette bande soit comprise entre 0,35 et 1,25.  

• Le second critère est d’avoir un rapport signal sur bruit (S/B) suffisant. Ce 

critère permet de fixer les valeurs limites du rapport entre l’intensité du signal et celle 

du bruit de fond. Il est calculé sur la dérivée première du spectre pour une résolution 

de 6 cm-1, pour 64 (spectroscopie conventionnelle) ou 256 accumulations 

(microspectroscopie) et une apodisation de type Blackman Harris 3 term. Deux 

régions sont utilisées pour le signal, celle de la plus forte absorbance comprise entre 

1600 et 1700 cm-1 (valeur S1), et celle comprise entre 1178 et 1260 cm-1 (valeur S2). 
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L’intensité du bruit (valeur B), est définie sur la région 2000-2100 cm-1, qui ne 

comporte pas de signal du matériel biologique.  

Un spectre de bonne qualité est déterminé pour une valeur S1/B>50 et une valeur 

S2/B>10. Ces normes sont applicables pour les spectres des microorganimes, mais ils 

peuvent être modifiés pour d’autres types d’échantillons.  

• Le troisième critère porte sur la contribution de la vapeur d’eau qui doit être 

minimisée. Le contrôle de l’absence d’eau résiduelle dans les spectres est quantifié par 

le rapport entre S1, S2 et la valeur W mesurée dans la zone spectrale comprise entre 

1387 et 1847 cm-1 où se trouvent les bandes d’absorption de la vapeur d’eau. Les 

seuils fixés pour ce critère sont les suivants : S1/W>20 et S2/W>4.   
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Figure 25 : Les critères utilisés pour le test de qualité spectrale 
 

5.2 Prétraitement des données spectrales 
 

Dans de nombreuses situations, les spectres présentent des variations incontrôlées 

d'intensité globale dépendant principalement de la longueur du trajet optique à travers 

l'échantillon. Quand ce trajet est très court, il est difficile d'avoir des conditions d'acquisition 

parfaitement reproductibles. De plus, les spectres sont  généralement affectés par les 
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propriétés physiques de l'échantillon (taille et distribution des particules) (Bertrand 2000; 

Roggo 2003).  

Les prétraitements sont donc nécessaires pour améliorer le signal et indispensables pour une 

meilleure analyse des données. Ils permettent d’éliminer l'effet du bruit ou d'une déformation 

du spectre.  

Généralement, les prétraitements des données spectrales ont deux objectifs principaux : 

l'amélioration du signal et l’homogénéisation des données. Ces prétraitements sont 

évidemment en relation avec le mode ultérieur d'exploitation des données spectrales et 

généralement ils incluent : 

1- Le lissage des spectres (si nécessaire) 

2- La correction de la dérive de la ligne de base 

3- L'élimination des variations d'intensité globale sans intérêt 

Les prétraitements de données spectrales utilisés dans cette étude sont effectués à l’aide du 

logiciel OPUS (Opus software, version 3.1, Bruker) et comprennent : 

 

La correction atmosphérique 

Les bandes d’absorption résiduelle du gaz carbonique atmosphérique (CO2) situées entre 2386 

et 2284 cm-1 sont éliminées de tous les spectres sélectionnés. Il faut noter aussi que 

généralement les microorganismes ne présentent pas de bandes d’absorption dans cette région 

spectrale (Figure 25). 

 

La correction de ligne de base 

Lors de la transmission de la lumière au travers d’un échantillon, l’absorption n’est pas le seul 

phénomène optique mis en œuvre. D’autres phénomènes tels que la diffusion, les aberrations 

chromatiques et la diffraction sont observés. Une fraction significative de la lumière est alors 

déviée de son trajet et n’atteint pas le détecteur. Ces phénomènes dépendent de la longueur 

d’onde et de l’épaisseur de l’échantillon et se manifestent sous la forme d’une inclinaison du 

spectre plus prononcée pour les grands nombres d’onde. L’opération de correction de la ligne 

de base est nécessaire pour éliminer cette dérive de la ligne de base.  

Cette correction est inclue dans la plupart des logiciels utilisés, l’opérateur ayant le choix 

entre un certain nombre de paramètres : nombre de points et degré du polynôme utilisé. La 

procédure implique la définition d’une ligne passant par n minima du spectre, n étant le 

nombre de points défini par l’opérateur. L’allure de la ligne de base passant par ces points 

dépend du degré du polynôme choisi pour son calcul. La ligne de base est alors soustraite 
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point par point au spectre. Cette procédure est toutefois génératrice d’artefacts et il est 

préférable de s’en passer chaque fois que cela est possible. Une autre approche pour corriger 

la ligne de base est de dériver les spectres (les dérivées premiére et second éliminent la dérive 

de la ligne de base).  

Les spectres de transmission réalisés au cours de ce travail ont été corrigés avec une ligne de 

base polynomiale définie sur 10 à 80 points en fonction de l’intervalle de fréquence utilisé 

(généralement la correction de la ligne de base est effectuée sur la région spectrale totale entre 

400 et 4000 cm-1). 

 

Lissage 

La fonction de lissage est utilisée lorsque les spectres comportent un bruit assez élevé. Elle est 

à l’opposé de l’opération de l’augmentation de la résolution car la réduction des signaux 

parasites se fait aux dépens de la résolution spectrale. Pour notre étude, le lissage a été 

appliqué lorsque cela s’avérait nécessaire. Nous avons utilisé un filtre de Savitsky-Golay à 9 

points, défini par l’utilisateur.  

 

Dérivation 

La principale utilité de la dérivation est la possibilité de rendre certaines informations du 

spectre plus distinctes en augmentant virtuellement la résolution spectrale. Généralement on 

utilise la dérivée première ou seconde. La dérivée première est utilisée pour mesurer les 

pentes des contours d’absorption en chaque point du spectre tandis que la dérivée seconde 

permet de mesurer la concavité. La dérivée seconde est utile pour la localisation de la position 

des maxima d’absorption car les pics sont mieux résolus mais avec une intensité négative. Les 

dérivées sont également utiles pour éliminer les dérives d’une ligne de base.   

Pendant la dérivation des spectres, l’information en termes d’absorbance est perdue mais la 

structure fine des massifs peu résolus peut être dévoilée. Dans notre étude la dérivation du 

second ordre est réalisée par un algorithme de Savitsky-Golay comprenant un filtre de 9 

points. 

 

Normalisation  

La procédure de la normalisation consiste à ramener les spectres à la même intensité (même 

échelle) afin de pouvoir les comparer aussi bien sur le plan quantitatif que sur le plan 

qualitatif. La normalisation peut être réalisée sur l’intensité d’un pic (normalisation min-max) 

ou sur l’aire du spectre (normalisation vectorielle). Dans ce cas, l’aire de chaque spectre est 
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calculée dans l’intervalle défini par l’utilisateur et tous les spectres sont ramenés à la même 

aire. Seules des intensités relatives peuvent être comparées après normalisation des spectres. 

Dans notre étude la normalisation vectorielle sur la région spectrale totale a été utilisée. 

5.3 Tests de la répétabilité et de la reproductibilité spectrale 
 

Le logiciel OPUS permet de comparer les spectres d’un même échantillon afin de pouvoir 

déterminer le pourcentage de similitude des spectres d’un même échantillon, qu’il soit pour la 

même culture ou pour des des cultures différentes. 

Les seuils utilisés ont été définis dans notre laboratoire lors de ces travaux. La répétabilité est 

vérifiée en comparant les spectres des trois dépôts d’une même culture avec un seuil de 99 % 

(les spectres des trois dépôts d’une même culture doivent être regroupés dans le même cluster 

avec un seuil d’hétérogénéité ≤ 0,15).  

Pour la reproductibilité entre les dépôts des 3 cultures différentes d’une même souche, le seuil 

est fixé à 97% (les spectres des trois cultures doivent être regroupés dans le même cluster 

avec un seuil d’hétérogénéité ≤ 0,25). Les spectres moyennés sur chaque culture sont utilisés 

pour la comparaison de la reproductibilité. 

Seuls les spectres remplissant ces conditions sont retenus pour les analyses statistiques 

ultérieures, avec un minimum de deux spectres pour chacune des trois cultures d’une même 

souche, soit 6 à 9 spectres pour chaque souche étudiée. 

 

Moyennage 

Selon le nombre de souches impliquées dans chaque étude et afin de simplifier l’analyse 

statistique, la moyenne des trois spectres (3 dépôts) d’une même culture ou des 9 spectres des 

3 cultures différentes est utilisée. Ceci est possible à condition que la répétabilité et la 

reproductibilité de la mesure soient parfaitement remplies. Ainsi, chaque souche est 

représentée par un spectre moyenné. 

5.4 Méthodes statistiques pour le traitement des données spectrales    
 

Les spectres IRTF obtenus sont complexes. Si dans certains cas les différences ou les 

ressemblances sont visibles à l’œil nu, dans d’autres l’inspection visuelle est impossible en 

raison de la complexité des profils spectraux, de la subtilité des différences recherchées et du 

nombre important de spectres impliqués. Le traitement de cette masse de données nécessite le 
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recours à des méthodes statistiques pour discriminer ou classer les spectres. De plus, la 

variabilité intrinsèque des échantillons peut parfois cacher l’information recherchée.  

Les méthodes d’analyse statistique ont pour objectifs de décrire les données en assurant la 

réduction du nombre de variables impliqué, l’extraction d’informations pertinentes pour 

l’analyse, la classification des spectres, l’établissement et l’exploration de bases de données.  

La chimiométrie est la discipline qui utilise les méthodes mathématiques et statistiques pour 

extraire « l’information utile » à partir d’un jeu de données. Les méthodes chimiométriques 

utilisent l’outil statistique, en particulier les méthodes multivariées qui sont employées pour 

l’analyse de problèmes comportant de nombreuses variables. L’analyse en composantes 

principales (ACP), la classification hiérarchique ascendante (HCA) et les tests de 

significativité font partie des outils que nous avons utilisés. 

 
L’Analyse en Composantes Principales (ACP) 

Elle est particulièrement adaptée à l'étude exploratoire des données spectrales. Elle permet de 

remplacer les variables d'origine (ici, absorbances), fortement redondantes, par des variables 

synthétiques (variables latentes), les composantes principales, qui contiennent la quasi-

totalité de l'information, et qui ont l'avantage d'être orthogonales entre elles. Ces composantes 

principales sont des combinaisons linéaires des variables de départ.  

A l'aide de l'ACP, il est souvent possible de condenser la collection spectrale dans des 

proportions très importantes : 10 composantes au maximum sont en général largement 

suffisantes pour résumer l'information utile, et la taille de la matrice des données peut être 

réduite par un facteur de 10 à 100 ou plus. 

La figure 26 explique le principe de l’ACP : Dans l’espace original, la collection spectrale 

peut être représentée par un nuage de points dans un espace à p dimensions. L’ACP consiste à 

une rotation qui conserve les échelles et les distances entre les spectres. Cette rotation est 

effectuée de manière à placer les nouveaux axes dans la direction de plus grande dispersion du 

nuage de points. Le premier axe correspond ainsi à la plus grande dispersion du nuage de 

points. Le deuxième axe est orthogonal au premier et tient compte de la plus grande 

dispersion résiduelle, et ainsi de suite. 

Les composantes principales sont donc ordonnées par ordre décroissant de variance 

expliquée. Ainsi les composantes principales d’ordre « élevé » expliquent en général très peu 

de variance, et peuvent donc être éliminées de l’analyse. Les coordonnées des points 

représentatifs des spectres dans ce nouveau repère sont les coordonnées factorielles. L'intérêt 

de l'ACP apparaît clairement lorsque les variables d'origine présentent de fortes corrélations. 
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Les données condensées par ACP peuvent servir de variables de base pour d'autres 

traitements statistiques tels que la régression ou l'analyse discriminante. Pour de nombreuses 

méthodes supervisées, l'orthogonalité des variables rend les calculs numériques très simples et 

plus fiables. 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figure 26 : Principales étapes de l'ACP : Vue comme un changement de repère dans un 

espace multidimensionnel 

 
Dans un spectre IRTF on peut extraire autant de composantes principales qu’il y a de 

dimensions (donc de fréquences dans le spectre) moins une, chaque nouvelle composante 

principale exprimant la plus grande variabilité résiduelle après l’extraction des composantes 

précédentes. Puisque les axes sont perpendiculaires, les composantes principales sont dites 

orthogonales, ce qui signifie qu’elles sont non corrélées ou indépendantes. L’ACP permet en 

quelque sorte d’éliminer une certaine redondance contenue dans l’information initiale ce qui 

en fait une méthode de synthèse de données. Dans notre application, des spectres infrarouge 

comprenant plusieurs milliers de points peuvent être réduits à quelques variables seulement 

(de 8 à 25 en fonction de l’algorithme utilisé). Il est à noter que si les premières composantes 

principales (CP) contiennent une grande part de l’information spectrale, les composantes 

suivantes n’en contiennent qu’une quantité décroissante tandis que les dernières ne sont 

formées que de bruit. Généralement, on utilise les 6 premières CP qui cumulent 99% de 

l’information spectrale. 
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L’analyse en composantes principales est réalisée à l’aide de MATLAB version 6.5 ou à 

partie du logiciel LabSpec (Horiba Jobin Yvon, Lille, France) qui utilise l’algorithme 

NIPALS (Non Iterative PArtial Least Square). 

 

La classification hiérarchique ascendante (HCA) 

Cette méthode exploratoire permet de réaliser le regroupement « naturel » des données issues 

des spectres des différentes souches de levures en fonction de leurs caractéristiques 

communes sans prédéfinir de classe. C’est donc une méthode non supervisée qui consiste à 

regrouper de façon séquentielle les spectres des levures en classes ou clusters emboîtés en 

fonction de leur similarité par une procédure cyclique en se basant sur les distances 

respectives. Les résultats obtenus sont présentés sous forme d’un arbre hiérarchique ou 

dendrogramme. 

Le mode d’agglomération des spectres nécessite de définir deux paramètres, la mesure de la 

similarité (ou les distances) entre les spectres et une règle d’agrégation pour regrouper les 

classes obtenues à chaque étape de l’algorithme : 

 

Mesure des distances 

La distance entre les spectres est utilisée pour former les classes. Cette distance peut être 

mesurée de différentes manières. Le logiciel Opus propose plusieurs modes de calcul des 

distances. En mode « standard » la distance Euclidienne d est utilisée : 

  
d= )²( iii yx −∑   

En mode « normalisation à la première gamme » la différence entre les spectres est donnée 

par la valeur d’hétérogénéité D. L’hétérogénéité est calculée à partir du coefficient de 

corrélation de Pearson. Le coefficient de corrélation de Pearson r est donné par la relation : 
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a(k) et b(k) sont les absorbances des spectres a et b pour le nombres d’onde k et am, bm sont les 

moyennes de l’absorbance pour le nombres d’onde k. L’hétérogénéité D est égale à : 

                                                

                                                           D= (1-r)·1000                                                                     
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L’hétérogénéité peut varier de 0 pour des spectres identiques sur chacune des zones à 2000 

pour des spectres inversement corrélés. 

Dans ce mode, l’utilisateur doit définir plusieurs régions spectrales sur lesquelles 

l’hétérogénéité sera mesurée. L’hétérogénéité dans chacune des zones est normalisée de façon 

à ce qu’elle soit comprise entre les mêmes valeurs pour chacune des zones. Il est possible 

d’affecter un coefficient différent à chacune de ces zones de façon à ce que chacune ait un 

poids différent dans le processus de classification.  

 

Règles d’agrégation 

Au premier cycle, le programme calcule la matrice des distances inter-observations et groupe 

les 2 observations les plus proches. Les règles d’agrégation interviennent dès le deuxième 

cycle pour déterminer le mode de calcul des distances entre groupes. Il en existe plusieurs 

types. Nous avons utilisé la méthode de Ward basée sur la minimisation de la variance des 

groupes formés. Cette méthode permet de minimiser les distances entre couples tout en 

maximisant les distances entre classes. Elle donne les meilleurs résultats pour la classification 

de spectres (Helm 1991a). 

 

Test de significativité 

La sélection des régions discriminantes a été faite par exploration visuelle des spectres dans le 

cas où la variabilité spectrale entre les échantillons est détectable visuellement. Mais, afin de 

sélectionner de façon objective des nombres d’onde ayant des valeurs significativement 

différentes entre 2 groupes de spectres que la simple inspection visuelle ne pouvait pas 

séparer, nous avons utilisé une analyse statistique.  

La comparaison de deux groupes, nombre d’onde par nombre d’onde, peut se faire au moyen 

d’un test de significativité univarié comme le test de Student (ou test de t). Ce test compare 

l’écart entre les moyennes des deux groupes avec la dispersion interne des groupes et renvoie 

la probabilité P de faire une erreur en rejetant l’hypothèse nulle (pas de différence entre les 

groupes comparés). Une probabilité de 5% (P<0,05) est traditionnellement admise mais 

P<0,01 a été choisi comme seuil. Des valeurs de P de l’ordre de 10-7 ont été couramment 

observées entre les groupes testés. De plus, un nombre d’onde n’était pas considéré comme 

significativement différent entre deux groupes s’il n’était pas inclus dans une région d’au 

moins 10 cm-1 de large. Un test bilatéral pour des groupes non appariés à variances inégales a 

été utilisé systématiquement. 
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IV. RESULTATS ET DISCUSSION 

 

Face à la grande diversité de levures du genre Candida isolées en milieu clinique, un 

accroissement global d’incidence des candidoses opportunistes est observé. Le diagnostic de 

ces infections demeure difficile car la preuve formelle n’est pas toujours obtenue. Par ailleurs, 

il est nécessaire d’identifier et de caractériser précocément ces levures, afin d’établir un 

diagnostic rapide et de prescrire une thérapie antifongique bien adaptée.  

Le travail proposé dans cette thèse évaluera l’intérêt de la (micro)spectroscopie IRTF comme 

outil rapide d’identification et de typage spécifique (diagnostic d’espèce) et infraspécifique 

(identification de souches au sein d’une même espèce). Ce travail sera appliqué à 6 des 

principales espèces pathogènes du genre Candida (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. 

kefyr, C. parapsilosis et C. krusei) et pour lesquelles nous possédons des collections de 

souches caractérisées à l’échelon phénotypique.  

Ce travail fera aussi l’objet de la mise en place dans notre laboratoire d’une banque de 

données spectrales spécifiques pour l’identification des principales espèces de levures du 

genre Candida isolées en milieu hospitalier. 

Les retombées directes attendues de notre étude sont : (i) une meilleure identification de ces 

agents pathogènes au niveau de l’espèce (identification précoce). (ii) La mise en place d’une 

base de données spectrales pour l’identification des espèces étudiées. (iii) L’utilisation de la 

spectroscopie IRTF comme outil de typage et d’investigation épidémiologique pour le traçage 

des souches dans un contexte hospitalier (transmission endogène, exogène ou épidémie). 

La partie résultats et discussion de ce mémoire sera présentée en quatre chapitres : 

 

Chapitre 1 : Application de la (micro)spectroscopie IRTF à l’identification des espèces de 

levures du genre Candida d’origine clinique : Etude comparative entre la spectroscopie 

conventionnelle et la microscpectroscopie (publication 1). 

 

Chapitre 2 : Application de la spectroscopie IRTF à l’identification intraspécifique de 3 

espèces de Candida (C. albicans, C. glabrata et C. parapsilosis) : Evaluation de l’intérêt de la 

spectroscopie IRTF comme un outil de typage (publication 2). 
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Chapitre 3 : Application de la spectroscopie IRTF comme une méthode d’investigation 

épidémiologique : Suivi épidémiologique de souches de C. glabrata chez 4 patients 

hospitalisés en réanimation (publication 3). 

 

Chapitre 4 : Mise en place et standardisation d’une base de données spectrales pour 

l’identification de six espèces de levures du genre Candida. 
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Chapitre 1 : Identification des espèces de levures du genre 

Candida d’origine clinique : Etude comparative entre la 

spectroscopie conventionnelle et la microspectroscopie. 

1. Introduction 
 

Depuis plusieurs années, notre laboratoire développe les applications de la 

spectroscopie IRTF à la caractérisation de microorganismes pathogènes isolés en milieu 

clinique. Cette méthode a permis de différencier avec succès d’une part les bactéries Gram+ 

des Gram- dans une collection de 160 souches et d’autres part le genre et les espèces. Le 

couplage de l’IRTF avec un microscope infrarouge, a permis aussi d’effectuer une 

identification précoce de ces microorganismes à partir de microcolonies (Sandt 2006 ).  

L’étude présentée dans ce chapitre porte sur l’application de la (micro)spectroscopie IRTF à 

l’identification et la caractérisation phénotypique de levures du genre Candida d’origine 

clinique. Cette étude est dans la continuité des travaux réalisés à l’unité MéDIAN par W. 

Verdel-Zeroual (Verdel-zeroual 1994), W. Bouhedja (Bouhedja 1997; Bouhedja 1998) et 

dernièrement C. Sandt (Sandt 2003; Sandt 2004; Sandt 2006 ). 

La (micro)spectroscopie IRTF est une méthode d’analyse de la composition moléculaire 

globale d’un échantillon. Elle représente donc une technique de choix pour l’analyse des 

microorganismes. La méthode permet de détecter les variations minimes de la constitution 

moléculaire des microorganismes.  

Le spectromètre est équipé de deux accessoires qui permettent l’étude des échantillons 

mycologiques dans des conditions stables : la spectroscopie conventionnelle avec le module 

MICOR-ID et la microspectroscopie grâce au microscope IRscope II.  

