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Les limites des mesures globales.

Les premieres études portant sur la dynamique des populations microbiennes ont été consacrées principalement a des
observations de cinétiques globales. On peut par exemple suivre I'évolution de la biomasse par densité optique, par la
mesure des matieres seches, en mesurant la consommation d’oxygéne ou la dégradation du substrat. Cependant, ces
études sont parfois insuffisantes pour prévoir I'évolution d’'une population microbienne du fait de I'hétérogénéité au sein
méme des populations.

En revanche, la microscopie permet de caractériser des sous populations qui sont importantes pour le fonctionnement
des procédés. Par exemple, on peut mesurer 'abondance en bactéries filamenteuses qui peuvent perturber la
décantation dans un procédé a boues activées.

L’apport de I'imagerie confocale.

La microscopie confocale présente comme avantage par rapport a la microscopie classique de
fluorescence de pouvoir imager des échantillons en trois dimensions. Il est dés lors possible de
reconstruire leur volume & partir d’'une série d'images (plan XY) obtenues a différentes profondeurs
(axe Z). Ainsi, grace a la microscopie confocale, il est possible d’étudier des mécanismes de
diffusion et de réaction dans I'espace tridimensionnel et dans le temps.

Si I'on prend I'exemple de I'action d’'un antibiotique sur les boues activées, la microscopie confocale
a permis de montrer que la mortalité des bactéries est influencée par leur position a l'intérieur des
flocs bactériens. Dans ce cas, 'imagerie confocale permet d’étudier une cinétique hétérogene.
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Image spectrale en fausses couleurs de flocs bactériens de boues activées: les bactéries moribondes sont marquées par l'iodure de propidium qui fluoresce
dans le rouge alors que les bactéries vivantes sont marquées par le Cyto®9 qui fluoresce dans le vert. Pour chaque pixel les spectres d’émission de
fluorescence sont mesurés. Le rapport entre les deux spectres permet de déterminer le pourcentage de bactéries vivantes. Cette capture d’écran lors de
I'utilisation d’'un macroscope confocal en mode spectral permet également de visualiser I'interface du logiciel qui pilote le macroscope AZ100-C1 (Nikon France).
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