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1. Introduction

La cytométrie en flux est une technique permettilaffectuer des analyses au niveau des cellules
individuelles. Cette technique a été développéeraihe pour I'analyse de cellules animales dags d
applications a finalité médicale. Ce n'est que designnées 90 que cette technique a été considiénse

le cadre des cellules microbiennes procaryotesadrgotes. Grace a I'évolution des technologies(la
I'état solide, progrés dans la maitrise des micm#ements,...), plusieurs développeurs proposent
actuellement des cytométres en flux pour des bsdgwtrdables (environ 30.000 euros). Cette évaiutio
entraine actuellement un engouement des indusfrals la mise en ceuvre de cette technique pour le
suivi de I'évolution des populations microbiennaagidivers procédés : brasserie, vinaigrerie, ptomiu

de starters pour la boulangerie, production deestatactiques,... L'intérét manifesté pour cett@mégue

est simple a comprendre si on considére les teabaigctuelles pour I'estimation de la viabilitdutelre.

En effet, celles-ci reposent souvent sur la reatfan des cellules sur milieu gélosé et comptage de
colonies aprés un temps d'incubation. Le probléanddmental de cette technique repose sur |'utdisat

de conditions de culture qui ne sont pas forcéndamttiques a celle rencontrée au niveau du prosetsu
production. Ce phénoméne entraine une sous-estimdgs cellules microbiennes actives rassemblées
sous le terme de "viables mais non cultivables"otBd.R., 2002). A cela s'ajoutent des problémes
techniques imposés par le temps de remise en eudiud'obtention des résultats bien aprés que le
processus de production soit terminé, ainsi quedparprocédures de laboratoire colteuses en petsonn
et en consommables. La cytométrie s'impose doneremme technique de choix qui permet d'analyser
les cellules microbiennes individuelles sans étlpeemise en culture et avec un débit expérimeéheal
(Nebe-von-Caron G., 2000, Diaz, 2010). En effetpB0 cellules peuvent étre analysées en 30 secondes
immédiatement apres la prise d'échantillon, cepgumet éventuellement de corriger les conditions de
procédés en fonction de I'état des micro-organisiinesilisation de fluorochromes spécifiques permet
'analyse de caractéristiques cellulaires. Dansake des bactéries lactiques, l'utilisation du ceugs
colorant "carboxyfluorescéine diacétate" / "ioddeepropidium” (cFDA/IP) est mis en ceuvre en ratin
pour la détermination de la viabilité cellulaireafi®, 2007, Smelt, 2002, Bunthof, 2001). L'iodue d
propidium pénétre dans les cellules ayant une mamebendommagée et les colore en rouge, tandis que
le cFDA est un composé non fluorescent qui diffaseravers de toutes les membranes cellulairestet e
hydrolysées par les activités estérases intraagisl pour donner un composé fluorescent vert.deas
composantes de fluorescence peuvent étre facilenaattérisées par analyse multi paramétrique au
niveau d'un cytométre en flux. La difficulté majeuque rencontre I'application de la cytométrielar f

au niveau industriel réside dans l'interprétaties désultats. Dans ce travail, trois souches d&hes
lactiques ayant des sensibilités différentes aesstde procédé ont été mise en ceuvre dans desaschém
de production industriels faisant intervenir leap&ts suivantes : production en bioréacteur agiténafe
récolte par centrifugation continue, congélatiofyephilisation. L'analyse par cytométrie en fluomire
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des tendances fondamentalement différentes potrdisstypes de micro-organismes. Les deux souches
microbiennes plus sensibles au stress de protédéopacillus acidophilugt Lactobacillus bulgaricus

du fait de leur caractere anaérobie strict ou na€érophile montrent des sous-populations bien distin

au niveau des cytogrammes, tandis que la soucte rpkistante ne montre qu'une seule population
évoluant suivant les étapes du procédé. Ces olimeryaont utilisées pour une meilleure interprétat
des cytogrammes pour l'estimation de la viabiliédlutaire en conditions de procédé. Une meilleure
interprétation peut également étre obtenue en dérmit la possibilité de relargage des produits de
dégradation fluorescents provenant de I'hydrolygsecBDA en fonction de I'état de la membrane
cellulaire (Volkert, 2008).