Le module MICOR-ID est un passeur d’échantillons permettant d’acquérir séquentiellement 

les spectres de 15 échantillons dans des conditions très reproductibles. La mesure en mode 

transmission requiert l’adaptation du protocole de préparation des échantillons, notamment 

pour l’obtention de films cellulaires homogènes et transparents à l’IR. Le microscope IRscope 

II est utilisé pour obtenir les spectres de microéchantillons de taille comprise entre 50 et 

250µm et permet l’étude de microcolonies après quelques heures de culture seulement.  

Dans cette partie nous avons tenté de différencier 96 souches appartenant aux 6 

espèces du genre Candida issues d’une collection interne du CHU de Reims. La 

différenciation a été réalisée à deux niveaux : à partir des cultures pures de 24 heures pour la 
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spectroscopie conventionnelle avec le module MICOR-ID, et à partir de microcolonies âgées 

de 10 à 18 heures pour une identification précoce en utilisant le microscope IRscope II.     

2. Mise au point de différentes approches méthodologiques en mycologie 

médicale 
 

Les modifications induites par des changements de conditions de culture et 

d’échantillonnage peuvent influencer la classification réalisée par spectroscopie IRTF (Van-

Der Mei 1993; Van-Der Mei 1996 ). Cette contrainte impose que seuls les spectres enregistrés 

dans les mêmes conditions peuvent être comparés lors de la réalisation d’une identification ou 

d’un typage. Cependant, afin d’être transposable en mycologie clinique, la méthode 

d’identification doit être robuste et fiable. Il est donc nécessaire de déterminer quel est 

l’impact de la variation des paramètres de culture et d’échantillonnage sur les mesures en 

spectroscopie IRTF. 

Avant toute analyse, une étape de mise au point de plusieurs paramètres est nécessaire. Pour 

cela, nous avons testé l’influence des paramètres de culture et de mesure pour les deux modes 

d’analyse : le module MICOR-ID pour l’analyse des suspensions cellulaires et le microscope 

IRscope II pour l’analyse des microcolonies. 
 

2.1 Spectroscopie conventionnelle : Analyse des suspensions déshydratées 

 

Conditions de culture 

Dans le but d’évaluer l’influence de la composition du milieu de culture et le temps 

d’incubation sur la reproductibilité et la classification des spectres, nous avons étudié 8 

souches de référence dans des conditions de culture différentes.  

Les souches de référence utilisées pour ce test appartiennent à 3 espèces : C. albicans 1712, 

C. albicans 1837, C. albicans 1914, C. glabrata 9082, C. glabrata 3599, C. glabrata 102, C. 

parapsilosis ATCC 22019 et C. parapsilosis 6579.  
 

Milieux de culture : comparaison entre les milieux SAB et SGC 
 

Les spectres de la souche de référence C. albicans 1712 cultivée sur les deux milieux 

de culture Sabouraud glucose (SAB) et Sabouraud glucose-gentamycine-

chloramphénicol (SGC) ont été comparés afin de vérifier l’influence du milieu sur les spectres 

infrarouge (Figure 27). La comparaison des dérivées secondes des spectres montre que la 
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souche C. al 1712 exprime des différences spectrales dues à la nature du milieu de culture. 

Ces variations sont détectées surtout dans la région des polysaccharides membranaires situés 

entre 900-1200 cm-1. Pour les autres souches (C. albicans 1837, C. albicans 1914, C. glabrata 

9082, C. glabrata 3599, C. glabrata 102, C. parapsilosis ATCC 22019 et C. parapsilosis 

6579), les différences spectrales les plus prononcées ont été détectées également dans cette 

région spectrale (900-1200 cm-1). 

 

Milieu SAB  
Milieu SGC 

 

Figure 27 : Dérivées secondes des spectres infrarouge de la souche C. albicans 1712 

cultivée à 37°C sur deux milieux de culture différents (milieu SAB en rouge et milieu 

SCG en bleu)  

 

La comparaison des spectres des 8 souches de référence cultivées sur les milieux SAB 

et SGC révèle des variations spectrales essentiellement dans la région 900-1200 cm-1. 

Cependant, pour l’identification des espèces et le typage, le plus important est de savoir si ces 

variations spectrales influencent la classification des spectres au niveau de l’espèce et de la 

souche. Pour répondre à cette question, nous avons analysé la totalité des spectres de souches 

de référence par classification hiérarchique. 
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Cette classification permet de séparer la totalité des souches en 3 groupes suivant l’espèce et 

ceci quel que soit le milieu de culture utilisé (Figure 28). Les groupes G1, G2, et G3 

correspondent respectivement à C. albicans, C. parapsilosis et C. glabrata.  

 

 

 

Figure 28 : Influence des milieux de culture SAB et SGC sur la classification des 

spectres IRTF des souches de référence de C. albicans, C. parapsilosis et C. glabrata : 

classification réalisée par la méthode de Ward en utilisant la dérivée seconde de la 

gamme spectrale 900-1200 cm-1

 

D’après le dendrogramme (Figure 28), au sein de chaque groupe, on peut différencier 

les souches selon le milieu utilisé sur la base de leurs spectres IRTF. Pour le groupe (G1) on 

peut séparer les souches 1712, 1837 et 1914 de C. albicans, pour le groupe (G2) on peut 

séparer les souches 22019 et 6579 de C. parapsilosis et enfin pour le groupe (G3) on distingue 

clairement les souches 102, 9082 et 3599 de C. glabrata. Cette classification n’est pas 

modifiée quand le milieu de culture change.  

Les spectres de levure du genre Candida cultivées sur les milieux de culture SAB et SGC 

présentent des différences spectrales dans la région des polysaccharides qui sont dues à la 
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nature du milieu utilisé. Cependant, ces variations n’influencent pas la classification des 

spectres au niveau de l’espèce et de la souche. Pour les souches de référence, des bonnes 

classifications ont été obtenues au niveau de l’espèce et de la souche avec les deux types de 

milieu de culture utilisés dans notre étude.  

La spectroscopie IRTF permet de mettre en évidence les différences de composition 

biochimique des Candida cultivés sur ces deux milieux. Les différences spectrales liées à la 

nature des levures restent supérieures à celles induites par la nature des milieux de culture 

(Figure 29). Ceci, permet une différenciation correcte au niveau de l’espèce et de la souche 

même en utilisant des milieux de culture différents chez les levures du genre Candida. Nous 

avons donc choisi de cultiver les échantillons de levure dans un milieu SGC pour mieux 

contrôler les sources de contamination, ce milieu permettant la croissance des levures en 

inhibant celle des bactéries grâce à la présence de deux antibiotiques, la gentamycine et le 

chloramphénicol. De plus le milieu SGC est celui qui est utilisé en routine en mycologie 

clinique. 
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Figure 29 : Les variations spectrales inter-espèces pour les souches de référence de C. 

albicans, C. parapsilosis et C. glabrata. 
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Durée de culture  
 

Les souches 1712, 1914 et 1387 de C. albicans ont été analysées en spectroscopie 

IRTF à 8h, 12h, 18h et 24h de culture sur milieu SGC, pour suivre l’effet de la durée de 

culture sur la reproductibilité des spectres. Les différences spectrales sont observées 

essentiellement dans la région située entre 500 et 1800 cm-1. Ces variations sont intenses  

dans la région des polysaccharides (900-1200 cm-1) et dans la région des protéines (1500-

1700 cm-1). D’après la figure 30, on constate peu de différences entre les spectres des cultures 

de 8h et 12h ou entre les spectres des cultures de 18h et 24h, mais il existe des différences 

importantes entre les spectres de 8h et de 24h de culture.  
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Figure 30 : Influence de la durée de culture sur les spectres IRTF de la souche de 

référence C. albicans 1712 : 8h, 12h, 18h et 24h de culture 

 

Lorsque les spectres des 3 souches de référence de C. albicans (1712, 1914 et 1387) 

sont comparés par la classification hiérarchique, nous constatons que la séparation au niveau 

de la souche n’est pas possible pour les cultures de 8h, 12h et 18h d’incubation (Figure 31A : 

8h de culture) et n’est possible qu’à partir des cultures âgées de 24 h (Figure 31B). Par contre 
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la différenciation au niveau de l’espèce reste correcte à 100% même pour des cultures de 12 à 

18h (résultats non montrés ici), mais les variations spectrales entre les espèces sont nettement 

plus intenses pour les cultures de 24 h. On note également une augmentation dans le niveau 

d’hétérogénéité pour la classification réalisée sur les spectres de 24h de culture (Figure 31).  
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Figure 31 : Influence de la durée de culture sur la classification des spectres IRTF des 3 

souches de référence de C. albicans (1712, 1914 et 1837) : (A) classification des spectres 

après 8h de culture et (B) classification des spectres après 24h de culture. Classification 

réalisée à partir des dérivées secondes des spectres dans la gamme spectrale 900-1200 

cm-1

La durée de culture est donc un paramètre important pour expliquer la variabilité des 

spectres et pour définir les limites respectives à prendre en compte pour l’identification au 

niveau de l’espèce et de la souche. Pour la suite de notre étude, nous avons standardisé les 

cultures à 24 h car c’est la durée qui donne une bonne reproductibilité des mesures, sans que 

la signature spectrale de la souche ou de l’espèce ne soit influencée.  

Les variations spectrales en fonction de la durée de culture peuvent être expliquées par le fait 

que les spectres IRTF reflètent les phases de croissance des cellules (latence, exponentielle, 

stationnaire). Ceci explique également le fait que les cellules cultivées pendant 8h et 12h 

expriment peu de différences spectrales (même phase de croissance : latence) alors qu’il 

existe des différences importantes entre les spectres de 8h et 24h de culture (phases de 

croissance différentes : latence et stationnaire) (Figure 30).  

Donc, les différences spectrales sont minimes pour des cellules dans la même phase de 

croissance et augmentent avec l’augmentation de la durée de culture. Après 24 h de culture, 

on constate peu de variations spectrales générées par la durée de culture, car généralement 

pour les levures du genre Candida après 24 h de culture les cellules atteignent la phase 
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stationnaire de croissance. Ceci est illustré par la comparaison des spectres de 24 h et de 48 h 

de culture pour la souche C. albicans 1712 qui montre que les spectres ne présentent aucune 

variabilité (Figure 32 A et B). Ceci est expliqué par le fait que les cellules après 24 h de 

culture atteignent la phase stationnaire de croissance. Après ce délai, la variabilité moléculaire 

au sein de la cellule n’est plus suffisamment importante pour provoquer des variations 

spectrales. 
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Figure 32 : Comparaison des spectres IRTF de la souche de référence C. albicans 1712 

après 24 et 48 h de culture sur milieu SGC (A). Les dérivées secondes de ces mêmes 

spectres sont représentées pour illustrer leur ressemblance (B). 

 

Concentration des suspensions     
 

La concentration de la suspension cellulaire déposée sur le passeur d’échantillon a une 

influence sur l’épaisseur du film obtenu après séchage qui se répercute sur le trajet optique du 

rayonnement infrarouge et conséquemment sur le spectre final obtenu.  

Pour préparer les suspensions, les cellules sont prélevées de la gélose et resuspendues dans  

1ml d’eau stérile. Les suspensions obtenues présentent une concentration fortement 

hétérogène ce qui peut introduire des aberrations optiques très différentes d’une suspension à 

une autre.  

Des spectres de la souche C. albicans 1712 ont été enregistrés à 3 concentrations différentes 

(DO=1, DO=2 et DO=3 à 500 nm), pour vérifier l’effet de la concentration des suspensions 

cellulaires sur l’allure des spectres. Malgré la correction de la ligne de base et la normalisation 
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des spectres, des différences sur toute la région spectrale sont observées entre les spectres de 

différentes concentrations (Figure 33A). Ces variabilités spectrales sont encore plus intenses 

dans les dérivées secondes (Figure 33B). 
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Figure 33 : Influence de la concentration cellulaire (DO) sur la variabilité spectrale pour 

la souche de référence C. albicans 1712. (A) spectres corrigés (B) leurs dérivées secondes. 

 

La variabilité qui est due à la concentration des suspensions cellulaires s’explique 

essentiellement par la différence des épaisseurs des dépôts sur le passeur d’échantillons après 

séchage. Les opérations de prétraitement spectral comme la correction de la ligne de base, la 

normalisation et la dérivation se révèlent obligatoires mais pas assez efficace pour corriger les 

différences dues aux aberrations optiques générées lors de la mesure en transmission.  

Donc, l’obtention d’un film cellulaire homogène lors du dépôt sur le passeur d’échantillons 

est primordiale pour la qualité et la reproductibilité du spectre. Pour cela, nous avons choisi 

d’ajuster la concentration cellulaire des suspensions en mesurant la densité optique avant le 

dépôt sur le passeur d’échantillons. Les spectres de suspensions dont la concentration 

cellulaire a été ajustée à une densité optique (DO) 500 nm de 3±0,1 et qui correspondent à 

l’analyse de 2,9x108 (cellules/mesure pour C. albicans) présentent un bon pourcentage de 

reproductibilité avec une très faible variabilité. Nous avons donc choisi cette concentration 

pour la suite de notre étude.  

La mesure de la concentration cellulaire de la suspension déposée sur le passeur 

d’échantillons s’avère nécessaire pour des applications requérant une reproductibilité accrue, 
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telle que le typage. Pour éviter l’influence de l’eau sur les mesures en spectroscopie IRTF les 

dépôts cellulaires sont déshydratés pendant 20 min sous vide modéré. 

  Les résultats obtenus sur l’influence de ces paramètres sur les mesures en 

spectroscopie IRTF sont en accord avec les résultats de Helm et coll., Naumann et coll. et 

Sandt et coll montrant la sensibilité et le potentiel de la spectroscopie IRTF à détecter les 

variabilités liées aux conditions de mesures (Naumann 1991b; Helm 1995; Sandt 2002; Sandt 

2006 ). 
 

2.2 La microspectroscopie IRTF : Analyse des microcolonies 
 

La spectroscopie IRTF conventionnelle permet l’enregistrement des spectres IRTF des 

levures du genre Candida avec une bonne qualité spectrale et une très grande reproductibilité 

à partir d’une culture pure de 24h. Le gain de temps reste minime comparé aux techniques 

traditionnelles utilisées dans les laboratoires de Mycologie. La microspectroscopie IRTF peut 

encore améliorer la rapidité de la méthode car elle permet d’analyser des microcolonies 

composées de quelques milliers de cellules seulement. La résolution spatiale qu’offre la 

microscopie IR (>10µm) permet d’enregistrer le spectre d’une microcolonie isolée.  

Donc des microcolonies de quelques dizaines de micromètres de diamètre pourraient être 

analysées sans étape de purification et d’enrichissement préalable. Néanmoins, un transfert 

sur une fenêtre transparente en IR (ex : Znse) s’avère nécessaire. Le gain de temps pourrait 

ainsi être doublé. Nous avons donc évalué la faisabilité de la microspectroscopie IRTF à 

l’identification de 6 espèces de levures du genre Candida en vue d’une identification précoce 

par rapport à la spectroscopie conventionnelle.  

Lors de cette étude, nous n’avons utilisé que des cultures pures de levures identifiées 

préalablement et provenant de la collection interne du laboratoire de Parasitologie-Mycologie 

du CHU de Reims. Toutes les levures ont été précultivées une nuit à 37°C sur milieu SGC. 

Cette étape a été jugée nécessaire pour revitaliser les souches de collection conservées à  

–80°C. Dans un objectif de standardisation, cette étape a été appliquée à l’ensemble des 

souches étudiées même lorsqu’elles n’avaient pas été congelées.  

Ce travail a porté sur six espèces différentes de Candida (C. albicans, C. glabrata, C. 

tropicalis, C. kefyr, C. parapsilosis et C. krusei).  
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Temps de culture 
 

Comme pour les mesures en suspension, il était important de déterminer les 

paramètres de culture nécessaires à l’obtention de données reproductibles et suffisantes pour 

la classification par spectroscopie. Nous avons donc testé l’influence du temps de culture  

(12 à 24h) sur la croissance de six espèces de levure (Figure 34), afin d’obtenir des 

microcolonies de taille entre 50 et 250 µm, convenables pour l’analyse en microcpectroscopie 

IRTF. 

 

0

200

400

600

800

12 14 16 18 20 22 24

Age des micro-colonies (h)

Ta
ill

e 
de

s 
m

ic
ro

-c
ol

on
ie

s 
(µ

m
)

Ca
Cg
Ct
Cp
Cke
Ck

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 34 : Evolution de la taille des microcolonies de six espèces de Candida en fonction 

du temps de culture (12-24h) à 37°C. (Ca : C. albicans, Cg : C. glabrata, Ct : C. tropicalis, 

Cp : C. parapsilosis, Cke : C. kefyr et Ck : C. krusei). Chaque mesure a été répétée 3 fois. 

 

Les résultats obtenus montrent que le temps de culture nécessaire à l’obtention d’une 

microcolonie exploitable en microspectrocopie IRTF est variable selon la vitesse de 

croissance de l’espèce considérée. Pour cela, nous avons choisi comme critère une durée de 

culture qui permet l’obtention des microcolonies de taille convenable (50 à 250 µm) à 

l’analyse spectrale pour chacune des 6 espèces étudiées (Tableau 16). 
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Espèces Temps de culture (h) 
C. albicans 14 
C. glabrata  24 
C. tropicalis  12 

C. krusei  14 
C. kefyr  12 

C. parapsilosis 18 
 

Tableau 16 : Temps de culture nécessaire pour l’obtention des microcolonies de Candida 

spp. exploitables pour l’analyse en microspectroscopie IRTF 

Ces résultats montrent une grande variabilité de la vitesse de croissance entre les 

différentes espèces et dans certains cas même entre souches appartenant à la même espèce. 

Ainsi pour certaines souches de C. tropicalis, le diamètre de 100µm est atteint en 10h alors 

que d’autres souches produisent des microcolonies de 40-50µm dans le même temps. La 

croissance des souches de C. parapsilosis et C. glabrata s’est révélée la plus lente par rapport 

aux autres espèces de Candida. Pour ces deux espèces, il était nécessaire d’attendre 14 et 18h 

de culture respectivement. 
 

Préparation des microcolonies pour l’analyse IRTF 
 

Le deuxième facteur qui influence les mesures en microspectroscopie IRTF est le 

transfert des microcolonies sur un support adéquat. Ceci est réalisé par la production d’une 

empreinte sur un support transparent en IR (Znse dans notre étude). Ce transfert est réalisé en 

appliquant une fenêtre de Znse (25x2mm) à l’aide d’une presse permettant d’exercer une 

pression reproductible. Avant l’analyse IRTF, les empreintes obtenues sont déshydratées 

pendant 5 minutes dans une étuve à 37°C en présence d’un dessiccateur. 

L’analyse en microspectroscopie IRTF en mode transmission nécessite que l’échantillon soit 

transparent au rayonnement infrarouge, ce qui est le cas pour des microcolonies qui ont une 

épaisseur de quelques micromètres. Il est donc impossible d’acquérir le spectre directement 

sur le milieu de culture en mode transmission en raison de la présence du milieu.  

Des empreintes de colonies d’une taille comprise entre 50 et 250µm ont ainsi été 

obtenues en 10 à 18 h de culture à 37°C sur milieu SGC. La figure 35 présente deux 

empreintes de microcolonie exploitable pour les deux espèces, C. glabrata (Figure 35A) et C. 

albicans (Figure 35B). Les microcolonies appartenant à différentes espèces de Candida sont 

indifférenciables par un simple examen visuel. 
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La reproductibilité de la mesure spectrale en microscopie IR est fortement influencée par la 

qualité de l’empreinte et la taille de microcolonie. La qualité de l’empreinte dépend de 

l’épaisseur de la microcolonie, de sa forme, de sa taille, de la cohésion des cellules, de 

l’adhérence des cellules au milieu de culture et de la pression exercée sur la presse 

d’échantillonnage par le manipulateur lors du prélèvement des empreintes. Tous ces 

paramètres sont difficiles à contrôler et pour avoir une bonne reproductibilité des mesures 

ainsi qu’une bonne qualité spectrale, on élimine de notre analyse toutes les empreintes 

déformées (Figure 35C) ainsi que les prélèvements où des traces du milieu de culture 

apparaissent sur la fenêtre de mesure. 
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Figure 35 : Des exemples des spectres IRTF en fonction de la qualité des empreintes des 

microclonies. (A) C. glabrata (B) C. albicans et (C) empreinte de C. albicans déformée et 

non exploitable pour la mesure. 

 

Ces résultats montrent l’importance de la phase de standardisation qui permet 

d’accéder à des mesures reproductibles et fiables en microspectroscopie IRTF. 
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3. Différenciation des espèces et des souches de Candida  
 

Vu la complexité d’analyser un nombre important de souches et d’espèces dans une 

seule étape (96 souches pour 6 espèces), nous avons choisi d’effectuer notre étude en deux 

étapes, une première étape réalisée sur 39 souches de 4 espèces et une seconde effectuée sur 

57 souches de 6 espèces.  
 

3.1 Différenciation d’espèces à partir de mesures en suspension 
 

Les 39 souches de notre collection ont été cultivées sur milieu SGC pendant 24h et 

leurs spectres enregistrés à l’aide du module MICOR-ID. Les spectres IRTF de ces souches 

sont analysés pour déterminer les régions discriminantes qui permettraient de différencier les 

spectres des différentes espèces. Selon ces régions discriminantes, les spectres sont classés par 

analyse en classification hiérarchique ascendante (HCA) et par analyse en composantes 

principales (ACP). 

