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ComplexitComplexitéé des communautdes communautéés microbiennes (I)s microbiennes (I)
hhééttéérogrogéénnééititéé taxonomiquetaxonomique

coques
bâtonnets

vibrilles

Bactéries
Echantillon naturel

EucaryotesEucaryotes: cellules complexes qui possèdent des structures organisées 
appelées organelles (noyau, mitochondries, chloroplastes).

Ex : Protistes, Champignons, Algues.
• ProcaryotesProcaryotes: cellules simples, dépourvues d’organelle.

Ex : Bacteria, Archaea
• Autotrophes, hAutotrophes, hééttéérotrophes, rotrophes, mixotrophesmixotrophes



ComplexitComplexitéé des communautdes communautéés microbiennes (II)s microbiennes (II)
hhééttéérogrogéénnééititéé physiologiquephysiologique

•• Cellules vivantesCellules vivantes

•• Cellules mortesCellules mortes

Cellules actives

Cellules inactives
Analyse Analyse 

individuelleindividuelle
des cellulesdes cellules



Observation directe : exemple des bactObservation directe : exemple des bactéériesries

• Microscopie optique
– Limité ! difficulté à distinguer différentes sous-populations ou 

les bactéries d’autres particules de taille et de forme similaires.

• Cultures en milieu sélectif
– Plusieurs jours; opérateur(?)
– Efficacité (0.1 à 1% des bactéries marines sont cultivables ; 

0.1% dans les sols)

Développement de nouvelles méthodes directes basées sur les propriétés 
optiques plutôt que sur des cultures " Coloration de composants 
cellulaires, activités enzymatiques, ou intégrité membranaire (viabilité) 

Streptococcus (800x)
(from http://www.hardin.k12.tn.us/)



IntIntéérêt de ces nouvelles approchesrêt de ces nouvelles approches

• Pour obtenir l’abondance des bactéries dans des échantillons 
naturels ! Analyse individuelle des cellules
– Mesure immédiate
– Pas besoin de faire des cultures (donc plus rapide)
– Image de l’hétérogénéité des échantillons prélevés in situ

• Accès aux processus métaboliques de la biomasse 
bactérienne active:
– Discrimination des cellules vivantes & actives, vivantes & 

inactives (spores, cellules stressées) et cellules mortes.

Cytométrie en flux



Pourquoi la cytométrie en flux devient populaire 
chez les microbiologistes?

Pourquoi la cytomPourquoi la cytoméétrie en flux devient populaire trie en flux devient populaire 
chez les microbiologistes?chez les microbiologistes?

• Analyses rapides (plusieurs dizaines de milliers de cellules analysées par 
seconde)

" Permet d’analyser un grand nombre de cellules 
" Résultats statistiques robustes et représentatifs 

• Analyse multiparamétrique à l’échelle individuelle
• Données quantitatives (corrélation avec d’autres données biochimiques)

• Mesures en temps réel

• Classes de taille et abondance cellulaire

• Marqueurs uniques:
- naturels (chlorophylle, autres pigments autofluorescents)
- induits (coloration) ! fluorochromes (sondes)

• Tri (post-analyses, cultures)



Détermination des abondances cellulaires:
Mesure du volume analysé

DDéétermination des abondances cellulaires:termination des abondances cellulaires:
Mesure du volume analysMesure du volume analyséé

I. Comptage absolu direct par le cytomètre

II. Pesée de l�échantillon avant et après l�analyse
" Volume analysé

III. Ajout d�un volume précis d�une solution de 
microsphères (billes) de concentration connue 
dans l�échantillon 

IV. Détermination de la vitesse de flux exacte du 
cytomètre avant l�analyse



Utilisation des propriétés de diffusion aux petits 
angles et à 90 degrés.

Utilisation des propriUtilisation des propriééttéés de diffusion aux petits s de diffusion aux petits 
angles et angles et àà 90 degr90 degréés.s.

Pas besoin de colorationPas besoin de coloration

" Résolution de groupes et sous-groupes différents en taille, forme, structure interne
" Informations sur la taille des cellules
" Dénombrement



RRéésolution optique des bactsolution optique des bactééries ries àà partir de la partir de la 
lumilumièère diffusre diffuséée par les cellulese par les cellules
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Utilisation des propriUtilisation des propriééttéés de diffusion s de diffusion 
de la lumide la lumièèrere

• Vacuoles Dubelaar et al. 1987
• Bactéries différenciées Allman et al. 1993
• Taille des bactéries Troussellier et al. 1999



Résolution des cellules photoautotrophes:
Utiliser les propriétés des pigments naturels
RRéésolution des cellules solution des cellules photoautotrophesphotoautotrophes::

Utiliser les propriUtiliser les propriééttéés des pigments naturelss des pigments naturels

Pas besoin de colorationPas besoin de coloration

" Résolution optique des micro-organismes
! détection, identification, mise en évidence de sous-groupes