2. Matériel et méthode

2.1. Souche bactérienne

Les essais d’atomisation sont réalisés sur la solettobacillus plantarumCWBI-B659, souche
appartenant au Centre Wallon de Biologie IndustriéGembloux Agro Bio-Tech, ULG). La souche
microbienne est stockée sur microbille (VWR crytans mixed) a —80°C et est remise en culture sur 4
boites de milieu Man-Rogosa-Sharp agar (MRSa) @C3vant chaque expérience.

2.2. Culture liquide en bioréacteur

Quatre a 5 colonies sont prélevées sur les boftesneé mises en culture dans un erlenmeyer de 250 m
contenant 150 ml de milieu Man-Rogosa-Sharp liqid&SI). Les 3 cultures liquides sont incubées
durant une nuit a 37 °C. Cinquante ml de la cultigr@ide dont la DO a 600 nm est de 10 sont uslisé
pour inoculer 1 litre de milieu MRS liquide. Cetteconde culture est incubée durant 8 heures a 37 °C
avant d'étre utilisé pour inoculer un bioréacteer 2D L (16 L de volume utile) dans les conditions
standards. Le réacteur de 20L sert a inoculerrtadateur principal de 2m3 (1600L de volume utilsg.
fermentation est réalisée durant 16 heures & 330868 une agitation de 80 RPM (M)ret une aération

de surface de 1 VVM (volume d’air par volume deuige par minute). Le pH est régulé a la valeur de 6
l'aide d’'une solution de KOH 50 %. Le milieu de ttuk utilisé est un milieu a base de corn steamwlig
Les cellules en phase stationnaire de croissanmtteréoupérées par centrifugation a 7330 g pendant 2
minutes et sont diluées avec de I'eau peptonéeattééne a obtenir une créme a environ 20 % de reatié
seche. Un dénombrement microbiologique et une wasen microscopique sont réalisés sur la culture
finale ainsi que sur la créme bactérienne. Une mede la matiére séche est aussi réalisée suetaecr
bactérienne. La créme bactérienne est ensuite Emngeant d'étre lyophilisée. La poudre bactérienne
seche obtenue est alors conservée pour I'analysk deabilité par cytométrie en flux. Le schéma
d’opérations unitaires du procédé est illustré figiare 1.

- \ . Conditionnement
- et stockage

Cultureen Centrifugation Lyophilisation
bioréacteur de 2 m*

Figure 1: schéma d’opérations unitaires pour la guation de starters lactiques. Dans le
cadre de ce travail, des prélevements cellulairesébé effectués au niveau de la fin
de culture en bioréacteur de 2m3, de la sortie Rigeuse, de la pate bactérienne
congelée avant lyophilisation, de la poudre baesne apreés lyophilisation et a
différents temps de stockage de la poudre obtenue
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2.5. Comptage microbiens sur boite de Pétri

Les dénombrements bactériens sur la culture fisate réalisés par prélevement d’'un ml de suspension
cellulaire qui est dilué de 10 en 10 dans de I'paptonée stérile. Cinquante ul des trois dernieres
dilutions sont déposés sur boites de Petri conteshamilieu MRSa (manipulations réalisées en triple
exemplaire). Les dénombrements sur les crémes rieawiés et sur les poudres sont réalisés par
prélevement de 1 g d’échantillon mis en suspendanms 9 ml d’eau peptonée puis dilués de 10 en 10
aprés 15 minutes d’hydratation.

2.6. Cytométrie en flux

Les cellules microbiennes récoltées en cours deggosont centrifugées et remise en suspensiorudans
tampon PBS a pH 7. Les cellules sont ensuites @e$oavec une solution de cFDA a 0,0217 mM dans le
DMSO et une solution d’'IP a 1,5 mM dans de I'eastilite. Aprés un temps d’incubation de 15 minutes
a 30°C, les cellules sont lavées deux fois avetachpon PBS. Les cellules sont ensuite analysées par
cytométrie en flux (FACscan).