 

Recherche des fenêtres spectrales discriminantes  
 

L’analyse préliminaire des dérivées secondes de la moyenne des spectres a permis de 

sélectionner 3 régions spectrales (900-1200, 1500-1780 et 2800-3000 cm-1) pour lesquelles on 

constate à la fois une grande reproductibilité des spectres au sein d’une même espèce et une 

grande variabilité  entre les spectres des 4 espèces étudiées (Figure 36).  
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Figure 36 : Dérivées secondes de la moyenne des spectres de 4 espèces de Candida 

montrant les variations spectrales entre C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, et C. 

tropicalis. (A) la région spectrale 900-1200 cm-1 (B) la région spectrale 1500-1780 cm-1 et 

(C) la région spectrale 2800-3000 cm-1

 

L’analyse en classification hiérarchique (HCA) : mesures en suspenssion 
 

En utilisant la dérivée seconde de ces 3 régions spectrales la classification hiérarchique 

permet de regrouper les spectres selon chaque espèce (Figure 37). D’après ce dendrogramme, 

il est possible de fixer un seuil maximal d’hétérogénéité pour un groupe de spectres d’une 

même espèce. En plaçant ce seuil d’hétérogénéité à 1,6 on peut distinguer 2 groupes incluant 

chacun 2 espèces : 

Le groupe (G1) pour C. albicans et C. tropicalis. 

Le groupe (G2) pour C. glabrata et C. parapsilosis.  

En diminuant le seuil d’hétérogénéité à 0,6, on peut séparer directement les spectres en 4 

clusters incluant chacun les spectres d’une seule espèce. 
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Figure 37 : Classification hiérarchique des spectres de 4 espèces de Candida en dérivée 

seconde et en combinant les 3 régions spectrales 900-1200, 1500-1780 et 2800-3000 cm-1. 

Les lignes grise et noire représentent respectivement les seuils d’hétérogénéité à 1,6 et 

0,6. 

La comparaison de ces 3 régions spectrales (Figure 36), révèle que la région des 

polysaccharides, situé entre 900 et 1200 cm-1, présente le plus de variabilité spectrale entre les 

4 espèces. Pour conforter cette observation en terme de pouvoir discriminant, nous avons 

refait une classification hiérarchique de la totalité des spectres en se basant seulement sur 

cette région spectrale. D’après le dendrogramme obtenu en Figure 38, nous pouvons séparer 

complètement les 4 espèces à partir d’un seuil d’hétérogénéité de 1, supérieur à celui observé 

avec la combinaison des trois fenêtres spectrales (Figure 37). Cette variation dans le niveau 

d’hétérogénéité est expliquée essentiellement par la concentration des marqueurs spectraux 

caractéristique de l’espèce dans la région spectrale 900-1200 cm-1. Ceci indique l’importance 

des composés polysaccharidiques dans la différenciation entre les espèces du genre Candida.  
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Figure 38 : Classification hiérarchique des spectres de 4 espèces de Candida en dérivée 

seconde et en utilisant la région des polysaccharides 900-1200 cm-1. La ligne noire 

représente le seuil d’hétérogénéité égal à 1 permettant la séparation des 4 clusters. 

 

L’analyse en composantes principales (ACP) : mesures en suspension 
 

Ce résultat est confirmé par une autre approche d’analyse des données basée sur l’ACP 

des dérivées secondes des spectres moyens dans la région 900-1200 cm-1. Une séparation 

nette des spectres en quatre groupes appartenant chacun à une espèce différente a été obtenue. 

La différenciation entre les 4 espèces est correcte à 100% en utilisant les composantes 

principales 2 et 3 (Figure 39). On constate une nette séparation entre les spectres et on 

distingue 4 groupes de points incluant chacun les spectres d’une seule espèce. Au sein de 

chaque groupe de spectres les points sont peu superposables et ceci reflète la variabilité 

spectrale au sein d’une même espèce. La spectroscopie IRTF possède donc non seulement le 

pouvoir de discrimination au niveau de l’espèce mais aussi au niveau des souches appartenant 

à une même espèce. 

D’autres analyses en ACP ont été effectuées en se basant sur d’autres régions spectrales et sur 

d’autres composantes principales (4, 5 et 6). La comparaison des résultats obtenus montre que 
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la séparation entre les 4 espèces est plus prononcée avec la région spectrale  

900-1200 cm-1 et les composantes principales 2 et 3.           

 

+

+
+

+
+

+
+ ++

+++

+

+

+
+

++ ++

+
+

C. albicans C. tropicalis

C. parapsilosis

C. glabrata

C
om

po
sa

nt
e 

2

Composante 3

+

+
+

+
+

+
+ ++

+++

+

+

+
+

++ ++

+
+

+

+
+

+
+

+
+ ++

+++

+

+

+
+

++ ++

+
+

+

+
+

+
+

+
+ ++

+++

+

+

+
+

++ ++

+
+ +

+
+

+

+
+ ++

+++

+

+

+
+

++ ++

+
+

C. albicans C. tropicalis

C. parapsilosis

C. glabrata

C
om

po
sa

nt
e 

2

Composante 3

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 39 : Analyse en composantes principales (ACP) réalisée sur la région 900-

1200cm-1 en utilisant la dérivée seconde des spectres moyens de 4 espèces de Candida. 

Les ellipses sont calculées pour un intervalle de confiance de 95% (  : barycentre des 

points) 

La composante 2 semble porter la variance, entre espèces tandis que la composante 3, 

qui capture une plus faible partie de la variance permet la séparation entre souches. Ceci est 

compatible avec l’hypothèse d’une faible hétérogénéité entre spectres d’une même espèce.  

 

3.2 Typage à partir de mesures en suspension 

 

Pour mieux mettre en évidence la capacité de la spectroscopie IRTF à détecter les 

variabilités entre souches au sein de la même espèce, nous avons comparé par ACP, 9 souches 

de l’espèce C. glabrata en utilisant la même région spectrale (900-1200 cm-1) et les mêmes 

composantes principales (2 et 3). Le résultat obtenu en Figure 40 montre qu’on peut 
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différencier les spectres de chaque souche. Les distances entre les souches sont plus faibles 

que celles obtenues lors de la comparaison entre les espèces et cette observation est 

attribuable au fait que la variabilité intra-espèce est plus faible que la variabilité inter-espèce.   
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Figure 40  : ACP réalisée en utilisant la région 900-1200 cm-1 des dérivées seconde des 

spectres moyens de 9 souches de C. glabrata. 

 

Les composantes principales 2 et 3 présentent des éléments discriminants dans toutes les 

régions du spectre, les plus importants étant situés dans la région des sucres et la région des 

protéines (bandes amide I et II).  

 

D’après cette étude, la spectroscopie IRTF se révèle capable de discriminer les 4 

espèces appartenant au genre Candida. Le pouvoir discriminant de cette technique a permis 

de détecter de subtiles variabilités entre les souches de chaque espèce, ce qui prouve que cette 

technique possède aussi le potentiel pour le typage des souches appartenant à une même 

espèce. Il faut noter également que l’utilisation du spectre entier ne permet pas dans tous les 

cas d’aboutir à une meilleure classification car les caractères spectraux caractéristiques de 

l’espèce sont concentrés dans la région des sucres. Cette région reflète l’importance de la 
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paroi fongique (15-30% de la masse sèche), riche en polysaccharides complexes (chitine, β-

glucan et mannoprotéines essentiellement) dans la caractérisation de l’espèce et de la sous-

espèce. 

 

3.3 Différenciation des espèces par microspectroscopie à partir des microcolonies 

 

Dans le but d’identifier précocement les quatre espèces de Candida, nous avons 

appliqué la microspectroscopie IRTF à l’étude de microcolonies de levures âgées de 10 à  

18 h. Nous avons évalué les variabilités spectrales et comparé les résultats avec ceux obtenus 

à partir des suspensions déshydratées. 
 

Recherche des fenêtres spectrales discriminantes 
 

Les spectres des microcolonies obtenus à partir des 39 souches représentant les quatre 

espèces du genre Candida (les mêmes souches étudiées en spectroscopie conventionnelle) ont 

été enregistrés. Un total de 195 spectres a pu être exploité après élimination des spectres de 

mauvaise qualité. Lors de cette évaluation, 1 à 5 cultures indépendantes ont été réalisées pour 

chaque souche et 5 à 10 microcolonies ont été mesurées pour chaque culture. Les spectres de 

microcolonies ont été enregistrés dans les conditions optimales de mesure (conditions de 

culture, paramètres d’acquisition spectrale et échantillonnage), décrites précédemment. 

L’analyse a porté comme auparavant sur la dérivée seconde des spectres moyennés. L’analyse 

préliminaire des spectres a permis de chercher les zones spectrales à variabilité élevée. La 

figure 41 présentent les dérivées secondes des spectres moyennés de quatre espèces dans les 

trois régions spectrales (900-1200, 1500-1780 et 2800-3000 cm-1), les différences sont 

nettement visibles entre les spectres des quatre espèces dans les trois régions sélectionnées. 

Les variations les plus intenses sont observées dans la région des sucres 900-1200 cm-1 et la 

région des protéines 1500-1800 cm-1. Ceci est en accord avec les observations faites à partir 

des données issues des spectres des suspensions. 
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Figure 41 : Dérivées secondes des moyennes des spectres de microcolonies de 4 espèces 

de Candida montrant les variations spectrales entre C. albicans, C. glabrata,  

C. Parapsilosis, et C. tropicalis. (A) la région spectrale 900-1200 cm-1 (B) la région 

spectrale 1500-1780 cm-1 et (C) la région spectrale 2800-3000 cm-1

 

L’analyse en classification hiérarchique (HCA) : mesure en microcolonie 
 

La classification hiérarchique, réalisée à partir des dérivées secondes des spectres de 

microcolonies sur les 3 régions spectrales sélectionnées, permet de distinguer 2 groupes de 

spectres (G1 et G2) à partir d’un seuil d’hétérogénéité de 1,4 (Figure 42) :  

• Le groupe 1 (G1) contenant les spectres des souches de C. glabrata et de C. 

parapsilosis avec une séparation correcte de 100% en se basant sur un seuil 

d’hétérogénéité de 0,8. 

• Le groupe 2 (G2) contenant les spectres de C. albicans, C. tropicalis mais aussi deux 

souches de C. glabrata mal classées. A partir du seuil d’hétérogénéité de 0,8, tous les 

spectres de l’espèce C. albicans forment un seul « cluster », ce qui n’est pas le cas des 

spectres de C. tropicalis car ils regroupent également deux spectres d’une autre espèce 

(C. glabrata les souches 102 et 7521) qui sont mal classés.  
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Pour améliorer la classification au sein de ce groupe nous avons refait la classification en 

choisissant uniquement la région des sucres (900-1200cm-1), car cette région s’étant avérée 

plus discriminante dans le cas des suspensions. 
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Figure 42 : Classification hiérarchique des spectres de microcolonies de 4 espèces de 

Candida en dérivée seconde et en utilisant les 3 régions spectrales discriminantes  900-

1200, 1500-1780 et 2800-3000 cm-1. Les lignes grise et noire représentent respectivement 

les seuils d’hétérogénéité à 1,4 et 0,8. 

 

D’après le dendrogramme obtenu (Figure 43), il est possible de fixer un seuil maximal 

d’hétérogénéité pour chaque groupe de spectres d’une même espèce. En plaçant ce seuil à 1, 

on peut distinguer 4 clusters incluant chacun les spectres d’une même espèce. On peut ainsi 

différencier les 39 souches selon l’espèce sur la base des spectres obtenus par microscopie IR 

et en se basant uniquement sur la région des polysaccharides. 
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Figure 43 : Classification hiérarchique des spectres de microcolonies de 4 espèces de 

Candida en dérivée seconde et en utilisant la région spectrale 900-1200 cm-1. La ligne 

noire représente le seuil d’hétérogénéité fixé à 1. 

 

L’analyse en composantes principales (ACP) : mesure en microcolonies 
 

La séparation des spectres de ces quatre espèces est également possible par 

comparaison des spectres en ACP dans la région des sucres comme effectuée précédemment 

avec les suspensions. Encore une fois, les composantes principales 2 et 3 (Figure 44) 

permettent de retrouver quatre clusters correspondant chacun à une espèce différente. Les 

données issues de la microscopie IRTF sont donc exploitables pour la différenciation des 

espèces de Candida et ceci a un stade précoce (10 à 18h), car comme pour les suspensions, la 

variabilité inter-espèces est supérieure à la variabilité intra-espèces. 

Les variabilités entre les souches de chaque espèce peuvent être détectées, mais sont 

insuffisantes pour effectuer un typage au niveau des souches de Candida.  
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Figure 44 : Analyse en composantes principales réalisée sur la région 900-1200 cm-1 en 

utilisant la dérivée seconde des spectres moyennés de microcolonies de 4 espèces de 

Candida. Les ellipses sont calculées pour un intervalle de confiance de 95%. 

 

Pour les mesures en microcolonies on note également que l’utilisation du spectre 

entier ne permet pas d’aboutir à la meilleure classification et c’est la région des 

polysaccharides qui se révèle plus discriminante.  

Donc grâce à la microspectroscopie IRTF, il est possible d’obtenir des spectres à partir de 

microcolonies sans passer par une étape d’enrichissement de la culture. Ceci a permis de 

réduire le temps d’analyse nécessaire pour l’identification de ces agents pathogènes et qui 

peut être divisé par deux par rapport à la mesure sur des suspensions.   
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3.4 Typage à partir de mesures en microcolonies 

 

Lors de cette étude, nous avons tenté de faire un typage sur une collection de 10 

souches de C. glabrata par microspectroscopie IRTF. Le pourcentage de bonne classification 

obtenu était inférieur à 40% et donc très faible, ceci malgré l'utilisation de la région des 

polysaccharides qui est la plus discriminante.  

La séparation au niveau de la souche n’a pas été possible pour les mesures à partir des 

microcolonies. En effet, ceci peut être expliqué par la qualité du spectre en 

microspectroscopie IRTF. Des microcolonies de tailles différentes génèrent diverses 

aberrations optiques (signal sur bruit trop faible, opacité, diffraction, diffusion…) même 

lorsque celle-ci est comprise entre 50 et 250 µm de diamètre. De plus il n’a pas été possible 

de corriger parfaitement ces aberrations lors du traitement des spectres.  

Il faut noter aussi que la réalisation des empreintes de microcolonies de levures reproductibles 

de bonne qualité reste une tâche délicate. La fenêtre de ZnSe est appliquée sur la gélose à 

l’aide d’une presse conçue pour exercer des pressions équivalentes à chaque prise 

d’empreinte. Cependant, la reproductibilité n’est pas parfaite. Les empreintes obtenues sont 

souvent très déformées et étalées, donnant des absorbances trop faibles ou de fortes 

aberrations optiques. De plus, les contraintes de cisaillement et d’adhérence à la gélose ne 

sont pas parfaitement contrôlées. L’automatisation du processus de transfert des 

microcolonies pourrait augmenter la reproductibilité de la mesure spectrale en éliminant les 

imperfections dues à la réalisation manuelle de l’empreinte. 
 

4. Comparaison entre la spectroscopie conventionnelle et la 

microspectroscopie IR 
 

La comparaison entre les deux modes de mesures montre qu’il existe des différences 

entre les spectres de microcolonies et les spectres obtenus à partir de suspensions. La 

principale différence est située au niveau des absorbances des échantillons. Les spectres de 

microcolonies présentent des faibles valeurs d’absorbance variant entre 0,2 et 0,8 (Figure 45). 
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Microcolonie de12h  
Suspension cellulaire de 24h  

Figure 45 : Comparaison des spectres de la souche C. albicans 1712 obtenus à partir 

d’une microcolonie de 12h et d’une suspension cellulaire de 24h sur milieu SGC. 

 

Cette disparité au niveau de l’absorbance complique la comparaison des spectres de 

microcolonies. Des altérations du rapport entre les pics peuvent être observées entre les 

spectres de microcolonies absorbant faiblement ou fortement. Ces déformations ne sont pas 

totalement corrigées lors du traitement du spectre.  

L’hétérogénéité d’une colonie peut également influencer la reproductibilité du spectre et 

générer des variabilités spectrales non négligeables. La composition des microcolonies peut 

varier du centre à la périphérie et de la base au sommet. Cette hétérogénéité est reflétée dans 

les spectres infrarouge pour des colonies de plus de 100µm de diamètre (Choo-Smith 2001; 

Ngo Thi 2007).   

 Les différences entre les spectres des microcolonies et les spectres des suspensions sont dues 

également à d’autres paramètres essentiellement à l’âge des cellules (24h pour la 

spectroscopie conventionnelle et 10-18h pour la microspectroscopie), aux protocoles 

d’échantillonnage employés pour chaque méthode et aux sensibilités différentes des 

détecteurs DTGS et MCT.  
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5. Conclusion  
 

Nous avons acquis les spectres IRTF des souches de Candida et montré que leur 

différenciation est plus efficace lorsque les souches sont cultivées dans les mêmes conditions. 

Bien que la classification des spectres ne soit que partiellement affectée par certains 

paramètres, nous avons choisi de standardiser toutes les conditions de culture, de mesure et 

d’acquisition pour avoir une bonne reproductibilité spectrale. 

Dans cette étude préliminaire nous avons démontré également que 39 souches appartenant à 4 

espèces de Candida fréquemment isolées en milieu clinique peuvent être différenciées par 

spectroscopie IRTF. La séparation est possible au niveau de l’espèce par spectroscopie 

conventionnelle en analysant des cultures de 24h et aussi par microspectroscopie en analysant 

des microcolonies de 10-18h de culture. Ces deux approches permettent de réduire le temps 

d’analyse nécessaire pour l’identification de ces agents pathogènes. 

La spectroscopie conventionnelle présente des caractéristiques adaptées à une 

utilisation comme méthode d’identification des espèces de Candida dans le cadre des 

applications cliniques. Le pouvoir de discrimination de cette méthode est également 

suffisamment élevé pour envisager son utilisation pour le typage de plusieurs espèces de 

Candida. L’utilisation de la spectroscopie IRTF comme méthode de typage à partir de 

suspensions va être évalué dans le chapitre suivant pour 3 espèces de Candida (C. albicans, 

C. glabrata et C. parapsilosis).  

A la fin de cette partie nous avons initié le travail sur la construction d’une base de données 

pour l’identification des différentes espèces de Candida. Cette base comprend les spectres de 

plusieurs souches de Candida isolées et identifiées en milieu clinique. A ce stade, nous avons 

incorporé quatre espèces, 39 souches et 39 spectres. Il est fondamental d’accroître le nombre 

d’espèces et de souches représentatives des espèces inclues dans cette base de données pour 

améliorer l’efficacité de cette méthode d’identification. 
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PREAMBULE A L’ARTICLE 1 

 

 

CONTEXTE 

 

Après la standardisation, la mise au point des approches et l’étude préliminaire sur 

l’identification qui a été réalisée par spectroscopie et par microspectroscopie IRTF de 39 

souches appartenant à 4 espèces du genre Candida, nous montrons dans cette partie une 

application à un nombre plus important de souches et d’espèces. Pour cela, les deux 

approches ont été appliquées à une collection d’un plus grand nombre de souches appartenant 

à 6 espèces du genre Candida. Nous évaluons le potentiel de la technique à l’identification 

des espèces de Candida afin de les différencier à partir de mesures en suspension ou à partir 

de microcolonies. 

METHODE 

 

L’étude a été réalisée sur 57 souches cliniques appartenant à six espèces de Candida 

(C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. kefyr, C. parapsilosis et C. krusei). Les spectres de 

transmission ont été enregistrés à l’aide du spectromètre de recherche Bruker Equinox 55 

(Wissembourg, France) selon le protocole mis au point précédemment. 

Les mesures en spectroscopie ont été réalisées à partir des cultures pures de 24 heures pour la 

spectroscopie conventionnelle et à partir de microcolonies âgées de 10 à 18h pour la 

microspectroscopie. Afin de différencier entre les 6 espèces, nous nous sommes 

particulièrement intéressé aux variations spectrales liées à la composition moléculaire et 

structurale de chaque espèce.  Les spectres des souches de notre collection ont été comparés à 

l’aide de l’analyse hiérarchique (HCA). 
 

RESULTATS 

 

Les résultats montrent des variations spectrales entre les 6 espèces de Candida 

principalement détectées dans les régions suivantes : 900-1200 cm-1 (polysaccharides) et 

1500-1800 cm-1 (protéines). L’analyse statistique (HCA) des données spectrales basée, sur les 

dérivées secondes et sur les régions discriminantes, a permis de différencier les 6 espèces de 

Candida aussi bien à partir des suspensions qu’à partir des microcolonies.  
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Les résultats montrent l’efficacité de la (micro)spectroscopie IRTF dans l’identification des 

espèces de Candida où l’on a obtenu un taux de classification de 100% par les deux 

approches. 

 

CONCLUSION 

 

Le pouvoir discriminant de la spectroscopie infrarouge a été confirmé dans cette étude 

portant sur l’identification des six espèces de levure du genre Candida. Les 57 souches ont pu 

être classées correctement et nous avons détecté également des variations spectrales 

intraspécifiques (entre les souches de la même espèce). Ceci constitue une forte incitation à la 

poursuite de travaux sur cette technologie pour le typage des souches de Candida. 

