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Avant-propos

L'ISO (Organisation internationale de normalisation) est une fédération mondiale d'organismes nationaux de
normalisation (comités membres de I'1SO). L'élaboration des Normes internationales est en général confiée
aux comités techniques de I''SO. Chaque comité membre intéressé par une étude a le droit de faire partie du
comité technique créé a cet effet. Les organisations internationales, gouvernementales et non
gouvernementales, en liaison avec I'lSO participent également aux travaux. L'1SO collabore étroitement avec
la Commission électrotechnique internationale (CEI) en ce qui concerne la normalisation électrotechnique.

Les Normes internationales sont rédigées conformément aux régles données dans les Directives ISO/CEI,
Partie 2.

La tache principale des comités techniques est d'élaborer les Normes internationales. Les projets de Normes
internationales adoptés par les comités techniques sont soumisiaux comités membres pour vote. Leur
publication comme Normes internationales requiert l'approbation.de 75 % au moins des comités membres
votants.

L'attention est appelée sur le fait que certains des éléments du présent.doectiment peuvent faire l'objet de
droits de propriété intellectuelle ou de droits analoguesy'L'lSO ne saurait étre tenue pour responsable de ne
pas avoir identifié de tels droits de propriété et avertivde leur existence;

L'ISO 17601 a été élaborée par le comité techfiigue {SO/TC.190, Qualité du sol, sous-comité SC 4, Méthodes
biologiques.

© ISO 2013 — Tous droits réservés iv
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Introduction

L'ADN (acide désoxyribonucléique) est un constituant majeur de tout organisme vivant codant pour les
enzymes responsables de ses activités biologiques. L'étude des séquences d’ADN extrait de différentes
matrices environnementales, a l'aide d'approches moléculaires, permet de fournir des marqueurs
moléculaires qui peuvent étre utilisés pour différencier et identifier clairement différents micro-organismes
(bactéries, archées et eucaryotes).

Jusqu’a présent, la plupart des études visant a développer des indicateurs microbiens de la qualité du sol et
applicables aux milieux complexes, tels que le sol, étaient biaisées par la nature incultivable de nombreux
micro-organismes et par le manque de sensibilité des méthodes microbiologiques classiques [1]. Le
développement récent de nombreuses méthodes de biologie moléculaire reposant principalement sur
I'amplification des acides nucléiques extraits du sol a permis de proposer une alternative pertinente a la
microbiologie pasteurienne permettant de connaitre en détail la composition, la richesse et la structure des
communautés microbiennes [2], [3], [4], [5], [6]. Les approches reposant sur I'extraction de 'ADN a partir
d’échantillons environnementaux sont désormais bien établies dans le domaine de I'écologie des sols et
servent de marqueurs génétiques permettant d'évaluer la~diversité microbienne. Les résultats d’'analyses
moléculaires des communautés et/ou populations microbiennes du solreposent sur deux parametres
principaux : (i) I'extraction d’ADN représentatif de la composition de la communauté microbienne indigene et
(i) les biais introduits par la PCR, notamment le choix'des amorces gligo-nucléotidiques, la concentration de
I’ADN utilisé comme matrice pour la PCR, les erreurside PCR ouiencore la méthode d’'analyse post-PCR
choisie [7], [4], [8], [9].

De nombreuses études ont été conduites.avec.ces nouvelles méthodes permettant d’améliorer I'extraction, la
purification, I'amplification et la quantification;de 'ADN-des sols [10]. Récemment, I''SO 11063 décrivant « une
méthode pour extraire directement les-acides nucléiques,d€chantillons de sol », dérivée de [10], a ouvert de
nouvelles perspectives de développement d'approchies:moléculaires normalisées pour estimer la qualité du
sol [11].

La présente Norme internationale a pour objectif«de décrire le mode opératoire utilisé pour mettre en place et
réaliser une PCR quantitative afin de quantifier 'abondance de groupes microbiens du sol ainsi que les
groupes fonctionnels a partir d’extrait d’ADN~ de sol. La quantification des phyla microbiens du sol ainsi que
des groupes fonctionnels par des .analyses qPCR peut contribuer au développement d'outils de routine
permettant de surveiller la qualité-du sol. A la demande de I'lSO, la reproductibilité de la quantification de
I'abondance de séquences spécifiques de genes microbiens par amplification par réaction de polymérisation
en en chaine par polymérase (PCR) quantitative en temps réel a partir d’ADN directement extrait du sol, a été
évaluée lors d'une étude interlaboratoires internationale (Annexe A).