3. Résultats et discussion

Le test de coloration utilisé couramment pour bissement d’'un protocole de viabilité microbienne
dans le cas des bactéries lactiques repose sypléedu couple cFDA/IP. Le cFDA est un composé qui
diffuse au travers des membranes cellulaires eeguhydrolysé par I'activité estérase intrinsedLe.
produit d’hydrolyse conduit & un composé fluoresoamt. Cette fluorescence verte peut étre aisément
mesurée par cytométrie en flux grace a un laseccidaion (dans notre cas fonctionnant a 488 nng et
un photomultiplicateur (FL-1) adaptés. De maniéémégale, les cellules métaboliquement actives ont
tendance a développer une fluorescence verte pipsritante. Le second colorant utilisé et I'lP qui
diffuse au travers des membranes endommagéesnétredle de maniere irréversible au niveau de
'ADN de la cellule. Les cellules non viables salbrs colorées en rouge, couleur qui peut étre de
nouveau aisément détectée au niveau d’un cytoraestflex standard (photomultiplicateur FL-3).

La premiere étape lors de [I'établissement d'un quoie de cytométrie en flux est I'obtention
d’échantillons cellulaires pouvant servir de ténsoibans le cas d'un test de viabilité cellulaireux
témoins au moins sont requis : I'un pour détermiaezone du cytogramme comprenant les cellules
viables et cultivables, l'autre servant a détermilaezone correspondant aux cellules non viables. L
premier type de témoin sert a repérer la zone alalté cellulaire sur un cytogramme. Généralemest,
témoin est obtenu en analysant et en colorant elédes microbiennes cultivées en fiole et récokée
phase exponentielle. Le témoin non viable est gadat généralement obtenu en traitant un échantill
cellulaire a la chaleur a 60°C pendant 30 minutesexemple de coloration de ces témoins est mantré
la figure 2. Ce protocole de coloration montre ddmen des différences marquées au niveau des
colorations des deux types cellulaires, les cedluiables étant colorées en vert et les cellulesuibles
étant colorées en rouge.
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Figure 2: photographies obtenues au microscopeuaréiscence pour A : des cellules de L.
plantarum récoltées en phase exponentielle et éelorau cFDA/IP B : des cellules
traitées & 60°C pendant 30 minutes et colorées &A¢HP

Néanmoins, des différences entre especes sontvélesequand les cellules sont passées au cytonmetre e
flux. Les résultats sont montrés a la figure 3 plagr trois souches étudiées. De maniére génémle, |
couple cFDA/IP ne montre pas de différences sicatifves dans le cas des échantillons traités a la
chaleur, ceux-ci montrant une seule population aveparameétre FL-1 (fluorescence verte) peu intense
et un parametre FL-3 (fluorescence rouge due a 8% intense. Néanmoins, des différences enpresty
cellulaires sont marquées au niveau des témoirdegaDans ce cas, la composante FL-1 est la plus
intense, mais I'on peut observer une dérive versalmmetre FL-3 due a un recouvrement spectral des
deux colorants utilisés. Ce phénoméne de dépladewss le canal FL-3 differe entre les espéces
bactériennes considérées, avec le déplacementideimiense observé dans le casLddulgaricus Ce
phénoméne peut étre attribué a plusieurs facteuns ld taille des bactéries qui differe d’'une espac
l'autre, mais aussi la capacité de résistance flet) ees bactéries ont été cultivées en fiolecamditions
micro aérophiles (fiole sans agitation). Il estrb@mnnu que.. plantarumtolére mieux la présence de
I'oxygéne que les deux autres espéces considéeégsi pourrait expliquer la diffusion de faible qtigé

d’IP dans ce cas. Ce phénomeéne n’est pas visiblargdyse qualitative en microscopie, mais a urachp
sur les analyses effectuées par cytométrie en flux.
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Figure 3: cytogrammes obtenus suite a la coloratim différentes espéces de bactérie
lactique par le systéme cFDA/IP A: Lactobacillugtarum B : Lactobacillus
acidophilus C : Lactobacillus bulgaricus. Les cytmmmes du haut correspondent a
des échantillons cellulaires récoltés en phase egpbelle lors d’'une culture en
fiole (ttémoin supposé viable et cultivable). Lelsaitillons du bas correspondent a
des cellules inactivées par un traitement thermigu60°C pendant 30 minutes
(témoin supposé non viable)

Ces considérations ont un impact important quandcamsidere une population microbienne stressée
montrant simultanément les phénotypes viables rwiable (figure 4).
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Figure 4: photographie obtenue par microscopie w@offescence suite a la coloration d'un
échantillon de L. plantarum lors d’un stockage aplgophilisation.