Néanmoins, il est important de noter que le typage nécessite un taux élevé de reproductibilité 

et qu’il ne sera possible qu’à partir des spectres issus des suspensions cellulaires.      

Cette étude nous a également permis de compléter la base de données spectrales 

constituée lors de l’étude préliminaire et aussi de représenter dans cette base d’autres espèces 

comme C. krusei et C. kefyr qui présentent un intérêt clinique. Cette technique pourra être 

appliquée à l’identification ainsi qu’au typage de souches de Candida pour des applications 

médicales. Cependant, l’application en routine de cette technique requiert la construction 

d’une base de données extensive et complète. Ceci ne sera possible qu’avec le concours du 

laboratoire de Mycologie clinique (ou par une étude multi-centrique) qui fournira les souches 

nécessaires à l’établissement de cette base ainsi que l’utilisation d’un système d’analyse 

Infrarouge à haut débit afin d’analyser un nombre important de souches en temps réel et dans 

les mêmes conditions. 
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Abstract

Due to the continuous increase of human candidiasis and the great diversity of yeasts of the Candida genera, it is indispensable to identify

this yeast as early as possible. Early identification enables an early diagnostic and patient-adapted anti-fungal therapy, thus reducing

morbidity and mortality related to these infections. In view of this, we have in this study investigated microcolonies using a method based on

Fourier transform-infrared microspectroscopy (FTIRM) for a rapid and early identification of the most frequent Candida species encountered

in human pathology. FTIR spectroscopy is a whole-cell ‘‘fingerprinting’’ method by which microorganisms can be identified. By exploiting

the huge discriminating capacity of this technique, we identified 6 species (Candida albicans, Candida glabrata, Candida parapsilosis,

Candida tropicalis, Candida krusei, and Candida kefyr) from a collection of 57 clinical strains of Candida, isolated from hospitalised

patients. Data obtained on 10- to 18-h-old microcolonies were compared to cultures of 24 h. Our results clearly show the efficiency and the

robustness of FTIR (micro)spectroscopy in identifying species with a classification rate of 100% for both microcolonies and 24-h cultures.

FTIR microspectroscopy is thus a promising clinical approach, because compared to conventional and molecular techniques, it is time and

money saving, has great identification and discriminating potentials, and is amenable to an automated high-throughput routine system.

D 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.
Keywords: Candida species; Early identification; Microcolony; Fourier transform-infrared (micro)spectroscopy
1. Introduction

Candida is the fourth most commonly recovered

organism from all blood cultures of hospitalised individuals,

with an estimated crude mortality rate of 38 to 75% [1–4].

Nosocomial candidiasis, recognized as an important cause

of morbidity and mortality, have been mainly described in

neutropenic patients as well as in intensive care and post-

surgery units [5–7]. The majority of candidemia is due to

Candida albicans [3,4] but, many reports have documented

an increasing incidence of Candida tropicalis, Candida

glabrata, Candida krusei, Candida parapsilosis, and Can-
0304-4165/$ - see front matter D 2005 Elsevier B.V. All rights reserved.

doi:10.1016/j.bbagen.2005.04.019

* Corresponding author. Tel.: +33 3 26 91 35 53; fax: +33 3 26 91 35 50.

E-mail address: ganesh.sockalingum@univ-reims.fr

(G.D. Sockalingum).
dida kefyr as nosocomial pathogens [8]. These species cause

fungal infections particularly in neonatal intensive care and

in neutropenic patients [1,2,4,9].

The time required for the identification of pathogens is an

important determinant of infection-related mortality rates of

hospitalised patients. Death rates and costs associated with

infectious diseases could be significantly reduced by employ-

ing rapid identification techniques [10,11]. Most commer-

cially available identification systems used in routine are

based on physiological (morphology, growth temperature. . .)
and nutritional (sugar assimilation and/or fermentation,

enzymatic tests) characteristics. However, these conventional

methods present delays in identification and limits to

discriminate two closely-related species. Consequently, up

to 5 days (for Candida species) between the receipt of patient

material and presentation of identification results to the

clinician can be expected [11,12].
ta 1724 (2005) 239 – 247
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Novel genotypic approaches to the rapid identification of

clinically relevant microorganisms are finding their way into

the field of clinical diagnostic microbiology [13,14]. For

example, the amplification of specific gene sequences by

PCR, such as randomly amplified polymorphic DNA ana-

lysis (RAPD), restriction fragment length polymorphism

(RFLP), and inter-genic ribosomal PCR, or other PCR-

based methods targeting various genes have been success-

fully used to identify Candida species. Although widely

accepted, these techniques present some technical limits due

to protocol complexities, reagent costs, choice of specific

primers for each species, sensitivity to mutations, and are

not up to now applied in routine [11–13].

A radically different approach to the development of

identification methods is based on optical spectroscopic

techniques. Fourier transform infrared (FTIR) and Raman

spectra constitute highly specific spectroscopic fingerprints

of microorganisms by which they can be identified [11,15].

This approach represents an analytical, non-destructive, and

dynamic method to investigate a population of whole cells

with only little biomass [11,15,16]. It permits not only the

identification and characterisation of microbial cells (phe-

notype, species, sub-species, pathogenicity, virulence. . .)
[17–19] but also a detailed structural analysis to identify

certain macromolecules (nature, quantity, and conformation

of molecular links) present in the cells [20].

In this study, we have applied Fourier transform infrared

(micro)spectroscopy (FTIRM) for the rapid and accurate

identification of clinically relevant Candida species, the

main objective being to achieve an early and rapid

identification of the most frequent Candida species in

human pathology. FTIR data from pure 24-h cultures were

used for comparison with those obtained rapidly (10–12 h)

from growing microcolonies by FTIRM.
2. Materials and methods

2.1. Origin of the strains

Fifty seven Candida strains were provided by the

Mycology Laboratory of Reims University Hospital, Reims,

France. These strains were isolated from different hospita-

lised patients and identified by commercial systems

(Auxacolor\ and culture on PCB medium Bio-Rad

Marnes-la-Coquette, France). Isolated strains were stored

at room temperature in water until spectroscopic identifica-

tion. For longer preservation, these strains were frozen at

�80 -C in Sabouraud broth (bioMérieux Marcy l’Etoile

France) with 10% glycerol (Sigma, St. Quentin Fallavier,

France).

2.2. Culture conditions and sample preparation

For FTIR spectroscopy and measurements on suspen-

sions, Candida spp. were cultured on Sabouraud-gentami-
cin-chloramphenicol agar (bioMérieux France) at 37 -C for

24 h. Cells were harvested by carefully scraping the agar

plate with a 10 Al plastic loop and were resuspended in 1 ml

of distilled water. The concentration of each suspension was

spectrophotometrically measured (Uvikon; Kontron Instru-

ments, Thiais, France) at 500 nm and adjusted to an optical

density of 3T0.1 to control film thickness. An aliquot of 35

Al of the suspension was transferred to a zinc selenide

(ZnSe) optical carrier, with 16 positions (Fig. 1A) in a

multisampling cuvette and dried in a desiccator over a

drying agent with the application of a moderate vacuum (2.5

to 7.5 kPa) to form a thin transparent film suitable for FTIR

measurements. Sample desiccation was necessary to avoid

strong water absorption in the protein region of the infrared

spectra.

For IR microspectroscopy measurement on microcolo-

nies, Candida strains were cultured for 10 to 18 h (depend-

ing of the species), in order to obtain microcolonies between

50 and 250 Am in diameter. The microcolonies were

transferred manually from the agar plate to an IR-

transparent ZnSe optical window by gently pressing the

plate onto the agar surface with a specially designed

stamping device (Fig. 1B). The microcolony imprint on

the IR-transparent window (Fig. 1C) was then placed under

the infrared microscope, visualised, and measurements were

performed on intact microcolonies with approximately the

same size.

2.3. Recording of spectra and data processing

2.3.1. FTIR spectroscopy

Mid-infrared spectra were recorded using an Equinox 55

(Bruker Optics, Wissemburg, France) spectrometer coupled

to a MICOR-ID sample changer (Bruker Optics) specially

designed for the measurement of microorganisms, and

which can accommodate the 16-position ZnSe sample

carrier. The whole set-up is continuously purged with dry

air generated by a model 75–62 FTIR spectroscopy purge

gas generator (Whatman, Villeneuve d’Ascq, France) to

reduce contributions from water vapour and CO2. FTIR

spectra were recorded in the region between 500 and 4000

cm�1. For each FTIR spectrum, 64 scans were co-added and

averaged. Fourier transformation was done using a Black-

mann-Harris 3-term apodization function and a zerofilling

factor of 4, to give a nominal resolution of 6 cm�1. FTIR

recording of 15 samples takes about 30 min under these

conditions. Mean spectra were calculated from 3 repetitive

measurements of the same culture, and in order to determine

the reproducibility of our results, we have done 3

independent cultures.

2.3.2. FTIR microspectroscopy

Micro-FTIR spectra were collected using an IR micro-

scope (IR Scope II Bruker Optics) coupled to the Equinox

55 spectrometer. The microscope was equipped with a

motorized x–y stage, two Cassegrainian objectives (15�



Fig. 1. (A) 16-position zinc selenide (ZnSe) optical plate for measurement on dried suspensions. (B) Stamping device for the transfer of microcolonies from the

agar to the IR windows. (C) 18-h-old microcolony imprint of C. glabrata on a ZnSe window.
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and 36�), and a broadband liquid N2-cooled mercury

cadmium telluride detector. All spectra were acquired with

the 15� objective, using 256 scans, 6 cm�1 spectral

resolution, and 50–250 Am spatial resolution (depending

on the microcolony size and the species under study). Five

intact and about same-size microcolonies per imprint were

selected, and the average was calculated using 5 measure-

ments of the same culture corresponding to 5 different

microcolonies, and for reproducibility measurements, 3

independent cultures were investigated. For both microsco-

py and conventional measurements, spectra were recorded

in transmission mode.

2.3.3. Data processing

The pre-processing and processing of FTIR spectral data

were performed using OPUS software (version 3.1, Bruker).

To compare the spectra of the different Candida species,

cluster analysis using the second derivatives of the original

spectra as input was carried out for different spectral

regions. Spectra were classified by using Opus Ident cluster

analysis (Opus NT 3.1) based on a hierarchical classification

algorithm.

The procedure was as flows: baseline elastic correction

of the total spectral region, vectorial normalisation, and

finally, the calculation of the second derivative using a

Savitsky-Golay algorithm. This pre-processing was done on
the total spectral region (500–4000 cm�1) of all spectra.

The derivation of the spectra to the second order was used to

increase the number of discriminant features present in the

spectra. The spectra were classified by using Opus Ident

cluster analysis based on hierarchical classification algo-

rithm. The function used calculates Euclidean distances

between the spectra and the group according to their

similarities in a cluster. The spectral windows chosen in

our studies are those which permit to have a good per-

centage of classification between species.
3. Results

FTIR spectroscopy is increasingly being used for the

identification of microorganisms at the species level, and it

has been proven to have enough discriminating power to

identify C. albicans at the strain level [19]. In this study, our

main objective is to apply FTIR (micro)spectroscopy to the

identification of some clinically relevantCandida species at a

very early stage of growth, i.e., at the level of microcolonies.

The classification into species group was then compared with

FTIR data obtained in a conventional approach based on

suspensions from older cultures (24 h).

FTIR spectroscopy is sensitive enough to reflect small

variations due to culture parameters (culture time, medium
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composition, medium pH, temperature, humidity. . .) and

storage mode. The standardization of both culture and

spectral acquisition parameters and of sample preparation

conditions is important for the reproducibility of spectra

since FTIR spectroscopy is a phenotyping method. As a

result, only spectra recorded for the same batch of culture

medium, at the same temperature, and during the same

precise culture time were compared, as this has been

described elsewhere [21,22].

3.1. FTIR spectroscopy

An essential aspect of the FTIR analysis was to

determine the spectral windows which would permit to

differentiate the various species based on their spectra. A

preliminary analysis (visual inspection) allows to compare

the different spectral information and to detect zones with

discriminating capacity and also those for which a good

reproducibility of the spectra within the same species can be

observed. Spectral differences can be better appraised by

inspecting the second derivative of the mean spectra, as

shown in Fig. 2. When hierarchical cluster analysis was

applied to the second derivative mean FTIR spectra over the

spectral window 750–1800 cm�1, several clusters could be

distinguished, as shown in Fig. 3. By inspecting the

dendrogram, the following observations can be made. When

the heterogeneity level was set at 1.25, three groups can be

distinguished, each including 2 species: group 1 for C.

albicans and C. tropicalis, group 2 for C. glabrata and C.

krusei, and group 3 for C. kefyr and C. parapsilosis. When

the heterogeneity threshold was fixed at 0.5, six groups
Fig. 2. Comparison of the second derivative FTIR mean spectra of Candida spp.
corresponding each to the 6 species can be delineated.

However, it can be noted that in both cases, there exists

some misclassifications described as (A) 3 strains of C.

krusei misclassified, (B) 2 strains of C. glabrata misclassi-

fied, (C) one strain of C. parapsilosis misclassified, and (D)

2 strains of C. kefyr misclassified.

According to this dendrogram, it was possible to identify

the six species, with a classification rate of 100% for C.

albicans and C. tropicalis, 90% for C. parapsilosis, 80% for

C. glabrata, 77% for C. kefyr, and 70% for C. krusei.

During a second step, it was necessary to improve the

classification rate for groups 2 and 3. For this, spectral areas

were selected (Table 1), and as can be seen in Fig. 4, each of

the 2 species belonging to the same group could be

differentiated. The differentiation was again carried out on

the second derivative of the original IR mean spectra. By

targeting the spectral areas indicated in Table 1, the

classification rates could be improved to 100% for both

groups: C. glabrata and C. krusei in group 2 (Fig. 4A) and

C. kefyr and C. parapsilosis in group 3 (Fig. 4B). Thus, this

technique allowed obtaining an exact identification of 100%

for the studied Candida spp. strains.

3.2. FTIR microspectroscopy

FTIR microspectroscopy was then performed in order to

test the potentials of FTIRM as a method for a rapid and

early identification of strains. This is an important aspect for

early diagnosis and patient treatment management. For this

propose, the same strains of each six species were studied,

and microcolonies, with size ranging from 50 to 250 Am,
showing the spectral variations between six different species of Candida.



Fig. 3. Hierarchical cluster analysis of six Candida spp. using second derivative spectra and the spectral zone 750–1800 cm�1, obtained from 3 independent

cultures. (A) 3 strains of C. krusei misclassified, (B) 2 strains of C. glabrata misclassified, (C) one strain of C. parapsilosis misclassified, and (D) 2 strains of

C. kefyr misclassified. The gray and black lines represent the threshold of heterogeneity at 0.5 and 1.25 respectively.
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were analysed using an FTIR microscope. In a preliminary

analysis, visual inspection of the second derivative spectra

permitted to compare the signatures from the different

strains (Fig. 5). As in the previous study, cluster analysis

was performed on the mean derivative spectra. The

hierarchical classification carried out using the spectral

windows 800–1250 cm�1 and 1370–1500 cm�1 allowed to

obtain different groups of spectra corresponding to the six

species (Fig. 6). According to this classification, when

threshold heterogeneity was set to 1.6, it was possible to

distinguish 3 groups: group 1 for C. albicans and C.

parapsilosis, group 2 for C. krusei, C. kefyr, and C.

tropicalis, and group 3 for C. glabrata. However, when

the threshold heterogeneity was placed at 0.8, it was

possible to improve the delineation of the six species, with

an identification rate of 100% for C. albicans , C.

parapsilosis, C. krusei, and C. glabrata, 90% for C.

tropicalis, and 77% for C. kefyr. The classification rates

obtained for C. tropicalis and C. kefyr were due to a

misclassification of some of these strains in group A (see

Fig. 6).

As in the first study on suspension, a new selection of

spectral areas (800–830 cm�1, 1030–1050 cm�1, 1110–

1150 cm�1, and 1300–1320 cm�1) allowed to improve the

separation of the spectra of group 2. Each of the 3 species of
Table 1

Spectral windows selected by visual inspection and used for hierarchical

classification of FTIR spectra from yeast cell suspensions for discriminating

groups 2 and 3

Group Strain Spectral windows (cm�1)

Group 2 C. glabrata 754–1054, 1149–1188, 1569–1590,

1605–1619, 1669–1692, 1729–1745C. krusei

Group 3 C. parapsilosis 843–909, 930–940, 980–1035,

1050–1072, 1140–1164, 1365–1390,

1490–1510, 1522–1532, 1610–1632

C. kefyr
group 2 could be differentiated with a classification rate of

100% (Fig. 7). By targeting these specific zones, the outliers

found in the first analysis were correctly identified.

Therefore, as with the suspension measurement, a two-step

classification is required.
4. Discussion

For the last 10 years, applications of FTIR spectroscopy

in the biomedical field, particularly in the identification of

microorganisms, have become increasingly interesting. This

approach shows a high potential not only for identification

at the genus and species levels but also for strain

discrimination within the same species [23–26]. Thus,

recent studies in our laboratory has shown that this

methodology was useful in typing strains of C. albicans

[19] and C. glabrata (manuscript in preparation) isolated

from different patients. This phenotypical approach presents

also the advantage of being fast, non-destructive, and simple

to use. It is a dynamic method for analysing entire cells with

requirement of little biomass.

In order to identify microorganisms more quickly than

with routine laboratory methods, we have, in this study,

applied FTIR microspectroscopy to the analysis of yeast

microcolonies. We have therefore evaluated the capacity of

FTIR microspectroscopy to discriminate 6 species of

Candida most frequently encountered in human pathology.

The results were compared with those obtained with

conventional FTIR spectroscopy on cell suspensions.

The identification of yeasts by routine phenotypical

methods can be sometimes problematic, even impossible,

because of variations in the phenotypical characters. FTIR

spectroscopy has been shown to be able to detect these weak

variations of the cell composition which are due to changes

in culture conditions (culture time, medium composition,



Fig. 4. Hierarchical cluster analysis of (A) C. glabrata and C. krusei and of (B) C. parapsilosis and C. kefyr, after selecting specific spectral zones (see Table 1).
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medium pH, temperature, and humidity) [21]. During this

present study, a standardized protocol was adapted for the

yeasts analysis by FTIR spectroscopy [19]. However, for

FTIR microspectroscopy, the size of the Candida spp.

microcolonies, which varies with culture time according to

the species, can influence the spectra. For example, C.

glabrata requires 18 h to reach a diameter of 100 Am, while

only 10 h are needed for C. albicans. Consequently, it was

important to standardize this step. So, for a better spectral

reproducibility, we decided to fix the microcolony size

between 50 and 250 Am, depending on the species.

In our study, the identification of clinical yeasts by

associating FTIR (micro)spectroscopy with multivariate

statistical analysis allows to correctly identify 100% of the
Fig. 5. Comparison between the second derivative FTIR mean spectra of Candida

of Candida.
species. These percentage rates compare favourably with

those obtained by conventional FTIR and also by the

classical methods of identification, which are based on

biochemical tests and which give identification rates higher

than 90% for the most frequent species of Candida [27].

These results are also comparable with those obtained with

bacteria and food yeasts by other research teams

[22,24,28,29] using conventional FTIR spectroscopy.

Compared to other reported data, our study has two

strong points in the sense that it was carried out with a

clinical focus and that a more important number of strains

and species (8 to 10 strains for each of the 6 species) were

analysed. We show here that FTIR spectroscopy can be used

in clinical mycology as a complementary approach of
spp. microcolonies, showing the spectral variations between the six species



Fig. 6. Hierarchical classification of the average second derivative of Candida spp. microcolonies spectra using the spectral windows 800–1250 and 1370–

1500 cm�1. (A) 3 strains of C. kefyr and C. tropicalis misclassified. The gray line represents the threshold heterogeneity at 0.8 and the black line at 1.6.
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simple and fast identification of the most frequent species of

Candida in clinical set-ups; for this, an automated high-

throughput system that can record spectra from 96-well

plates will soon be operational in our laboratory, and the set-

up will be tested routinely for rapid identification of

Candida species. However, the database must be extended

with the inclusion of other strains belonging to the six

studied species and to rare or emergent species. Given the

relatively high throughput of the method (60 strains per

day), a database containing a hundred of strains per species

could be built quite rapidly. The isolation frequency of the
Fig. 7. Hierarchical classification of the average spectra of C. krusei, C. tropicali

cm�1, 1030–1050 cm�1, 1110–1150 cm�1, and 1300–1320 cm�1.
rare species may constitute the principal limit to the

extension of the database.

Concerning the identification of microcolonies by FTIR

microspectroscopy, the analysis time is globally halved

compared to conventional FTIR spectroscopy. We show in

this study that it is possible to obtain spectra from 12-

h microcolonies without going through the purification and

enrichment culture steps. The approach by FTIR microspec-

troscopy allowed obtaining an identification rate of 100% for

the 6 species: C. albicans, C. parapsilosis, C. glabrata, C.

tropicalis, C. krusei, and C. kefyr. This could have an
s, and C. kefyr microcolonies using specific spectral windows at 800–830
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impact in routine clinical microbiology since the following

tendency is observed for identification times: FTIR micro-

spectroscopy<FTIR spectroscopy<routine methods.