Y © 1SO 2013 — Tous droits réservés
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Qualité du sol — Estimation de I’'abondance de séquences de
genes microbiens par amplification par réaction de
polymérisation en chaine (PCR) quantitative en temps réel a
partir d’ADN directement extrait du sol

1 Domaine d'application

La présente Norme internationale spécifie les étapes cruciales d'une méthode d'amplification par réaction de
polymérisation en chaine (PCR) quantitative en temps réel (QPCR) permettant de mesurer I'abondance de
séquences spécifiques de génes microbiens a partir d'un extrait d’ADN du sol qui fournit une estimation de
I'abondance de groupes microbiens spécifiques.

Il convient de noter que le nombre de génes n'est pas nécessairement lié directement au nombre de micro-
organismes mesurés. Par exemple, le nhombre d'opérons.ribosomiques va d'une copie a 20 copies dans
différents phyla bactériens. Par conséquent, le nombresde séquences d’ARNr 16S quantifiées dans des
extraits d'ADN du sol ne donne pas une estimationcexacte du nombre:de bactéries du sol. Par ailleurs, le
nombre de séquences n'est pas nécessairement lié/a des, micro-organismes vivants et peut comprendre des
séquences amplifiées a partir de I'ADN extrait de,micro-organismes.morts.

2 Références normatives

Les documents de référence suivants sont:indispensables pour I'application du présent document. Pour les
références datées, seule I'édition Citée s'appligue. Pour les références non datées, la derniere édition du
document de référence s'applique (y compris les éventuels amendements).

ISO 10381-6, Qualité du sol — Echantillonnage — Partie 6: Lignes directrices pour la collecte, la
manipulation et la conservation, dans des.conditions aérobies, de sols destinés a I'évaluation en laboratoire
des processus, de la biomasse et de la diversité microbiens.

ISO 11063, Qualité du sol — Méthade pour extraire directement I'ADN d'échantillons de sol.

3 Termes et définitions
Pour les besoins du présent document, les termes et définitions suivants s'appliquent.
3.1

ADN du sol
ADN extrait du biote vivant et mort du sol

EXEMPLE Micro-organismes, plantes, animaux.

3.2

amplification par réaction de polymérisation en chaine
PCR

méthode permettant I'amplification d'une séquence spécifique d'ADN en utilisant une paire spécifique
d'amorces oligonucléotidiques

© ISO 2013 — Tous droits réservés 1
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3.3

amplification par réaction de polymérisation quantitative en temps réel

qPCR

méthode permettant la quantification dans une matrice d’ADN du nombre d'une séquence spécifique d'ADN
en utilisant une paire spécifique d'amorces oligonucléotidiques

3.4
matrice
échantillon d'ADN utilisé pour réaliser une réaction de PCR afin d'amplifier une séquence spécifique d'ADN

35
amplicon
produit de PCR obtenu par PCR a partir d'une matrice

3.6

vecteur de clonage

molécule d'ADN circulaire dans laquelle I'amplicon est inséré par réaction de ligation, utilisée pour la
transformation d'Escherichia coli compétente en vue du clonage degtmplicon

4 Principe 4® q“e
Q
La méthode vise a mesurer I'abondance de séquences ngElfl s de g % roblens a partir d'un extrait
ugﬂe ala Figure 1.

d'ADN du sol. La méthode comprend quatre taches e@t et@es commg

Etape 1

Conception de 'amplicon

Etape 2

Préparation de I'étalor de gPCR Essai d’inhibition

Etape 3 = | 1;

Etaionnage de la gPCR Tashﬂg Analyse par qPCR
Etape 6

Analyse par qPCR

Validation de I'analyse Calcul du nombre

par qPCR de copies du géne
d’intérét dans I'extrait
d’ADN du sol

2 © IS0 2013 — Tous droits réservés
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Figure 1 — Principales tadches permettant d'estimer I'abondance de séquences spécifiques de géenes
microbiens par gPCR

La premiére tache comporte trois étapes décrivant la conception d'un amplicon optimal pour la qPCR (étape
une), la préparation d'étalons de gPCR (étape deux) et le mode opératoire d'étalonnage de l'analyse par
gPCR (étape trois). La deuxieme tache comporte deux étapes supplémentaires décrivant les modes
opératoires de préparation des échantillons d'’ADN du sol (étape quatre) et d'essai pour détecter la présence
d'inhibiteurs de gPCR dans les échantillons d’ADN du sol (étape cing). La troisiéme tache comporte une seule
étape décrivant le protocole pour réaliser les analyses par qPCR de SYBR®Y) Green et TagMan®2) (étape
six). Enfin, la quatrieme tache comporte deux étapes, l'une décrivant la procédure de validation des analyses
par qPCR (étape sept) afin de vérifier la qualité de l'analyse par gPCR, et l'autre décrivant les différentes
options permettant de calculer le nombre de séquences de la copie du gene d'intérét a partir du cycle seull
(Ct) obtenu par I'analyse de tracés d'amplification par gPCR (étape huit).

5 Matériel d’essai

5.1 ADN

5.1.1 L'ADN est extrait d'isolats bactériens et fongiques purs en utilisant des modes opératoires d'extraction
classiques ou en utilisant un kit du commerce pour extraire FADN génomique.