L'analyse par cytométrie en flux a été appliqguéesaivi du procédé de production de starters laesqu
(Figure 5).

4 " 4
10 Intermédiaires 4 . 10*  Nonviables "
10 Intermédiires Intermédiaire
Non viables 0,040% R Hii 1.40% 73.4%
0,003% ;
3 3 0,040% 3
10 10 10”4
T T
EE 3 10l G 10’y 3
Fermenteur 2m
1
10 4 10'd 10' 4
Viables Viables
by Viables 198%
0 v 91,4% o
10 0 0
0 2 ) 10 J T T 104
10’ 10 10 10 10 B gl ERRACI CRRE 10 10 .
FLI-H s FLI-H
"
. ot — 10* § Nonviables Intermédiaire
: rmédiair
10 Intermédiaires 1.78% 79.2%
Non viables 5.45% 'D“?:;::”‘es 285% 3 1
0290% R 10°4
107
¥ - .
T & 107 o
T T 2] 3
5 0] i 2 Centrifugation
1 10'4
o'l 10' Viables
Viables 102%
Viables o
752% 0 841% 10 .
) 10 o T 2 3
10 3 T = T 0 ) 100 10 10° 10 10
10 10 0 10 10 o o o
FLI-H
FLI-H FLI-H
o 4 4 .
10 Intermédiaires 10 Infermédiaires 10" 3 Nonviables Intermédiaire
Non viables 62,7% Non viables. 88,9% 129% 86,2%
0,557% 615% i 2
10 J 1074
T z 3 %
AR 3 R L il .
2 : yophilisation
10' 4 10'4
P Viables
Viables Viables 0377%
& 113%
10° 10° b 10° - .
T T T ﬂ
10’ 10 10 10 10 @ 10t 102 100 10 L T E T S T LT
FLIH FL-H FLIH

L. plantarum L.. acidophilus L. bulgaricus

Figure 5: cytogrammes obtenus suite a la coloratim différentes espéces de bactérie
lactique par le systeme cFDA/IP en cours de proc&dgis sous-populations ont été
considérées : viables, intermédiaires et non-vigble
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Dans tous les cas, une forte proportion de sousiptipn intermédiaire est observée en cours deépi®c
de production. Cette sous-population entraine énéaton de la correspondance entre les comptages p
cytométrie et ceux effectuées en considérant lanigoe classique d’étalement sur boite de Pétri. CE
phénomene est probablement di a la présence déesedlyant développés le phénotype « viable mais
non cultivable » qui est décrit de plus en plussdariittérature (Abee, 1999). Ces cellules dévedop un
comportement intermédiaire avec des caractéristigeecellule viable, telle qu’'une membrane celtelai
intégre et des caractéristiques de cellules nobleda comme par exemple une activité intracellalair
enzymatique réduite. Ces deux caractéristiquesioimnpact direct sur le test de coloration cFDA#R

en ceuvre, ce qui rend I'analyse par cytométridwiendrdue.

4. Conclusions

La cytométrie en flux est une technique permett@ntaractériser rapidement la viabilité a I'échdiela
cellule microbienne. Elle permet d'économiser ummpe précieux par rapport aux techniques
microbiologiques classiques qui nécessitent la geran culture des micro-organismes. Cette technique
peut aisément étre utilisée au niveau d'un prodédeéstrie de production de starter lactique comene |
montre ce travail. La problématique de la cytoreéen flux pour la détermination de la viabilité
cellulaire est la présence d'une sous-populatidgerinédiaire lors de I'évolution des cellules daes |
procédé industriel de séchage et de stockage. UWne d'investigation intéressante impliquerait
l'utilisation d'un cytométre en flux muni d'un tie cellulaire. Cet appareil permet de récolter
physiquement les cellules microbiennes en fonafione simple discrimination effectuée par 'opéuate
au niveau du cytogramme. La remise en culture degtiéns cellulaires récoltées permettrait en effet
d’élucider le caractére viable et non cultivable dehantillons récoltés en cours de procédé.
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