However, it should be noted that in general, the reliability

of microspectroscopy measurements could be lower com-

pared with that of conventional FTIR spectroscopy. This

could be due to several parameters not yet controlled at this

preliminary stage of the study: the variation of the

microcolonies sizes, the imprint reproducibility, the spectral

quality, and the high similarity of the cells at an early stage

of their growth. The microcolony size influences the

spectrum quality. Microcolonies with different thickness

generate various physical aberrations (opacity, scattering,

diffraction. . .), which are not yet possible to correct perfectly
when pre-processing is carried out. However, we are

currently developing new approaches to model physical

effects contribution in the FTIR spectra. Themicrocolonies of

sizes lower than 80 Am present a weak signal/noise ratio and

are consequently badly identified. One can also exclude bad

spectra by performing a spectral quality test. Microcolonies

of size ranging between 80 and 150 Am seem to give a higher

spectral reproducibility.

In addition, the imprint technique can also contribute to

the bad reproducibility, since it can be sometimes quite

problematic to implement. In fact, the ZnSe window is

applied to the agar using a specially designed stamping

device, but exerting equivalent pressures to each micro-

colony remains a delicate operation and the microcolonies

are not stamped in a similar manner. Generally, only one

layer of cells adheres to the ZnSe window. Moreover,

adherence and shear constraints to the agar are not perfectly

controlled. The automation of this step would contribute to

obtain a better imprint reproducibility and consequently

improve spectral quality.

Finally, the use of other multivariate statistical methods

can be helpful for searching spectral zones with high

discriminant capacities, and these can be, in turn, used as

input in a spectral library for rapid comparison and

identification of different species.
5. Conclusion

This study, which focused on the feasibility of using

FTIR microspectroscopy to identify 10- to 18-h-old micro-

colonies of the various Candida species from clinical origin,

shows that this approach is promising and can be developed

further. The identification rates are comparable to those

obtained using conventional FTIR spectroscopy of dried

film suspensions and routine laboratory methods. Indeed, in

bacteriology, an early and reliable identification can be

carried out from 6-h-old microcolonies (size ranging

between 50 and 80 Am) [11,30]. This approach allows,

with a single measurement, to have a ‘‘molecular finger-

print’’ of the sample, which can then be exploited to identify

or to characterize the sample.
FTIR microspectroscopy constitutes, therefore, a prom-

ising new approach that can be improved in terms of

reliability and that will allow a considerable gain in time

during microorganism identification and characterisation.
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Chapitre 2 : Application de la spectroscopie IRTF à 

l’identification intraspécifique de 3 espèces de Candida  

(C. albicans, C. glabrata et C. parapsilosis) : Evaluation de 

l’intérêt de la spectroscopie IRTF comme un outil de 

typage. 
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PREAMBULE A L’ARTICLE 2 

 

CONTEXTE 

 

En plus d’une identification fiable, le clinicien a souvent besoin de savoir si une 

souche de Candida isolée chez un patient provient de la même source que d’autres souches 

apparemment identiques et isolées chez d’autres patients ou dans l’environnement. Cela 

permet de déceler avec précision la présence d’une chaîne infectieuse dans un hôpital ou lors 

d’une transmission interhumaine. La mise en évidence d’une telle chaîne infectieuse est 

réalisable en utilisant une méthode de typage qui permet une différenciation plus précise entre 

des souches de la même espèce. 

Pendant les dix dernières années, les méthodes de typage des levures du genre Candida qui 

ont été utilisées sont basées essentiellement sur la détection du polymorphisme au niveau de 

l’acide nucléique l’ADN. Parmi ces méthodes on peut citer certaines comme RAPD, RFLP, 

PFGE et MLST. Ces techniques moléculaires sont applicables à la plupart des 

microorganismes et leur pouvoir de discrimination est généralement très élevé. Cependant, 

ces méthodes ne sont pas applicables en routine dans les laboratoires et ont également leurs 

limites. Il faut noter également qu’il n’existe pas une méthode moléculaire générale pour 

toutes les espèces de levures et pour la majorité de ces techniques moléculaires, leur valeur 

comme outil de typage n’a été que partiellement établie. 

En raison de ces limites et de l’absence d’outils de typage performants en mycologie, nous 

proposons dans cette étude d’évaluer l’intérêt de la spectroscopie IRTF comme outil de 

typage intraspécifique (identification de souches au sein de l’espèce). Ce travail a été appliqué 

à trois des principaux pathogènes fongiques du genre Candida (C. albicans, C. glabrata et C. 

parapsilosis) et pour lesquels nous disposons des souches bien caractérisées. 

 

METHODE 

 

 

Pour effectuer le typage par spectroscopie IRTF des 3 espèces de Candida (C. 

albicans, C. glabrata et C. parapsilosis), nous avons constitué une collection de souches pour 
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chaque espèce et chaque souche a été identifiée préalablement par des méthodes 

phénotypiques au laboratoire Parasitologie-Mycologie du CHU de Reims. 

Les souches de collection (n=81) utilisées lors de cette étude sont détaillées dans le tableau 

suivant : 

 

 Test à l’aveugle 

(mise au point) 

Application clinique  

(test de validation) 

 

 

Les espèces de Candida 
Nombre 

d’isolats 

Nombre 

d’isolats 

Nombre de 

patients 

Souches de 

références Totale 

Candida albicans 9 17 5 
1 souche 

(1712) 27 

Candida glabrata 14 9 3 
2 souches 

(102 et 9082) 25 

Candida parapsilosis 14 14 4 
1 souche 

ATCC 22019 29 

 

Tableau 17 : Nombre de souches étudiées pour le typage de chaque espèce 
 

Une étape préalable au typage par spectroscopie IRTF est le test à l’aveugle. Ceci consiste à 

grouper, sur la base de leurs spectres IRTF, les isolats correspondant à un nombre inconnu de 

souches. Une souche peut être représentée par un seul ou plusieurs échantillons dans la même 

série. Cette première étape a été réalisée pour la mise au point du protocole de mesure et pour 

rechercher les zones discriminantes adapté au typage de chaque espèce. 

Les spectres de la totalité des souches ont été réalisés à partir des suspensions de cultures 

pures de 24 heures, suivant les mêmes conditions de culture et les mêmes paramètres 

d’acquisition standardisés précédemment. 

Les dérivées secondes des spectres de 3 cultures indépendantes pour chaque isolat ont été 

analysées par HCA, pour évaluer la capacité de la spectroscopie IRTF à déterminer l’identité 

et l’apparenté de chaque souche appartenant à ces trois espèces étudiées.    
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RESULTATS 

 

Les résultats obtenus montrent une identification au niveau de la souche avec un taux 

de réussite de 100% pour les 3 espèces.  

La figure 46 montre le dendrogramme obtenu à partir des spectres du test à l’aveugle des 9 

échantillons de C. albicans numérotés de 1 à 9 plus la souche de référence C. albicans 1712. 

Une hétérogénéité maximale de 0,4 a été obtenue pour C. albicans. Le seuil de 0,4 a permis 

de former quatre groupes de souches contenant respectivement les échantillons : A (4, 2 et 1), 

B (8), C (5, 6 et 7) et D (3 et 9). Ces groupes donnent une identification de souche correcte à 

100%. Les tests à l’aveugle pour les 3 espèces ont permis de proposer un appariement des 

échantillons qui est en accord à 100 % avec l’origine des souches fournies pour le test en 

aveugle. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

  

4      1     2      8   Ref 5     6     7      3     9Isolats:

Souche: A            B                    C                D

4      1     2      8   Ref 5     6     7      3     9Isolats:

Souche: A            B                    C                D

Figure 46 : Classification hiérarchique des dérivées secondes des spectres de 9 isolats de 

C. albicans sur la région spectrale discriminante 900-1200 cm-1. 

 

L’identification au niveau de la souche s’est révélée possible aussi bien à 48h qu’à 24h de 

culture. Nous avons donc choisi de travailler sur des cultures de 24h. 
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  Lors de ces trois tests une sélection des longueurs d’onde a été effectuée et les régions 

de forte variabilité ont été choisies pour être utilisées dans l’algorithme qui servira à comparer 

et classifier les spectres par analyse hiérarchique ascendante (HCA) incorporé dans le logiciel 

Opus Ident. Pour les souches des deux espèces C. albicans et C. glabrata la région des 

polysaccharides (900-1200 cm-1) s’est avérée la plus discriminantes (Figure 47), alors que 

pour l’espèce  C. parapsilosis la combinaison de trois fenêtres spectrales (1090-1110, 1120-

1140 et 1170-1190 cm-1) (Figure 48) a été nécessaire pour effectuer le typage des souches de 

cette espèce.  

 

   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

  

 

 
 
 
 
 
 

Isolats 1, 4 et 
2 = Souche A

Isolats 8 = 
Souche B

Isolats 5, 6 et 
7 = Souche C

Isolats 3 et 9 
= Souche D

Isolats 1, 4 et 
2 = Souche A

Isolats 8 = 
Souche B

Isolats 5, 6 et 
7 = Souche C

Isolats 3 et 9 
= Souche D

Figure 47 : Dérivée seconde des spectres de C. albicans montrant les variations 

spectrales entre les 9 isolats dans les régions 900-1200 cm-1. 
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Isolats 2, 3, 6, 
10, 13 et 14

Isolats 1, 
4, 5 et 9

Isolats 7 et 11

Isolats 8 
et 12

Isolats 2, 3, 6, 
10, 13 et 14

Isolats 1, 
4, 5 et 9

Isolats 7 et 11

Isolats 8 
et 12

 

Figure 48 : Dérivée seconde des spectres de C. parapsilosis montrant les variations 

spectrales entre les 14 isolats dans les régions (1090-1110, 1120-1140, 1170-1190 cm-1) 

sélectionnées pour la classification 

 

Le seuil d’hétérogénéité de 0,4 et la combinaison de trois régions spectrales (1090-

1110, 1120-1140 et 1170-1190 cm-1) ont permis de former 4 groupes de souches contenant 

respectivement les isolats : A (2, 3, 6, 10, 13 et 14), B (1, 4, 5 et 9), C (7 et 11) et D (8 et 12) 

(Figure 49). Ces groupes donnent une identification correcte, en accord à 100 % avec 

l’origine des souches. 

La différence dans les régions spectrales discriminantes utilisées pour le typage de C. 

parapsilosis peut être expliquée par la faible variabilité inter-souche au sein de cette espèce 

ainsi que par le faible polymorphisme génétique que présente cette espèce comparée à C. 

albicans et C. glabrata. 

Dans ce préambule nous avons présenté seulement les résultats qui concernent les tests à 

l’aveugle des 3 espèces permettant la mise au point, les résultats sur les applications cliniques 

et les tests de validation seront présentés en détail dans l’article. 
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Isolats 2, 3, 6,10,13 et 
14 = Souche A

Isolats 7 et 11
= Souche C

Isolats1, 4, 5 
et 9 = souche B

Isolats 8 et 12
= souche D

Isolats 2, 3, 6,10,13 et 
14 = Souche A

Isolats 7 et 11
= Souche C

Isolats1, 4, 5 
et 9 = souche B

Isolats 8 et 12
= souche D

Figure 49 : Classification hiérarchique des dérivées secondes des spectres de 14 isolats 

de C. parapsilosis sur les régions spectrales discriminantes (1090-1110, 1120-1140 et 

1170-1190 cm-1). 

 CONCLUSION 

 

Au cours de ces différents travaux, nous avons montré que la spectroscopie IRTF 

permettait de réaliser le typage des souches de C. albicans, C. glabrata et C. parapsilosis. Le 

typage spectroscopique de ces trois espèces a été réalisé également lors d’un suivi de patients 

hospitalisés en Service de Réanimation pour comparer les souches provenant de différents 

patients. Nous avons également montré que le pouvoir discriminant de la méthode était 

suffisant pour différencier et classifier les spectres de plusieurs isolats appartenant à de 

nombreux patients.  

La spectroscopie IRTF permet d’obtenir des résultats en 2 heures à partir d’une culture pure 

des souches étudiées. Cette technique rapide, simple et peu coûteuse répond aux critères 

définissant une méthode de typage efficace. Donc, elle pourrait être proposée comme méthode 

de typage rapide utilisée en amont d’une technique génotypique. Cette procédure, en 

confirmant précocement la parenté et l’identité des souches, pourrait contribuer à accélérer la 

mise en place de mesures destinées à contrôler la dissémination de souches de Candida. 
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Abstract The incidence of fungal infections, in particular
candidiasis and aspergillosis, has considerably increased
during the last three decades. This is mainly due to
advances in medical treatments and technologies. In high
risk patients (e.g. in haematology or intensive care), the
prognosis of invasive candidiasis is relatively poor. There-
fore, a rapid and correct identification of the infectious
agent is important for an efficient and prompt therapy. Most
clinical laboratories rely on conventional identification
methods that are based on morphological, physiological
and nutritional characteristics. However, these have their
limitations because they are time-consuming and not
always very accurate. Moreover, molecular methods may
be required to determine the genetic relationship between
the infectious strains, for instance in Candida outbreaks. In
addition, the latter methods require time, expensive con-
sumables and highly trained staff to be performed ade-
quately. In this study, we have applied the FTIR
spectroscopic approach to different situations encountered
in routine mycological diagnosis. We show the potentials of
this phenotypic approach, used in parallel with routine
identification methods, for the differentiation of 3 frequent-
ly encountered Candida species (C. albicans, C. glabrata
and C. krusei) by using both suspensions and micro-

colonies. This approach, developed for an early discrimi-
nation, may help in the initial choice of antifungal
treatment. Furthermore, we demonstrate the feasibility of
the method for intraspecies comparison (typing) of 3
Candida species (C. albicans, C. glabrata and C. para-
psilosis), particularly when an outbreak is suspected.

Keywords FTIR spectroscopy .Candida species .

Microcolonies . Discrimination . Typing

Introduction

During recent decades, important advances in medical
technologies and treatments have taken place and, conse-
quently, patients have become more vulnerable to fungal
infections. These advances have largely contributed to
increase the incidence of disseminated candidemia. Main
risk factors are associated with drug treatment, use of
catheters, abdominal surgery and severe neutropenia [1].

Candida albicans is the main species of the Candida
genus responsible for fungal infections but several Candida
non albicans species are now often implicated, particularly
in immunodepressed patients (e.g. in oncohaematology or
those undergoing organ transplantation), patients in inten-
sive care and in those with medical devices [1, 2]. Prognosis
is relatively poor for invasive candidiasis and a rapid
diagnosis may contribute to improve the clinical evolution.

Isolation and identification are the two steps in conven-
tional medical mycology. Identification is important for
several reasons. It can inform about the origin of the infection
by comparing strains isolated from different anatomical sites
of the same patient. A rapid identification at species level can
be helpful for an early diagnosis and for the initial choice of
antifungal treatment before obtaining susceptibility tests
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results. Similarly, rapid identification at strain level is equally
important in epidemic situations to compare strains from
different patients [2, 3].

In routine analysis, methods for the identification of
Candida species are based on assimilation, fermentation
reactions and morphology [4]. However, although largely
applied, these tests present several limits. They are time-
consuming, and for some closely related species, they are
not very accurate. Consequently, up to 5 days can be
expected (for Candida species) between the receipt of
patient material and presentation of identification results to
the clinician [4, 5]. Moreover, these methods cannot be
universally applied for the typing of Candida [6].

These limitations have led to the development of molec-
ular and biophysical methods. Recent advances in the use of
molecular DNA analysis have facilitated the development of
identification systems at species and sub-species levels [7, 8].
Identification of Candida species has been achieved by
randomly amplified polymorphic DNA analysis (RAPD),
restriction fragment length polymorphism (RFLP) and
pulsed-field gel electrophoresis [9–13]. Although widely
accepted, these techniques present some technical limits due
to protocol complexities and choice of specific primers for
each species. Moreover, the routine application of these
techniques is relatively expensive [7, 14].

A different approach based on optical spectroscopic
techniques has been proposed for Candida identification.
Fourier transform infrared spectroscopy (FTIR) is one such
approach. It characterizes the chemical composition of very
complex biological systems such as microorganisms and
provides highly specific spectroscopic fingerprints. This
technique represents an analytical, non-destructive and
dynamic method to investigate a population of whole cells
with only little biomass [15–18]. It permits identification
and characterisation of microbial cells at both species and
sub-species level [19–21].

We present here the application of FTIR spectroscopy to
the rapid differentiation and typing of the most frequent
Candida species. In a first part of this study, we have
compared the FTIR discrimination of 3 Candida species (C.
albicans, C. glabrata and C. krusei) from pure 24-h cultures
and from 10- to 18-h-old microcolonies. In the second part,
we have tested the potential of FTIR spectroscopy for
typing 3 Candida species (C. albicans, C. glabrata and C.
parapsilosis), frequently encountered in human pathology.

Materials and methods

Candida strains

For species identification, 30 strains belonging to 3
Candida species isolated from 30 patients hospitalized in

different wards were studied. For typing studies, 40 strains
belonging to 3 Candida species were isolated from 12
patients. For C. albicans and C. glabrata typing, the ref-
erence strains were arbitrarily chosen from our in-house
collection, whereas for C. parapsilosis typing the reference
strain was an ATCC strain N° 22019 (see Table 1).

Identification of C. albicans species was obtained by a
24- to 48-h culture on Chromagar medium (Becton-
Dickinson Microbiology Systems, Sparks, MD, USA).
Candida non albicans species were identified by comple-
mentary tests, auxanogram (Auxacolor, Bio-Rad, Marnes-la-
Coquette, France) associated to morphological profiles on
PCB medium (Bio-Rad). These tests required a further
incubation of 24–48 h. FTIR species discrimination, using
both suspensions of 24-h-old cultures and from 10- to 18-
h-old microcolonies, was performed in parallel with the
identification by conventional clinical methods.

For FTIR typing, strains were stored in water at room
temperature before spectroscopic identification, and for
longer conservation, the strains were frozen at −80 °C in
Sabouraud broth (bioMérieux, Marcy-l’Etoile, France) with
10% glycerol.

Culture conditions and sample preparation

For FTIR measurements using suspensions, Candida strains
were cultured on Sabouraud medium (bioMérieux) for 24 h
at 37 °C. Cells were harvested with a plastic loop and
suspended in 1 mL distilled water. Obtaining highly reliable
spectra is one of the crucial steps in FTIR identification of
microorganisms. This is even more important in typing or

Table 1 Patient and reference strains used for Candida typing

Candida
species

N° of
patients

N° of strains
isolated from
different sites

Reference
strains

C. albicans 5 17 C. albicans
(1712, in-
house
collection)

C. glabrata 3 9 C. glabrata
(102 and 9082,
in-house
collection)

C. parapsilosis 4 14 C. parapsilosis
(ATCC 22019)

Fig. 1 FTIR spectra of one C. albicans strain recorded from 3
independent cultures (3 different days: D1 (red spectra), D2 (blue
spectra) and D3 (green spectra)) and in triplicate (a raw data, b after
pre-processing); and c cluster analysis of the 9 spectra in the 900–
1,200 cm−1 region showing the reproducibility level of the FTIR
measurements. Experiments from the same culture show heterogeneity
of about 0.07, whereas those from different cultures of the same strain
exhibit heterogeneity of 0.15

�
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sub-species analysis. The standardisation of parameters
such as culture medium, culture time and biomass has
already been described in our previous study [20]. The
thickness of the film deposited on the IR-transparent
window is one of the parameters that must be carefully
controlled. To achieve this, we spectrophotometrically
adjusted the optical density to 3±0.01 (λ=500 nm) for
each suspension. Thirty-five μL of each suspension was
deposited in 3 replicates on the zinc selenide (ZnSe) sample
carrier composed of 16 positions, one of which was for
background measurement. This was repeated for 3 inde-
pendent cultures. In order to minimise the influence of
water in the spectra, the suspensions were dried in a
dessicator under moderate vacuum and the measurement
chamber purged with dry air. FTIR measurements were
performed in transmission mode. This procedure was
applied to both the differentiation of species and to the
typing studies.

Early identification of Candida species was performed
by IR microspectroscopy measurements on microcolonies.
Depending on the species, the microcolonies were obtained
after 10- to 18-h culture on Sabouraud medium. Micro-
colony diameters ranged between 50 and 250 μm. With a
stamping device, microcolonies were transferred onto ZnSe
infrared-transparent windows, which were then analysed in
transmission by an infrared microscope.

FTIR spectroscopic measurements

After dessication of the suspensions, the sample carrier
was placed in a MICOR-ID module (Bruker Optics,
Wissenbourg, France) coupled to an Equinox 55 (Bruker
Optics) spectrometer. The system was continuously purged
with dry air to reduce water vapour and CO2. FTIR spectra
were recorded using 64 scans in the region between 400
and 4,000 cm−1 at a spectral resolution of 6 cm−1. Under
these conditions, FTIR recordings of a whole sample carrier
(15 samples) took about 30 min. To test the reproducibility,
we have investigated 3 independent cultures of the same
isolate and, for each culture, 3 replicate measurements were
recorded (9 measurements for each strain). This procedure
was used for measurements on suspensions both for species
discrimination and strain typing. Figure 1a shows the 9 raw
FTIR spectra obtained from the 3 independent C. albicans
cultures, performed on three different days, and 3 replicates
were measured for each culture. As can be seen, there are
some variations in the spectral profiles, here mostly
physical effects such as baseline offset and drift, even if
the quantity of biomass deposited is controlled by fixing the
optical density of the suspension. For studies on Candida
microcolonies, we used an infrared microscope (IRscope II,
Bruker Optics) coupled to the Equinox 55 spectrometer.
This microscope comprises a liquid nitrogen-cooled mer-

cury cadmium telluride (MCT) detector, a motorized x-y
stage and a X15 Cassegrain objective. Micro-FTIR spectra
were recorded in the transmission mode using 256 scans
and a 6 cm−1 spectral resolution. Depending of the
microcolony size, spatial resolution was set between 50
and 250 μm. Three independent cultures were analysed and
spectra from 5 colonies were recorded for each culture (15
measurements for each strain) and averaged.