5.1.2 L'ADN du sol est extrait d'aliquotes de sol conformément a I''SOJ1063.

5.2 Bactéries

5.2.1 Souche d'Escherichia coli, habituellementutilisée pour le\€lonage de produit de PCR.

5.3 Plasmide

5.3.1 Vecteur de clonage, hahituellement utilisé-pour le clonage d'un produit de PCR dans une souche
d’Escherichia coli compétente, ‘eomportant les amorces oligonucléotidiques universelles SP6 et T7 situées de
part et d'autre du site d’insertion.

5.4 Enzymes et protéines

5.4.1  Tag polymérase.

5.4.1 T4 ADN ligase.

5.4.3 Protéine T32 codée par le géne correspondant du phage T4.

5.4.4  Albumine de sérum de bovin (n° CAS 9048-46-8).

5.5 Produits chimiques

5.5.1 Ampicilline sodique, C;gH;gNsNaO,S (n° CAS 69-52-3).

5.5.2 Acide borigque, BH305(n° CAS 10043-35-3).

1) SYBR Green est une marque déposée de Molecular Probes. Cette information est donnée a l'intention des utilisateurs du présent
document et ne signifie nullement que I''SO approuve ou recommande I'emploi exclusif du produit ainsi désigné. Des produits équivalents
peuvent étre utilisés s'il est possible de démontrer qu'ils conduisent aux mémes résultats.

2) TagMan est une margue déposée de Roche Molecular Systems, Inc. Cette information est donnée a l'intention des utilisateurs du
présent document et ne signifie nullement que I''SO approuve ou recommande I'emploi exclusif du produit ainsi désigné. Des produits
équivalents peuvent étre utilisés s'il est possible de démontrer qu'ils conduisent aux mémes résultats.

© ISO 2013 — Tous droits réservés 3
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5.5.3 Solution de désoxynucléotides, dNTPs.
5.5.4 Bromure d'éthidium (n° CAS 1239-45-8).

555 Sel disodique de l'acide éthylénediaminetétraacétique (EDTA), C;oH;4N,OgNa,-2 H,0O
(n° CAS 6381-92 6).

5.5.6 Glucose, CgH;,04 (n° CAS 50-99-7).

5.5.7 Acide chlorhydrique, HCI (n° CAS 7647-01-0).

5.5.8 IPTG, Isopropyl-béta-D-Thiogalactopyranoside (n° CAS 367-93-1).
5.5.9 Chlorure de magnésium, MgCl, (n° CAS 7786-30-3).

5.5.10 Sulfate de magnésium, MgSO, (n° CAS 7487-88-9).

5.5.11 Eau de qualité biologie moléculaire, H,0.

5.5.12 Chlorure de potassium, KCI (n° CAS 7447-40-7).

5.5.13 Chlorure de sodium, NaCl (n° CAS 7647-14-5).

5.5.14 Tris[hydroxyméthyllaminométhane, C4H;{NQO3 (n° CAS 77-86:1).
5.5.15 X-Gal, bromo-5-chloro-4-indolyl-3-béta-D-galactopyraneside (n° CAS 7240-90-6).
5.6 Produit pour le milieu de cultare bactérienne

5.6.1 Bacto®3 tryptone, digestat enzymatique de’ caséine.

5.6.2 Extrait de levure en poudre (n° CAS:8013-01-2).

5.6.3 Gélose

5.7 Tampon et réactifs

5.7.1 Solution d'ampicilline, 2 g d'ampicilline sodique dans 4 ml de H,O stérilisée a l'aide d'un filtre de
0,22 um. Compléter a 20 ml avec H,O stérilisée, préparer des aliquotes de 1 ml et conserver a - 20 °C.

5.7.2 EDTA, 0,5mol/l, 186,10 g d'EDTA dans 1 000 ml de H,O, en ajustant le pH a 8,0 a l'aide de NaOH
(10 mol/l).

5.7.3 Bromure d'éthidium, 5 mg de bromure d'éthidium dans 1 000 ml de H,0.

5.7.4 Solution mére d'IPTG, 1g d'IPTG dans 8 ml de H,O. Apres l'avoir mélangée soigneusement, la

solution est complétée a 10 ml et stérilisée dans un poste de sécurité microbiologique. Préparer une aliquote
de 1 ml d'IPTG et la conserver a - 20 °C.

3) Bacto tryptone est la marque déposée d'un produit fourni par Difco Laboratories. Cette information est donnée a lintention des
utilisateurs du présent document et ne signifie nullement que I''SO approuve ou recommande I'emploi exclusif du produit ainsi désigné.
Des produits équivalents peuvent étre utilisés s'il est possible de démontrer qu'’ils conduisent aux mémes résultats.
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