Data pre-processing and analysis

Before analysis, all FTIR spectra were pre-processed using
a background elastic correction, second derivation followed
by vector normalisation. The effect of such pre-processing
is shown in Fig. 1b, where the nine spectra (previously
presented in Fig. 1a) are now well superimposed. Thus,
after taking into consideration these standardisation param-
eters, pre-processing of the spectra obtained from the same
isolate gave reproducible information, which is necessary
for strain discrimination. This step is important, since very
highly reliable data are required for species and sub-species
identification. The reproducibility level of these measure-
ments has been assessed using cluster analysis as shown in
Fig. 1c. The heterogeneity level, also called the d value
which represents the spectral distance, is found to be about
0.07 for replicate experiments from the same culture,
whereas it is 0.15 for those from different cultures of the
same strain. It can be noted that these d values are very low.
For microcolonies, these values were respectively about
0.42 and 0.85, showing higher variability in the data which
is introduced by the sampling method and/or sample
heterogeneity.

The mean of these 9 pre-processed spectra was then used
as a representative spectrum for further analysis. Hierarchi-
cal cluster analysis (HCA) was applied using the Opus
software (version 3.1, Bruker optics) to compare samples
based on their normalised second-derivative spectra. Sec-
ond-derivative spectra were used to highlight the differ-
ences between closely related samples. HCA consisted of
grouping the spectra with the same degree of similarity. The
method calculates the Euclidean distance between all the
data set by using the Ward’s algorithm method. The
merging process can be visualized in a tree-like diagram,
called a dendrogram, presenting the regrouping of the
spectra in clusters according to a heterogeneity scale. A
thorough description of this statistical analysis can be found
elsewhere [22, 23].

Results and discussion

This study has two main objectives: (i) to use FTIR
spectroscopy in parallel with routine microbiological
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methods, during a given time interval, in order to identify
from suspensions some prevalent Candida species (C.
albicans, C. glabrata and C. krusei) and to compare data
to those obtained with FTIR microscopy of 10- to 18-h-old

microcolonies, for an early discrimination approach; (ii) to
evaluate the potential of FTIR spectroscopy in the typing of
Candida species frequently encountered in human pathol-
ogy (C. albicans, C. glabrata and C. parapsilosis).

Fig. 2 HCA of 3 Candida
species using second-derivative
spectra in the 900–1,200 cm−1

spectral zone obtained from
a measurements on suspensions
and b measurements on micro-
colonies. The heterogeneity level
was set at 0.6 and the numbers
refer to different patients strains

Anal Bioanal Chem (2007) 387:1729–1737 1733



FTIR identification of Candida species

The FTIR spectrum of a biological system likeCandida is quite
complex and consists of broad bands (see Fig. 1) that arise
from the superposition of absorption peaks of various
contributing macromolecules (3,200–3,100 cm−1: NH from
proteins; 2,800–3,000 cm−1: CH from lipids and proteins;
1,720–1,750 cm−1: C=O from lipid esters; 1,500–1,700 cm−1:
C=O and N–H from proteins; 1,200–1,250 cm−1: PO�

2 from
nucleic acids, 900–1,200 cm−1: various polysaccharide
absorptions).

Based on this information, we propose here to determine
the criteria that would permit one to differentiate 3 different
Candida species by FTIR spectroscopy. In view of
decreasing the identification time, data obtained from 10-
to 18-h-old Candida microcolonies will be compared to
those acquired from 24-h cultures. The spectral profiles
differ depending on parameters such as growth stage,
medium and biomass. Therefore, the standardisation of
culture parameters is important to minimise these varia-
tions. Nevertheless, spectral variations may still be ob-
served within a same species for a given culture condition.
We have previously reported on the standardisation proce-
dures that lead to reliable FTIR data [20].

We have calculated the mean spectra from the replicates
(triplicates for 24-h cultures and 5 measurements for
microcolonies). A preliminary analysis (visual inspection)
consists of comparing different spectra and searching for
the spectral regions that present both a strong discriminat-
ing capacity and a great reproducibility within the same
species. In order to accentuate the spectral differences
between the different species, the second derivatives of the
mean spectra were used. We have found that the spectral
window with the best discriminating features was localised

in the polysaccharide absorption region between 900 and
1,200 cm−1, as has been also found previously [21].
Hierarchical cluster analysis was applied to the second-
derivative mean FTIR spectra using this spectral window
and 3 clusters that can be respectively associated to each
Candida species could be distinguished (Fig. 2a,b). By
inspecting the dendrograms obtained from spectra of
suspensions (Fig. 2a) and microcolonies imprints
(Fig. 2b), it was possible to separate 3 groups according
to each species of Candida with a heterogeneity level of
about 0.6. The comparison of the results obtained by these
two approaches show that the polysaccharide absorption
window is a good marker region, since it reveals the best
reproducibility and variability between the 3 Candida
species. This is due to highly conserved polysaccharide
components at species and sub-species levels.

In this study, the discrimination of the 3 Candida species
by FTIR (micro)spectroscopy allowed a correct classifica-
tion of the 3 species. Other groups have also reported on the
usefulness of FTIR microspectroscopy for identifying
Candida [5, 16]. Compared to the other techniques, the
major advantages of FTIR microspectroscopy in species
identification are its simplicity, accuracy and rapidity,
which make it an interesting approach to improve the
prognosis in high risk patients.

Intra-species typing of Candida species by FTIR
spectroscopy

When several cases of infections due to the same species
occur in a clinical setting, it is necessary to carry out an
epidemiological investigation by comparing the strains. C.
albicans, C. glabrata and C. parapsilosis have been
implicated in several cases of outbreak [24, 25]. FTIR

Fig. 3 HCA of 15 strains of C.
albicans isolated from 5 patients
and reference strain. The bold
black line represents the thresh-
old of heterogeneity at 0.5
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spectroscopy has been previously developed as a typing
method to compare C. albicans strains in a clinical setting
[20]. Here, our study has been extended further to evaluate
the potential of the technique for typing other important
Candida species such as C. glabrata and C. parapsilosis.
When strain typing is performed, it is a usual practice to
include in the study one or two reference strains as controls.
For our FTIR study, such reference strains are arbitrarily
chosen and can be a previously identified isolate from
another patient. Due to the polymorphism of Candida
strains, it is expected that these references should not group
with the other investigated strains. They are therefore used

as “internal standards” to determine the heterogeneity
threshold level for forming the other groups.

For the C. albicans typing study, we have investigated
17 strains isolated from different anatomical sites of 5
patients In a preliminary analysis, the second-derivative
spectra permitted one to identify the spectral window,
namely the polysaccharide region between 900 and
1,200 cm−1, which had the best discriminating capacity.
HCA analysis carried out using this spectral window
allowed one to obtain 6 different spectral groups (Fig. 3),
corresponding respectively to the 5 patients strains and to
the reference strain, with a heterogeneity threshold level of
0.5.

Fig. 4 a Spectral variations
between 9 strains of C. glab-
rata isolated from 3 patients and
2 reference strains (102 and
9082) and b dendrogram of 9
strains of C. glabrata isolated
from 3 patients and 2 reference
strains (102 and 9082) using
second-derivative spectra in the
900–1,200 cm−1 spectral zone.
The heterogeneity level was set
at 0.4 and the numbers refer to
different patient strains
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For C. glabrata typing, the 9 strains were isolated from 3
different anatomical sites of 3 intensive care patients (3
strains per patient). For this species, we again used second-
derivative spectra in the polysaccharide region between 900
and 1,200 cm−1. The comparison of the spectra of the 9
strains in this region showed high similarities within the
same patient, whereas they were different from one patient
to another (Fig. 4a). Two in-house collection strains have
been used as reference strains. HCA analysis performed on
these data allowed one to obtain 5 distinct groups, one
group corresponding to each patient and the remaining 2
groups to the two reference strains (Fig. 4b).

The clinical situation could have suggested an inter-
patient transmission (patients hospitalised in the same ward
during the same period). Our results showed that the
patients were infected by unrelated strains of C. glabrata.
These data were in complete agreement with a molecular
typing method (RAPD) (data not shown) and it was
concluded that the origin of the infections was not due to
an outbreak caused by a single epidemic strain but was of
endogenous origin.

Thus, FTIR spectroscopy could contribute to accelerate
the implementation of control measures in clinical settings,
particularly in an epidemic situation, and it could be
proposed as a rapid phenotypic typing method that can be
associated with a molecular technique.

We have then extended this method to C. parapsilosis
typing, and applied FTIR spectroscopy to type 14 strains
isolated from 4 patients. The ATCC strain N° 22019 was
used as reference strain. By using second-derivative
spectra, we identified 3 spectral windows in the polysac-
charide region: 1,090–1,110, 1,120–1,140 and 1,170–
1,190 cm−1 with good discriminating capacity. HCA

analysis carried out using these spectral windows allowed
one to obtain 5 different clusters, a cluster corresponding to
each of the four patients and to the reference strain (Fig. 5),
the last of these having been used to set the threshold level.
It can be noted that, although this discriminating region
presented less variations in C. parapsilosis FTIR spectra
than in those of C. albicans and C. glabrata, the method
nevertheless allowed a good typing of the strains to be
achieved.

Our data show that typing of Candida strains by FTIR
spectroscopy is feasible. Recently, we have successfully
shown that C. albicans typing can be performed not only
with blastospores but also using the hyphal forms [26],
which have been suggested to be the most virulent form of
C. albicans. The technique has emerged as a powerful
epidemiological tool for the investigation of strain identity
in a number of infections, and other applications to food-
borne yeasts [27], air-borne fungi [28] or for building data
bases [29] have been described.

Conclusion

We demonstrate in this study the usefulness of FTIR
spectroscopy in medical mycology both for species dis-
crimination and strain typing. The technique exhibits
several advantages that make it an interesting approach
for analysing the most common yeasts isolated in clinical
settings. It has been proved to be capable of species
differentiation both on dried suspensions and on micro-
colonies, the latter reducing the time required for FTIR
identification. It has also shown its potentials as a typing
method and can be used as a complementary but faster

Fig. 5 Dendrogram of 14
strains of C. parapsilosis isolat-
ed from 4 patients and 1 refer-
ence strain (ATCC 22019),
using second-derivative spectra
in the 1,090–1,110, 1,120–1,140
and 1,170–1,190 cm−1 spectral
zones. The bold black line
represents the threshold of het-
erogeneity at 0.2
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approach to confirm an outbreak, investigate the origins of
an infection and/or its modes of transmission.

FTIR spectroscopy can be a novel approach for other
various applications in medical mycology, such as identi-
fication of other yeasts and of filamentous fungi, and in
therapeutic applications (e.g. the study of resistance to
antifungal agents and biofilm formation). Moreover, this
technique could also be applied in more fundamental
approaches such as the study of virulence factors of
Candida (morphogenesis, adherence and invasion).

Acknowledgements The authors thank Pfizer Laboratories for
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PREAMBULE A L’ARTICLE 3 

 

CONTEXTE 

 

L'augmentation de l'incidence des infections fongiques a été rapportée chez les 

patients immunodéprimés hospitalisés dans les services de soins intensifs médicaux et 

chirurgicaux et chez les patients neutropéniques. Si Candida albicans représente l'espèce la 

plus importante responsable de candidose invasive, on note une augmentation de l’incidence 

chez les autres espèces telle que Candida glabrata. Les infections à C. glabrata atteignent les 

muqueuses ou peuvent être systémiques. Elles posent un problème thérapeutique majeur en 

raison de leur résistance fréquente au traitement par les azolés. 

Généralement on considère qu’un individu est colonisé ou infecté par une seule souche 

d’origine endogène (Verduyn-lunel 999; Hedderwick 2000; Vrioni 2001; Daniels 2001 ) mais 

des cas de contaminations exogènes ont été rapportés (Pertowski 1995; Schmid 1995; Pfaller 

1998; Hedderwick 2000; Hamal 2001). Lorsqu’une transmission nosocomiale est suspectée, 

le typage des souches prélevées est important pour déterminer l’origine de la contamination. 

Après une première étape de mise au point du typage de C. glabrata par spectroscopie IRTF, 

nous avons appliqué cette technique pour le typage de différentes souches de C. glabrata lors 

de deux situations cliniques, la première lors d’un suivi longitudinal pour comparer cinq 

souches isolées de différents sites de prélèvement chez le même patient, et la seconde lors 

d’un suivi épidémiologique de quatre patients en service de réanimation. Les résultats du 

typage par spectroscopie IRTF ont été comparés à ceux obtenus par une analyse génotypique 

basée sur la RAPD.  
METHODE 

 

Pour le suivi longitudinal, les cinq souches de C. glabrata prélevées chez le même 

patient à partir de différents sites anatomiques (tableau 18), ont été comparées par 

spectroscopie IRTF. Les spectres ont été enregistrés dans les conditions définies 

précédemment. Pour le deuxième cas de suivi épidémiologique, l’étude a porté sur 13 souches 

isolées de différents sites chez quatre patients hospitalisés en réanimation. Les spectres IRTF 

des 13 isolats ont été enregistrés et analysés par la classification hiérarchique ascendante 

(HCA).  
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Afin de comparer les résultats du typage obtenus par spectroscopie IRTF, le typage de ces 

souches a été réalisé par une technique moléculaire basée sur la RAPD en utilisant deux 

amorces VAZ et SOY. 

 

 

 

 

samples Patient Age(yr) Sexa Reason for hospitalisation Body site or type of 
samples 

1 

2 

3 

4 

1 

1 

 

 

A 

 

 

Reference (1) 

Reference (2) 
 

 

 

58 

 

 

40 

49 

     

 

 

M 

 

 

M 

M 

 

 

Acute pneumonia 

 

 

Bladder cancer 

Haematological malignancy 

trachea  

thoracic drain  

Sputum 

throat  

bronchial aspiration  

stool 

throat 

 

 

 
5 

 

 

 

  

Tableau 18 : Les cinq souches du même patient et leurs sites de prélèvements 
 

 

RESULTATS 

 

 

- Suivi longitudinal : L’exploitation visuelle des spectres IRTF des cinq isolats 

prélevés chez le même patient, à partir de différents sites anatomiques, montre que les profils 

spectraux pour les cinq échantillons sont identiques entre eux mais diffèrent par rapport aux 

deux souches de référence (Figure 50). Cette observation suggère l'infection un temps donné 

du patient par une même souche d’origine endogène.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 138



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Réf 1
Réf 2

Les 5 souches 
du même patient

Réf 1

Les 5 souches 
du même patient

Réf 2

 

 

Figure 50 : Dérivée seconde des spectres de C. glabrata dans la région spectrale 900-1200 

cm-1, montrant les variations spectrales entre les cinq isolats du même patient et les deux 

souches de référence. 

 

Le dendrogramme obtenu par HCA est montré en Figure 51. Le seuil d’hétérogénéité 

de 0,3  fixé pour la séparation des 2 souches de référence, et la combinaison de 3 régions 

spectrales (900-1200, 1540-1800, et 2800- 3000 cm-1) ont permis de déterminer un seul 

groupe de souche englobant les spectres des cinq isolats. Ceci montre que le patient a été 

colonisé par la même souche et que les isolats prélevés à partir de différents sites anatomiques 

sont identiques.  

Le typage de ces souches est également possible en se basant seulement sur la région des 

polysaccharides (900-1200 cm-1) qui est la plus discriminante. Cependant nous avons choisi 

d'y associer la zone des protéines (1540-1800 cm-1) et celle des lipides (2800- 3000 cm-1), 

pour augmenter l’hétérogénéité entre les souches de C. glabrata.  
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Les 5 souches du patient réf 2 réf 1Les 5 souches du patient réf 1réf 2

 

Figure 51 : Classification hiérarchique des dérivées secondes des spectres des cinq isolats 

d’un même patient et de deux souches références (9082 et S3599) de C. glabrata en 

combinant les régions spectrales 900-1200, 1540-1800, et 2800- 3000 cm-1.   

 

 Le résultat obtenu par spectroscopie IRTF a été confirmé par la RAPD (Figure 52). En 

analysant les gels RAPD pour les deux amorces, on constate que les profils des cinq isolats 

sont identiques entre eux mais diffèrent par rapport aux deux souches de référence. Ceci est 

en faveur d’une colonisation du patient par une seule souche d’origine endogène. 
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3281    2952     2914      2455    2212 Réf1 Réf2 3281    2952    2914    2455   2212 Réf1 Réf2

Les 5 isolats Les 5 isolats

3281    2952     2914      2455    22123281    2952     2914      2455    2212 Réf1 Réf2 3281    2952    2914    2455   2212 Réf1 Réf23281    2952    2914    2455   2212 Réf1 Réf2

Les 5 isolats Les 5 isolats

 
A B 

 

Figure 52 : Profils d’amplification de cinq isolats du même patient et de 2 souches de 

référence (9082 et S3599) de C. glabrata. Deux amorces ont été utilisées (A) avec sonde 

VAZ et (B) avec sonde SOY. 

Donc les cinq souches provenant de ce patient sont identiques. 

 

 - Suivi épidémiologique : Dans cette deuxième approche les résultats obtenus pour les 

quatre patients montrent que les souches isolées d’un même patient sont identiques mais 

diffèrent d’un patient à l’autre. Ces résultats ont été confirmés par technique moléculaire 

(RAPD) et tous les profils des isolats d’un même patient sont identiques. Les résultats de cette 

étude sont décrits en détail dans l’article. Le typage par spectroscopie IRTF a permis 

d’exclure une transmission interhumaine de C. glabrata entre ces patients. 

 

CONCLUSION 

 

                 Pour être performant en tant que méthode de typage en mycologie médicale, la 

spectroscopie IRTF doit être capable de différencier des souches non apparentées, d’identifier 

une même souche dans des échantillons différents et de donner une information sur l’identité 

des souches prélevées chez les patients. Elle doit aussi être facile à mettre en œuvre, rapide et 

robuste. Ces critères ont été confirmés lors de ces travaux. Nous avons montré que la 

spectroscopie IRTF a permis de réaliser un suivi longitudinal de souches de C. glabrata chez 

un patient hospitalisé en Service de Réanimation en montrant que les souches prélevées en 
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différents sites anatomiques étaient identiques. Nous avons également montré que le pouvoir 

discriminant de la méthode était suffisant pour différencier et classifier 13 échantillons 

appartenant à 4 patients différents lors d’un suivi épidémiologique et exclure une transmission 

interhumaine.  

 

 142



�������� ��	
���
��

Epidemiological investigation and typing of Candida glabrata clinical isolates
by FTIR spectroscopy

Mohammed Essendoubi, Dominique Toubas, Claire Lepouse, Alain Leon,
Fabienne Bourgeade, Jean-Michel Pinon, Michel Manfait, Ganesh D. Sock-
alingum

PII: S0167-7012(07)00326-0
DOI: doi: 10.1016/j.mimet.2007.09.018
Reference: MIMET 2828

To appear in: Journal of Microbiological Methods

Received date: 21 May 2007
Revised date: 7 September 2007
Accepted date: 28 September 2007

Please cite this article as: Essendoubi, Mohammed, Toubas, Dominique, Lepouse,
Claire, Leon, Alain, Bourgeade, Fabienne, Pinon, Jean-Michel, Manfait, Michel, Sock-
alingum, Ganesh D., Epidemiological investigation and typing of Candida glabrata clin-
ical isolates by FTIR spectroscopy, Journal of Microbiological Methods (2007), doi:
10.1016/j.mimet.2007.09.018

This is a PDF file of an unedited manuscript that has been accepted for publication.
As a service to our customers we are providing this early version of the manuscript.
The manuscript will undergo copyediting, typesetting, and review of the resulting proof
before it is published in its final form. Please note that during the production process
errors may be discovered which could affect the content, and all legal disclaimers that
apply to the journal pertain.

http://dx.doi.org/10.1016/j.mimet.2007.09.018
http://dx.doi.org/10.1016/j.mimet.2007.09.018


AC
C

EP
TE

D
 M

AN
U

SC
R

IP
T

ACCEPTED MANUSCRIPT

 1 

Epidemiological investigation and typing of Candida 
glabrata clinical isolates by FTIR spectroscopy 

 
 

Mohammed Essendoubi a, Dominique Toubas b, Claire Lepouse c,  

Alain Leon c, Fabienne Bourgeade c, Jean-Michel Pinon b,  

Michel Manfait a, Ganesh D. Sockalingum a,* 

 
  

a Unité MéDIAN, Université de Reims Champagne-Ardenne, CNRS UMR 6142, UFR de 

Pharmacie, 51 rue Cognacq-Jay, 51096 Reims CEDEX, France. 
b Laboratoire de Parasitologie-Mycologie, Université de  Reims Champagne-Ardenne,  

EA 3800, UFR de Médecine, 51 rue Cognacq-Jay, 51096 Reims CEDEX, France. 
c Département d'Anesthésie-Réanimation, Hôpital Robert Debré, 51092  

Reims CEDEX, France. 
 

 

 
* Corresponding author: Dr. Ganesh D Sockalingum 
 
Unité MéDIAN, CNRS UMR 6142 

UFR de Pharmacie 

Université de Reims Champagne-Ardenne 

51 rue Cognacq-Jay 

51096 Reims CEDEX, France. 

Email : ganesh.sockalingum@univ-reims.fr 

Tel : + 33 3 26 91 35 53 

Fax : + 33 3 26 91 35 50 

 



AC
C

EP
TE

D
 M

AN
U

SC
R

IP
T

ACCEPTED MANUSCRIPT

 2 

ABSTRACT 

 
Candida glabrata has emerged as one of the leading agents of fungal infections and strain 

typing is essential for epidemiological investigation that is generally achieved by molecular 

techniques. In this work, we studied twenty-nine C. glabrata strains isolated from different 

patients, using a phenotypic approach based on Fourier Transform Infrared (FTIR) 

spectroscopy, which has been in a previous study successfully applied as a rapid typing 

method for Candida albicans. A two-step procedure was used for the analysis. The first step 

included sixteen strains for the internal validation phase, which aimed at finding the spectral 

windows that would provide the best differentiation between strains. In this phase, 

hierarchical cluster analysis (HCA) carried out using three spectral windows (900-1200, 

1540-1800, 2800-3000 cm-1) allowed to obtain the best classification, where each patient 

strains could be clustered together. A genotypic technique based on randomly amplified 

polymorphic DNA-analysis (RAPD) confirmed these results. In a second step, the external 

validation phase, thirteen other clinical strains of C. glabrata isolated from multiple sites in 

four ICU patients, were tested by FTIR spectroscopy. The analysis was based on the spectral 

regions previously found in the first step. HCA classification of the strains gave four groups, 

one group per patient. These results suggest that no inter-human transmission took place. This 

study shows the potential of FTIR approach for typing of C. glabrata with several advantages 

compared to other techniques. FTIR typing is fast, effective, and reagent free. Moreover, it is 

applicable to all micro-organisms and requires a small quantity of biomass.    

 

Keywords: Candida glabrata; Typing; FTIR spectroscopy; RAPD.  
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INTRODUCTION 
 

Opportunistic candidemia is an increasing problem in intensive care units (ICUs) and in 

neutropenic patients. Candida species represent the fourth most commonly recovered 

organism from blood cultures, with an estimated crude mortality rate of 38 to 75% (Pfaller 

and Diekema, 2004). Although the majority of serious fungal infections are caused by C. 

albicans, other Candida species have emerged as clinically important pathogens associated 

with opportunistic infections (Hazen, 1995). Several epidemiological studies have described 

outbreaks caused by different Candida species (Huang et al., 1999; Boccia et al., 2002; 

Roilides et al., 2003).  

Forty to fifty percent of candidemia are caused by non-albicans Candida species (Hazen, 

1995; Tortorano et al., 2004). Among these, C. glabrata is now considered as the most 

frequently isolated species (Pfaller et al., 2001; Diekema et al., 2002). The incidence of  

C. glabrata hospital bloodstream infections is in progress (Pfaller et al., 2000). This evolution 

of C. glabrata infection is noteworthy because of the association with a high rate of morbidity 

and mortality in immunocompromised patients. The frequency of C. glabrata as a cause of 

bloodstream infection in adult patients has been observed to increase with increasing patient 

age in the geriatric population. (Kauffman, 2001; Diekema et al., 2002). In addition, some 

strains show decreased susceptibility to azole antifungal agents, in particular to fluconazole 

and voriconazole (Pfaller et al., 2000; Pfaller et al., 2003; Pfaller and Diekema, 2004). The 

emergence of C. glabrata as an important bloodstream infection pathogen may not be a 

simple matter of selective pressure by a drug (e.g., fluconazole) but may also be influenced by 

underlying diseases, and geographic location (Pfaller et al., 2003).  

Although Candida infections are mainly of endogenous origin, recent studies using typing 

methods have suggested the occurrence of cross-transmission of nosocomial Candida species. 

This exogenous acquisition is significantly increased with intravascular devices and parenteral 

nutrition (Eggimann et al., 2003; Tortorano et al., 2006).  

 The demonstration of an exogenous origin is based on the identification and comparison of 

different strains isolated from patients and from clinical environment. A clear understanding 

of the epidemiology of C. glabrata infection and colonization has been difficult because of a 

lack of reliable typing systems to evaluate strains homology (Fidel et al., 1999). Previous 

Candida typing systems relying on phenotypic differences within a Candida species do not 

reflect true strain differences (Dembry et al., 1994). However, recent advances in the use of 

genotypic techniques have enabled investigators to develop typing methods with greater 
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sensitivity, particularly the amplification of specific gene sequences by PCR, such as 

randomly amplified polymorphic DNA-analysis (RAPD), restriction fragment length 

polymorphism (RFLP) (Howell et al., 1996; Steffan et al., 1997), pulsed-field gel 

electrophoresis (Vazquez et al., 1991; Khattak et al., 1992), multilocus enzyme 

electrophoresis (MEE) (Sanson et al., 2000), microsatellite marker analysis (Foulet et al., 

2005), and multilocus sequence typing (MLST) (Dodgson, 2003). Although these techniques 

have the potential to differentiate closely related strains, they are time-consuming, costly, and 

require highly trained staff to be performed adequately. 

Beyond the molecular methods, other approaches including optical spectroscopic methods 

have been proposed for comparing strains. FTIR spectra provide highly specific spectroscopic 

fingerprints of microorganisms allowing identification at species and sub-species levels 

(Naumann et al., 1991; Maquelin et al., 2003). This approach represents an analytical,  

non-destructive, and dynamic method to investigate a cell population with little biomass 

(Naumann et al., 1991; Helm et al., 1991; Kirschner et al., 2001; Maquelin et al., 2003). It not 

only permits the identification and characterization of microbial cells (phenotype, species, 

sub-species, pathogenicity, resistance…) but also a detailed structural analysis to identify 

diverse macromolecules  (nature, quantity, and conformation of molecular bonds) 

(Sockalingum et al., 1997; Bouhedja et al., 1997; Galichet et al., 2001; Sandt et al., 2003; Adt 

et al., 2006).  

We have previously shown that FTIR spectroscopy allows rapid identification of Candida 

species (Essendoubi et al., 2005) and typing of C. albicans strains (Sandt et al., 2003). Most 

of the molecular techniques have been applied for C. albicans typing. Only few applications 

have been developed for C. glabrata typing, despite a similar epidemiological situation of 

these two species (Foulet et al., 2005).  

In this study, we have applied FTIR spectroscopy for typing clinically relevant strains of  

C. glabrata with the aim to verify the presence or absence of cross infection between patients. 

In order to evaluate the potential of FTIR spectroscopy for typing C. glabrata strains, we 

compared FTIR results to RAPD analysis. 
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MATERIALS AND METHODS 
 
Origin of the strains 
 

Twenty-nine isolates of Candida glabrata were collected by the Mycology Laboratory of the 

University Hospital, Reims, France. The identification at species level was performed by 

commercial systems (Auxacolor® and culture on PCB medium, Bio-Rad, Marnes-la-

Coquette, France). All strains were stored at room temperature in sterile distilled water for 

analysis by FTIR spectroscopy. For long–term storage, these strains were frozen at -80°C in 

Sabouraud broth (bioMérieux Marcy l'Etoile France) with 10% glycerol (Sigma, St. Quentin 

Fallavier, France). 

In a first step, the internal validation phase, 16 isolates originating from an unknown number 

of strains were provided by the mycology laboratory and subjected to FTIR analysis. Eight 

isolates out of 16 were used for an optimization test, and the remaining set was subjected to a 

validation test. The results were compared to RAPD data. 

In a second step, the external validation phase, we studied 13 strains of C. glabrata isolated 

from different anatomical sites of 4 ICU patients during the same period of hospitalisation. 

Two C. glabrata strains, isolated from 2 other patients not hospitalised at the same time, have 

been arbitrarily chosen as references for FTIR spectroscopy and RAPD analyses. Strains data 

are presented in Table 1.  

 

Culture conditions and sample preparation for FTIR spectroscopy 
 

Candida glabrata strains were cultured on Sabouraud-Gentamicin-Chloramphenicol medium 

(bioMérieux France) at 37 °C for 24 h. Cells were harvested by carefully scraping the agar 

plate with a 10 µl plastic loop and suspended in 1 ml of distilled water. The concentration of 

each suspension was spectrophotometrically measured (Uvikon; Kontron Instruments, Thiais, 

France) at 500 nm and adjusted to an optical density of 3±0.1 to control film thickness. An 

aliquot of 35 µl of the suspension containing about 3×108 cells was transferred to a zinc 

selenide (ZnSe) multisample carrier with 16 positions and dried in a dessicator over a drying 

agent with the application of a mild vacuum (2.5 to 7.5 kPa) so as to obtain a thin transparent 

film suitable for FTIR measurements. Sample desiccation was necessary to avoid strong water 

absorption in the protein region of the infrared spectra. 
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Recording of spectra 
 

Infrared spectra were recorded using an Equinox 55 (Bruker Optics, Wissemburg, France) 

equipped with a deuterated triglycine sulphate detector and a MICOR-ID sample changer 

(Bruker Optics) which accommodates the sample carrier and which is specially designed for 

analyzing a dried suspension of cells. The spectrometer was continuously purged with dry air 

generated by a model 75-62 FTIR spectroscopy purge gas generator (Whatman, Villeneuve 

d'Ascq, France) to reduce absorption due to atmospheric water vapour and CO2. FTIR spectra 

were recorded in the region between 400 and 4000 cm-1. For each spectrum, 64 scans were 

co-added and averaged at a resolution of 6 cm-1. These parameters have been optimized in a 

previous study (Sandt et al., 2003). Fourier transformation was done using a Blackmann-

Harris 3-term apodization function and a zero filling factor of 2 was applied to give a final 

resolution of one point per wave number. FTIR recording of 15 samples takes about 30 min. 

under these conditions. The spectra were recorded in transmission mode. In order to 

determine the reproducibility of our results, three independent cultures were examined and 

mean spectra were based on three replicate measurement of each culture (for each culture, 3 

spectra were recorded making a total of 9 spectra per sample).  

 
Data processing 
 
The pre-processing and processing of spectra were achieved using the Opus software (version 

3.1, Bruker). The procedure was as follows: baseline elastic correction of the total spectral 

region, calculation of the second derivative using a Savitzky-Golay algorithm and finally 

vector normalisation. This pre-processing was done on the whole spectral region (400-4000 

cm-1) of all spectra. In order to compare the spectra of the different strains, cluster analysis 

using the second derivative of the original spectra as input was carried out for different 

spectral regions. Spectra were classified by using Opus Ident cluster analysis (Opus NT 3.1) 

based on a hierarchical classification algorithm. Derivation of the spectra to the second order 

was used to increase the number of discriminant features present in the spectra. The HCA 

function used calculates Euclidean distances between the spectra and between the groups 

according to their similarities in cluster. The spectral windows chosen for typing of C. 

glabrata isolates were those which enabled the greatest discrimination between the strains 

examined here. 
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RAPD analysis  
 

We have used the eight strains, previously studied in the validation test (second step of the 

internal validation phase) and the same two reference strains for RAPD analysis. Each strain 

was cultured on Sabouraud-gentamicin-chloramphenicol agar. A suspension of 2x108 cells/ml 

was prepared. DNA was extracted with a QIAmp DNA mini kit (Qiagen, Courtaboeuf, 

France). Briefly, after centrifugation of the suspension (5,000 x g for 5 min), the pellet was 

incubated with tissue lysis buffer and proteinase K for 1 h. DNA treatment with lysis buffer 

(70°C for 10 min) was followed by ethanol precipitation. The lysate was bound to 

microcentrifugation columns, washed twice, and finally eluted with water. 

A Ready to go RAPD Analysis Beads kit (Amersham Pharmacia Biotech) was used for the 

analysis. Two oligonucleotides were used as primers, VAZ (5'-TGGACCCTGC-3') 

(Bougnoux et al., 1994) and SOY (5'-AGGTCACTGA-3') (Lehmann et al., 1992). The DNA 

content was measured photometrically at 260 nm. PCR was performed with 20 ng of DNA as 

a template in a final volume of 25 µl. Samples were denatured at 95°C for 5 min with a 

thermocycler; this step was followed by 45 cycles of 1 min at 95°C, 1 min at 36°C and 2 min 

at 72°C. The PCR products were analyzed under UV light after electrophoresis through  

1.6% (wt/vol) agarose gels containing ethidium bromide. Patterns were digitized by using a 

FluorS Multimager (Bio-Rad, Ivry sur Seine, France) with Quantity One 4.1.0 software  

(Bio-Rad) and analyzed by using Biodiversity 2.20 (Bio-Rad).  

 
RESULTS AND DISCUSSION 
 

FTIR spectroscopy is based on the vibrational excitation of molecular bonds by absorption of 

infrared light energy. The sum vibrational spectra for a cell's macromolecule content (nucleic 

acids, proteins, lipids, polysaccharides, etc.) can be thought of as a spectral "fingerprint" for 

that organism. As such, these spectra can be used diagnostically in typing or identification 

applications. Additionally, FTIR spectroscopy can reveal small variations stemming from 

cultural parameters (culture time, medium composition and pH, temperature, water content, 

etc.) or culture storage conditions. Standardization of culture conditions, sample preparation, 

and spectral acquisition parameters (number of scans and spectral resolution) were performed 

previously to achieve reproducibility of spectral data acquisition. All studies were performed 

using the same culture conditions as described previously (Toubas et al., 2006). 

We have shown in a previous study that FTIR spectroscopy presents enough discriminating 

power to identify C. albicans strains (Sandt et al., 2003). In this study, our objective was to 
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apply FTIR spectroscopy to achieve an early typing of C. glabrata strains. This procedure 

may help epidemiological investigation in order to verify if there is any cross infection 

between patients. In the validation test, FTIR spectroscopy and RAPD analysis were 

compared, in view of evaluating the typing potential of FTIR spectroscopy for C. glabrata. 

 

Internal validation phase 

 

The internal validation phase was utilized to establish the optimal spectral windows that 

would differentiate the C. glabrata strains. For the optimization test, eight samples originating 

from an unknown number of strains and patients were analyzed by FTIR spectroscopy. The 

aims were to identify the spectral windows that best determine the number of patients and 

discriminate the strains according to each patient. A visual inspection of the second derivative 

spectra allowed to detect 3 spectral windows with a possible discriminating capacity: 900-

1200, 1540-1800, and 2800-3000 cm-1. Hierarchical classification by using these spectral 

windows allowed to obtain 6 clusters with a heterogeneity threshold of 0.2 (Fig.1). These 6 

clusters correspond to the 4 patients (A, B, C and D) and the two reference strains (Ref 1 and 

Ref 2). The results also indicate that all samples belonging to the same patients are pooled 

together showing a complete concordance with patient sources. As previously described, in 

order to achieve reproducibility of spectral data acquisition, three independent cultures were 

investigated.  

For the validation test, the analysis of the remaining eight strains by FTIR spectroscopy 

enabled the distinction of four groups. These four groups correspond to two patients (E and F) 

and the two reference strains (Ref 1 and Ref 2) with a heterogeneity level of 0.3 (Fig.2A). 

These results confirmed the discriminatory power of the spectral analysis using the identified 

regions in the optimization test, and demonstrate the utility of FTIR spectroscopy for typing 

of C. glabrata. 

 

RAPD analysis 

 

We used the eight strains previously studied in the validation test (second step of the internal 

validation phase) and the 2 reference strains. RAPD was chosen for the genotyping of C. 

glabrata strains, to evaluate and confirm previously FTIR spectroscopy obtained results 

(Fig.2 A). The results obtained by the two primers (Fig. 2 B and 2 C) show that the RAPD 

profiles of these strains are identical for each patient and differ from one patient to another. 
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We were able to distinguish the same four groups: two groups for the two patients (E and F) 

and two groups for the reference strains. These results confirm the potential and robustness of 

FTIR spectroscopy in the typing of the C. glabrata. 

The comparison between RAPD and FTIR spectroscopy shows that the detected intraspecific 

spectral variability is higher when compared to the polymorphism obtained with RAPD. The 

latter is work intensive due to the choice of primers and the complexity of the protocols  

(DNA extraction, amplification, migration, and visualization…) and the interpretation of 

bands intensities may be subjective. 

 

External validation phase 

 

In the external validation phase, thirteen strains (Table 1) of C. glabrata isolated from 4 ICU 

patients hospitalized during the same period have been selected to evaluate the potential of 

FTIR spectroscopy as a typing method. After validation of spectral bands selected for  

C. glabrata typing, our objective was to compare the spectral signatures of all patient strains 

in order to detect the possibility of inter-human infection. For this purpose, the different 

strains from each patient were studied by FTIR spectroscopy. An initial visual inspection of 

the mean second derivative spectra revealed several windows in the polysaccharide region 

(900-1200 cm-1) where spectral differences could be observed (Fig.3). The spectra showed 

high similarities within the same patients while they are very heterogeneous from patient to 

patient.  

The hierarchical classification was then applied to the second derivative spectra over the three 

previously selected spectral windows (900-1200, 1540-1800, and 2800-3000 cm-1). The 

results allowed to distinguish 6 spectral groups corresponding respectively to the 4 patients 

(G, H, I and J) and the two reference strains when the heterogeneity threshold was set at 0.4 

(Fig.4). All individual patient strains were correctly grouped. Hierarchical cluster analysis 

first carried out using a combination of 3 spectral windows (900-1200, 1540-1800, 2800-3000 

cm-1) allowed to obtain a correct classification of the patient and reference spectra. However, 

the typing of C. glabrata like the typing of C. albicans can be achieved using only the 

polysaccharide region located between 900 and 1200 cm-1(Sandt et al., 2003). Although 

spectral variations between the C. glabrata strains are less important than those observed in 

C. albicans (Toubas et al., 2006), they still contain enough discriminant information to be 

used for typing of C. glabrata strains. This region reveals higher reproducibility and 

variability between strains, which can be explained by the highly conserved polysaccharidic 
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components between species and sub-species. Indeed, the polysaccharide region allows 

reducing significantly the heterogeneity threshold for C. glabrata typing. 

This finding allowed to conclude that there was no cross infection between the patients. The 

epidemiology of Candida infections is still controversial. It is generally recognized that 

infection arises from invasion by endogenous Candida strains. However, several reports of 

outbreaks of Candida infections support exogenous acquisition of a Candida strain. The 

results obtained in our study show that the FTIR spectroscopy approach could potentially 

serve as an epidemiological investigative tool to identify and control sources of infection in a 

clinical setting by determining the origins of infection, the routes of acquisition, transmission 

of strains, and their persistence. This technique could also be developed to analyse the micro-

evolution of a single strain. 

In the last 15 years, modern infrared spectroscopy has been developed into a useful tool for 

the analysis of micro-organisms. Rapid identification of Candida sub-species is necessary to 

enable an early diagnostic and adapt anti-fungal therapy, thus reducing morbidity and 

mortality related to these infections. Currently, we are also developing FTIR typing of other 

Candida species, particularly Candida tropicalis and Candida parapsilosis.  

FTIR spectroscopy has a high discriminating power for identification at genus and species 

levels. In addition, it has the ability to type C. glabrata strains. This phenotypic approach is 

fast, effective, and label-free. It is applicable to all growing micro-organisms and requires 

only a small quantity of biomass. All these advantages qualified this technique as a valuable 

phenotypical method that can complement molecular techniques currently used for the typing 

of the Candida species. We believe that the method is transferable to other laboratories with 

the conditions that the experimental protocol is followed and that an equivalent-type FTIR 

spectrometer is available. However, if the objective is to apply FTIR spectroscopy for the 

typing of other yeast species or of bacteria, it would be necessary to perform a feasibility 

study, the discriminating capacity of FTIR spectroscopy at a subspecies level having been 

proven only for a limited number of micro-organisms (C. glabrata, C. albicans, E. coli, and S. 

aureus....).  

Our work on FTIR-based typing typically uses 24 hr-old cultures. It would be clinically 

valuable to reduce this time further. Therefore, a focus of future work will be to extend our 

current approach to include FTIR microspectroscopy of microcolonies after only 10 - 18 hrs 

of growth. 
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Table 1. Origins of the C. glabrata isolates (used in the external validation phase) and clinical 

data of patients. 

 
 

 
 

No. of 
samples Patient Age(yr) Sex Reason for hospitalisation Body site or type of 

samples 
5 

3 

3 

2 

1 

1 

G 

H 

I 

J 

Reference (1) 

Reference (2) 
 

58 

50 

32 

40 

49 

    96 

M 

M 

M 

M 

M 

M 

Acute pneumonia 

Acute respiratory failure 

Multiple trauma 

Bladder cancer 

Haematological malignancy 

Oropharyngeal candidiasis 
(Outpatient) 

Tr, Th, Sp, Tr, Br 

Tr, Pu, Pl 

T, T, Tr 

U, Il  

S 

T 

 

T: throat, Tr: trachea, Th: thoracic drain, Sp: sputum, Br: bronchial aspiration,  

Pu: pulmonary abscess, Pl: pleural fluid, U: urine, Il: ileostomia, S: stools. 

M: male 
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Figure 1 

 

Hierarchical cluster analysis of the optimization test by using second derivative spectra and 3 

discriminating spectral zones 900-1200, 1540-1800, and 2800-3000 cm-1, obtained from eight 

C. glabrata isolates. The black line represents a heterogeneity threshold of 0.2. Patient A (9 

spectra corresponding to 3 isolates); Patient B (3 spectra corresponding to 1 isolate); Patient C 

(6 spectra corresponding to 2 isolates) and Patient D (6 spectra corresponding to 2 isolates).  
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Figure 2  

 

Validation test and comparison with RAPD analysis.  

Fig. 2A Hierarchical cluster analysis of  validation test of eight C. glabrata  isolates (patients 

E and F) using second derivative and 3 spectral zones 900-1200, 1540-1800, and 2800-3000  

cm-1. The black line represents a heterogeneity threshold of 0.3. Patient E (14 spectra 

corresponding to 5 isolates) and Patient F (9 spectra corresponding to 3 isolates).  

Fig. 2B and 2C  Ethidium bromide-stained gels showing representative RAPD patterns for  

C. glabrata strains from 2 patients (E and F) and 2 references (Ref 1 and Ref 2) with each of 

the two primers SOY (B) and VAZ (C). 
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Fig. 2 B 

 
 

 

 

Fig. 2 C 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Patient E Patient F  Ref 1  Ref 2 

Patient E Patient F Ref 1 Ref 2 



AC
C

EP
TE

D
 M

AN
U

SC
R

IP
T

ACCEPTED MANUSCRIPT

 18 

Figure 3  

 

Comparison of the second derivative FTIR mean spectra of Candida glabrata strains (isolated 

from 4 ICU patients and 2 reference strains), showing the spectral variations between 

different strains in the polysaccharide region, 900-1200 cm-1. Some visible spectral 

differences between C. glabrata isolates are highlighted in grey. 
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Figure 4 

 

External validation phase: Hierarchical cluster analysis of Candida glabrata isolates using 

second derivative spectra and three spectral zones 900-1200, 1540-1800, and 2800-3000 cm-1, 

obtained from three independent cultures. The black line represents a heterogeneity threshold 

of 0.4. 
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Chapitre 4 : Mise en place et standardisation d’une base 

de données spectrales pour l’identification de 6 espèces du 

genre Candida. 
 

1. Introduction  

 

Nous avons montré que la spectroscopie IRTF était capable de discriminer six des 

espèces appartenant au genre Candida et avec une implication importante en pathologie 

humaine. L’application d’une telle méthode à l’identification de Candida spp. pour une 

application clinique en routine requiert la construction d’une base de données plus élaborée. Il 

est donc nécessaire d’augmenter le nombre de souches au sein de chaque espèce et de 

standardiser la mise en place d'une bibliothèque de spectres.    

La fiabilité de l’identification par spectroscopie IRTF dépend donc d’une base de données 

représentative de toutes les espèces à identifier. Etant donné la multiplicité des espèces de 

levures du genre Candida isolées en milieu clinique et la difficulté à rassembler des 

échantillons représentatifs de chacune de ces espèces, nous avons à ce stade intégré dans notre 

base de données six espèces de Candida les plus rencontrées en mycologie clinique qui ont 

été identifiées de façon conventionnelle. 

De plus, dans la base de données spectrales, on a inclus non seulement les spectres, mais aussi 

les régions spectrales discriminantes pour classifier ces spectres. 

 

2. Constitution de la base de données 
 

En collaboration avec le laboratoire de Mycologie du CHU de Reims, nous avons 

constitué une collection de 180 souches isolées lors des suivis cliniques des patients. Nous 

avons veillé également à ce que chaque souche provenant d’un patient donné, ne soit 

représentée qu’une seule fois dans la base, car deux prélèvements d’un même patient 

correspondent généralement à la même souche. Les 180 souches ont été analysées en 

spectroscopie IRTF par des mesures en suspension suivant le protocole décrit précédemment.  

La réalisation de multiples spectres sur plusieurs cultures indépendantes d’une même souche a 

été nécessaire afin d’obtenir une information sur la variabilité spectrale de chaque souche et 

de chaque espèce. La moyenne de 6 à 9 spectres pour chaque souche étudiée a été prise 

 143



comme spectre représentatif et intégrée dans la base de données. La base de données 

comporte actuellement 180 spectres représentatifs de 6 espèces de Candida (C. albicans, C. 

glabrata, C. tropicalis, C. kefyr, C. parapsilosis et C. krusei) avec 30 spectres par espèce. 

 

La base de données a été réalisée sur des suspensions déshydratées. Elle va permettre 

de comparer les spectres des souches inconnues à ceux de la base de données. La méthode de 

comparaison est une analyse statistique basée sur une classification hiérarchique (HCA). Pour 

une identification fiable, la comparaison des spectres doit prendre en compte la variabilité 

entre les différentes espèces étudiées ainsi que la variabilité entre les souches d’une même 

espèce.  

Il a été nécessaire d’optimiser les paramètres de comparaison tels que le mode de calcul de la 

distance spectrale, l’algorithme de classification et la recherche des régions spectrales 

caractéristiques de chaque espèce. Nous avons employé la dérivée seconde afin d’accroître le 

nombre d’éléments spectraux discriminants et d’éliminer les variations dues à la dérive de la 

ligne de base. La règle d’agrégation employée est la méthode de Ward et la distance entre 

spectres est calculée à partir du coefficient de corrélation de Pearson. Chaque région du 

spectre est normalisée de façon à ce que toutes les fenêtres spectrales utilisées contribuent 

avec la même importance au calcul de la distance. 

 

La comparaison spectrale adopte une procédure qui consiste à regrouper 

séquentiellement les spectres en classes de plus en plus proches. A chaque étape, les spectres 

inconnus sont comparés aux spectres de la base de données sur un jeu de régions spectrales 

prédéterminé. La classification hiérarchique permet de séparer le jeu de spectres en deux 

groupes. Les spectres situés dans le même groupe que le spectre inconnu sont conservés pour 

l’analyse à l’étape suivante. Les autres spectres sont éliminés du modèle. Au cours de l’étape 

suivante, le spectre inconnu est comparé aux spectres restants dans le modèle en utilisant un 

nouveau jeu de régions spectrales. Après plusieurs étapes, seuls les spectres appartenant à un 

même taxon sont conservés dans le résultat. Cette procédure permet l’identification des 

espèces inclues dans le modèle mais ne permet pas de déterminer si la souche inconnue 

appartient à une espèce non connue de la base de données.  
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3. Résultats 
 

3.1 La constitution de la base de données  

 

La comparaison des spectres d’une souche inconnue avec les spectres de la base de 

données nécessite la détermination des régions spectrales discriminantes pour l’espèce.   

Pour notre étude nous avons choisi la région des sucres (900-1200 cm-1) dont nous 

avons montré l’importance à travers les études décrites précédemment dans ce travail, comme 

pour l’identification et le typage des espèces de Candida. Il faut noter aussi qu’avant de 

commencer la phase d’identification, il faut traiter les spectres de la même manière que le jeu 

des spectres représenté dans la base, à savoir : correction de ligne de base, calcul de la 

moyenne, dérivation (même ordre : 2) et normalisation.  

La normalisation vectorielle des spectres s’avère nécessaire pour ce genre d’analyse, afin que 

les variabilités au sein de chaque région spectrale utilisée contribuent avec la même 

importance au calcul de distance entre les spectres. La Figure 53 présente le rapport de 

validation de notre base de données avec tous les paramètres nécessaires pour l’identification.  

 
Validation reportValidation report

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figure 53 : Rapport de validation montrant les critères et les paramètres de la base de 

données spectrales  
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3.2 Test de l’identification à l’aide de la base de données  
 

La base de données a été testée à l’aide d’un jeu de validation de 15 spectres 

enregistrés à partir de 15 souches appartenant aux six espèces de Candida représentées dans la 

base de données (tableau 19). 
 

spèce Nombre de souches

C. albicans 4 

C. glabrata 2 
C. parapsilosis 2 
C. tropicalis  2 
C. krusei  3 
C. kefyr 2 

 

Tableau 19 : Souches de Candida utilisées lors de la validation de la base de données 
 

Chaque spectre inconnu a été comparé aux spectres inclus dans la base aux différentes étapes 

de l’identification. L’algorithme de classification donne une liste des dix spectres les plus 

proches. Le spectre classé en premier a été utilisé pour déterminer si l’identification est bonne 

ou mauvaise. La Figure 58 présente des rapports des tests d’identité qui peuvent être réalisés 

par le logiciel OPUS afin d’identifier les spectres de souches inconnues.  

 

 

  

 

 

Figure 54 : Exemples de rapport obtenu                                                                          

Echantillon 3

Echantillon 9

Echantillon 3

Echantillon 9

pour les échantillons 3 et 9 après un test  

d’identité. 
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Le pourcentage d’identification correcte a été calculé pour chacun des spectres de 

chaque espèce. Ces résultats montrent qu’un taux d’identification de 100% peut être obtenu 

pour certaines espèces (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis et C. kefyr) alors que ce taux est 

inférieur à 100% pour C. parapsilosis et C. krusei (tableau 20). Un taux moyen 

d’identification de 86,67% a été obtenu. Des taux d’identification supérieurs à 90% ont été 

rapportés pour l’identification par spectroscopie IRTF (Goodacre 1998) et microspectroscopie 

IRTF (Maquelin 2003). 

 

Nombre 

d’échantillon 

Espèces de 

Candida 

Spectres 

mal classés

Pourcentage(%) 

d’identification correcte 

pour chaque espèce  

4 C. albicans 0 100 

2 C. glabrata 0 100 

2 C. parapsilosis 1 50 

2 C. tropicalis  0 100 

3 C. krusei  1 66,6 

2 C. kefyr 0 100 

 

Tableau 20 : Résultats du test d’identification de 15 échantillons. 
 

Dans certains cas, le taux d’identification rapporté ici est légèrement inférieur aux taux 

d’identification obtenus par les systèmes d’identification automatisés de type Vitek®, API® 

ou Microscan® qui donnent généralement une identification correcte à plus de 90%. 

Il est donc nécessaire d’améliorer les performances de la base de données en augmentant le 

nombre de souches inclues afin de couvrir une plus grande partie de la variabilité 

phénotypique propre à chaque espèce. Il est aussi important de tester d’autres méthodes de 

classification. Un consensus semble se dégager en faveur d’une combinaison de l’analyse 

discriminante et de méthodes d’intelligence artificielle (Goodacre 1998). 
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4. Conclusion 
 

L’analyse des échantillons de Candida en spectroscopie IRTF conventionnelle a 

permis d’évaluer le potentiel de la méthode dans l’identification de ces levures pathogènes. 

L’obtention de spectres de bonne qualité dans des conditions reproductibles est possible avec 

un bon rendement (jusqu’à 60 souches analysées chaque jour). Une base de données 

comprenant 180 spectres de plusieurs dizaines de souches de Candida isolées en milieu 

clinique a été construite. Le taux moyen d’identification correcte de 86,67%, obtenu lors de la 

validation de la base de données, est comparable aux autres techniques de référence. 

L’amélioration des performances de la base de données est cependant possible grâce à 

l’utilisation de méthodes d’analyse statistique plus puissantes. Il est nécessaire d’accroître le 

nombre d’espèces de Candida et de souches par espèce dans la base de données. L’apport de 

la spectroscopie infrarouge à haut débit facilitera certainement la mise en place de telles bases 

de données avec la possibilité d’enregistrer rapidement et de façon reproductible un grand 

nombre de souches (Boudaud 2005). 
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V. CONCLUSION GENERALE 

La survenue de mycoses systémiques est particulièrement redoutée en unité de 

réanimation et chez les patients neutropéniques. Candida albicans est responsable d'environ 

50% des candidoses profondes mais l’implication de Candida non-albicans est en 

augmentation. L’identification rapide de ces levures peut contribuer à en améliorer le 

pronostic.  

Au cours des travaux présentés ici, nous avons pu montrer, à partir de collections hospitalières 

de levures du genre Candida, que la spectroscopie IRTF permet de différencier les souches de 

Candida au niveau de l’espèce et de la sous-espèce.   

Deux modes de mesure ont été utilisés, la spectroscopie conventionnelle en 

transmission/absorption et la microspectroscopie. Chacune de ces deux approches présente 

des avantages particuliers en fonction desquels leurs applications pourraient être proposées. 

La spectroscopie conventionnelle en mode T/A permet l’enregistrement de spectres 

reproductibles et d’excellente qualité à partir de suspensions cellulaires déshydratées dans des 

conditions standardisées. Nous avons analysé jusqu’à 60 souches par jour dans nos conditions 

expérimentales et un rendement élevé, allant jusqu’à 256 spectres en une seule expérience est 

possible. Ce mode est particulièrement bien adapté au développement d’une base de données 

spectrales. 

La microspectroscopie IRTF, à partir de l’analyse des microcolonies de 50 à 250 µm de 

diamètre obtenues après des temps de culture de 10 à 18 h, semble adaptée à une première 

approche d’identification précoce car l’identification en moins d’une journée à partir de 

l’isolement d’une souche devient possible.. 

 

Dans la première partie de ce travail de recherche, la (micro)spectroscopie IRTF a été 

appliquée à la différenciation de 96 souches appartenant à 6 espèces de Candida fréquemment 

isolées en milieu clinique (C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei et 

C. kefyr). Les deux approches abordées, mesures en mode macroscopie à partir de 

suspensions déshydratées des cultures pures de 24 heures et mesures en mode microscopie à 

partir de micro-colonies âgées de 10 à 18 heures pour une identification précoce, ont été mises 

au point et standardisées pour cette collection.  

En effet, l’analyse des résultats révèlent des variations spectrales entre ces 6 espèces. 

Ces variations sont principalement détectées dans la région des polysaccharides (900-1200 

cm-1) et celle des protéines (1500-1800 cm-1). L’analyse statistique multivariée (HCA et ACP) 
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des données spectrales à partir des dérivées secondes et sur ces deux régions discriminantes a 

permis de différencier entre les 6 espèces de Candida. La différenciation est donc possible au 

niveau de l’espèce par spectroscopie conventionnelle en analysant des cultures de 24h ainsi 

que par microspectroscopie à partir de microcolonies de 50 à 250 µm de diamètre. Des 

résultats satisfaisants avec des taux d’identification de 100% pour certaines espèces ont été 

obtenues en macroscopie. 

La microspectroscopie permet de réduire le temps d’analyse mais la reproductibilité de 

transfert de microcolonies et par conséquent celle des spectres reste à améliorer afin 

d’améliorer le taux d’identification des espèces et d’étendre son application à l’identification 

de sous-espèces à partir de microcolonies.  

 

Lors de cette étude, nous avons également démontré que la spectroscopie IRTF 

possède les caractéristiques d’un système de typage : la capacité à différencier des souches 

non-apparentées, à mettre en évidence l’identité d’une souche isolée de différents échantillons 

et à réaliser un suivi longitudinal chez un même patient.  

Le typage par spectroscopie IRTF a été réalisé pour les espèces C. albicans, C. glabrata et C. 

parapsilosis. La région des polysaccharides membranaires (900-1200 cm-1) s’est avérée la 

plus discriminante pour le typage de C. albicans et de C. glabrata, alors que, pour l’espèce C. 

parapsilosis, la combinaison de trois fenêtres spectrales (1090-1110, 1120-1140 et 1170-1190 

cm-1) a été nécessaire pour effectuer le typage de cette espèce. Nous avons également montré 

que le pouvoir discriminant de la méthode permettait de différencier et classer les spectres de 

plusieurs isolats (de la même espèce) appartenant à différents patients.  

 

  Ainsi, nous avons pu typer une collection de 29 souches de C. glabrata dans des 

situations cliniques différentes. Nous avons montré que la spectroscopie IRTF permettait de 

réaliser un suivi longitudinal de souches de C. glabrata chez un patient hospitalisé en Service 

de Réanimation en identifiant une même souche prélevée en différents sites anatomiques. 

Lors d’un suivi épidémiologique, nous avons également différencié et classé les spectres de 

13 isolats de C. glabrata provenant de 4 patients différents. La transmission interhumaine de 

ces souches a pu être exclue. Ces résultats ont été confirmés par une technique moléculaire, la 

RAPD. 

La spectroscopie IRTF permet d’obtenir les résultats du typage en 2 heures à partir d’une 

culture pure des souches étudiées. Comparée aux méthodes génotypiques généralement 

employées, elle est rapide, simple d’emploi et ne nécessite aucun réactif ou sondes 
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spécifiques, ce qui en fait une technique très économique. Cette technique pourrait être 

proposée comme méthode de typage rapide utilisée en première intention, avant confirmation 

par une technique génotypique. Cette procédure, en indiquant de façon rapide, l’identité ou 

non, de différents isolats, pourrait contribuer à accélérer la mise en place de mesures destinées 

à contrôler une situation épidémique. 

 

L’application de la spectroscopie IRTF à l’identification en routine de Candida spp. 

requiert la construction d’une base de données fiable. Pour cela, nous avons développé une 

base de données spectrales à partir de souches de levures d’origine clinique. Cette base de 

données est représentative des espèces majoritairement isolées en milieu hospitalier et a inclus 

180 souches de 6 espèces du genre Candida (C. albicans, C. glabrata, C. parapsilosis, C. 

tropicalis, C. krusei et C. kefyr).  

Une analyse par méthode statistique multivariée basée sur la classification hiérarchique a été 

utilisée pour exploiter cette base de données. Le taux d’identification moyen est de 86,67%, 

obtenu lors de la validation de notre base de données, est comparable à d’autres techniques de 

référence. L’amélioration des performances de la base de donnée est cependant possible grâce 

à l’utilisation de méthodes d’analyse statistique plus puissantes et à l’augmentation du nombre 

d’échantillons compris dans la base. Il est fondamental d’accroître la taille de cette base de 

données avec l’intégration de nouvelles souches et de nouvelles espèces de Candida. Ceci est 

possible grâce à l’utilisation d’un module de mesure à haut débit pouvant analyser des plaques 

de 96, 384 ou 1536 puits. Cette nouvelle technologie permettra d’acquérir, dans des 

conditions identiques, les spectres d’un grand nombre d’échantillons en une seule 

manipulation, d’où un gain de temps très important, un rendement très élevé et une meilleure 

reproductibilité.  

 

  Ces résultats ouvrent de nouveaux champs d’applications en microbiologie clinique, 

notamment à l’évaluation du pouvoir pathogène de levures cliniques, de la résistance de 

différents microorganismes aux agents anti-infectieux ou à l’étude de l’organisation de 

Candida en biofilms. Diverses applications dans l’industrie pharmaceutique, l’agroalimentaire 

et la recherche en biotechnologies sont également très prometteuses.  
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Résumé 
 

L’apport de la (micro)spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier (IRTF) à la 
différenciation et l’identification des levures du genre Candida isolés en milieu clinique a été évalué. 
Nous avons appliqué cette technique d’une part à l’identification 96 souches appartenant à 6 espèces 
de Candida les plus fréquentes en clinique, d’autre part au typage de 3 espèces (C. albicans, C. 
glabrata et C. parapsilosis). Les résultats montrent que la différenciation des espèces est possible à 
partir des suspensions et des microcolonies. Une base de données comprenant 180 spectres de 
Candida appartenant à ces 6 espèces a été construite. A l’aide de souches inconnues, nous avons testé 
le potentiel de la méthode comme outil d’identification en routine. Pour quatre des espèces, un taux 
d’identification de 100% a pu être atteint. Le taux inférieur observé pour les deux autres espèces est 
expliqué par le manque de spectres représentatifs de ces espèces dans la base de données initiale. Pour 
le typage, deux applications cliniques ont été menées : un suivi longitudinal de souches de C. glabrata 
chez un patient hospitalisé en service de réanimation et un suivi épidémiologique sur 13 souches de C. 
glabrata isolées chez 4 patients. Une transmission interhumaine des souches entre ces patients a pu 
être exclue aussi bien par spectroscopie IRTF que par RAPD. 
Ces travaux confirment la capacité de la (micro)spectroscopie IRTF à discriminer des souches de 
Candida au niveau de l’espèce mais également de la souche lors d’un typage ou d’une étude clinique. 
Au-delà de son haut contenu en informations, la spectroscopie IRTF est rapide, fiable, peu coûteuse et 
peut représenter une approche nouvelle au diagnostic mycologie. 
 
Mots clés : (Micro)spectroscopies Infrarouge à Transformée de Fourier, Identification, Typage, 
Candida , Analyse statistique, Base de données. 
 

Abstract 
 

The use of FTIR (micro)spectroscopy for the differentiation and identification of Candida 
yeasts of clinical origin has been evaluated. Ninety-six strains belonging to six different species have 
been tested for the differentiation process while strains from three species (C. albicans, C. glabrata, 
and C. parapsilosis) have been used for the typing tests. Our results show that species differentiation is 
achievable by analysing both suspensions and microcolonies. A spectral data base consisting of 180 
strains from six different Candida species frequently encountered in medical practice has been set up. 
The data base was then tested with unknown species from patients. An identification score of 100% 
was achieved for four of the species. The lower score obtained for the other two species was explained 
by the lack of representative spectra belonging to these strains in the initial data base. To demonstrate 
the feasibility of the method for strain typing, two clinical studies were conducted. The first study 
reports on to the longitudinal follow-up of C. glabrata strains in an intensive care patient and the 
second concerns an epidemiological study where 13 C. glabrata strains isolated from four different 
patients were investigated. In both cases, the FTIR results excluded an inter-human transmission. This 
was further confirmed by RAPD technique. 
These results confirm the potentials of (micro)FTIR spectroscopy to discriminate Candida strains both 
at species and strain levels. Besides its high information content, FTIR spectroscopy is a rapid, 
reliable, and low-cost technique and can be foreseen as a new diagnostic approach in medical 
mycology. 
 
Keywords: Fourier transform infrared (micro)spectroscopy, Identification, Typing, Candida, 
Statistical analysis, Data base.   
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