" Dénombrement
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Résolution des cellules hétérotrophes
(pas de pigment photosynthétique)

RRéésolution des cellules hsolution des cellules hééttéérotrophesrotrophes
(pas de pigment photosynth(pas de pigment photosynthéétique)tique)

Besoin de coloration (fluorescence induite)
!Voir site internet http://www.probes.com/

pour liste des colorants (fluorochromes)

- Dénombrements
- Viabilité (état physiologique)
- Fonction cellulaire



Fluorescence induiteFluorescence induiteFluorescence induite

•• Constituents Constituents MolMolééculairesculaires
!!AcidesAcides nuclnuclééiquesiques
!!ProteinesProteines
!!LipidesLipides
!!CarbohydratesCarbohydrates
!!ToxinesToxines

•• OrganellesOrganelles
!!NoyauxNoyaux
!!ChloroplastesChloroplastes
!!MitochondriesMitochondries
!!FlagellesFlagelles

(Legendre et al., 1989, Cytometry 10)



DDéénombrement des bactnombrement des bactééries par ries par 
cytomcytoméétrie en fluxtrie en flux



Procaryotes hétérotrophes
(exemple de coloration des acides nucléiques)

Procaryotes hProcaryotes hééttéérotrophesrotrophes
(exemple de coloration des acides nucl(exemple de coloration des acides nuclééiques)iques)

+ Sous-groupes de bactéries
+ Dénombrement

(M. Veldhuis)

SYBR Green ISYBR Green I

(J.Gasol)

(Casotti, 2000)



Toujours plus petit : Résolution des Virus 
(coloration des acides nucléiques)

Toujours plus petit : RToujours plus petit : Réésolution des Virus solution des Virus 
(coloration des acides nucl(coloration des acides nuclééiques)iques)

D. Marie et al., Current Protocols in Cytometry, 1999, Unit 11.11

Culture de M. pusilla Echantillon naturel  (fjord, Norway)

SYBRGreen I



Fluorochromes : 
l’analyse individuelle des cellules

FluorochromesFluorochromes : : 
ll’’analyse individuelle des cellulesanalyse individuelle des cellules

Joux et al.. Microbes and Infection, 2, 2000, 1523−1535

Limitation : les fluorochromes doivent pouvoir pénétrer les enveloppes cellulaires



Sondes taxonomiquesSondes taxonomiques

Identification de taxons Identification de taxons 
(jusqu(jusqu’’au niveau de lau niveau de l’’espespèèce?)ce?)



Différentes méthodesDifférentes méthodes

Visualisation :
- Microscopie 

épifluorescence
confocale

- Cytometrie en flux

-- Anticorps fluorescentsAnticorps fluorescents

-- Sondes molSondes molééculaires a acides nuclculaires a acides nuclééiques (iques (ARNrARNr 16s)16s)

HRP

Target cell

Fluorochrome

FISHFISH TSATSA-- FISHFISH

Target cell
TyramideTyramide

+ + FluorochromeFluorochrome

Target cell



CaractCaractéérisation physiologique risation physiologique 
des cellules par cytomdes cellules par cytoméétrie en fluxtrie en flux

"" VViabilitiabilitéé cellulairecellulaire

"" Cellules actives/inactivesCellules actives/inactives

"" Fonction cellulaireFonction cellulaire



La viabilité cellulaire?La viabilitLa viabilitéé cellulaire?cellulaire?

•• Seules les cellules viables sont responsables des Seules les cellules viables sont responsables des 
activitactivitéés mesurs mesuréées es in situ in situ par des mpar des mééthodes globalesthodes globales

•• Pourquoi les cellules sont viables ou mortes? Pourquoi les cellules sont viables ou mortes? 
"" Facteurs? Facteurs? 



Une question de vie ou de mortUne question de vie ou de mort

Bogosian & Bourneuf,2001, EMBO reports Vol.2: 770-774. 



Le concept de viabilité

G . Nebe-von-Caron et al., Journal of Microbiological Methods 42 (2000)

Rétention de substrat fluorescent

Absorption/relargage
de colorant fluorescent



Test de viabilitéTest de viabilitTest de viabilitéé

Principe:
Double marquage des acides nucléiques
Nucleic Acid Double Staining (NADS)

Basé sur l’intégrité membranaire:
• Isole la cellule de son environnement
• Régulation des ions et des échanges de molécules
• Membranes bioénergétiques " synthèse d’ATP (énergie)

GregoriGregori et al., et al., . . ApplAppl. Environ. Microbiol.67: 4662. Environ. Microbiol.67: 4662--46704670



Acides nucléiques

Membrane
externe

Membrane
interne

Si membranes intactes

Membranes intactes
non perméables au PI

Propidium iodide (PI)

Membranes perméables  
au SYBR Green

SYBRGreen

FRET

Si membranes 
endommagées

Principe du double marquage (NADS)Principe du double marquage (NADS)Principe du double marquage (NADS)

Bactérie
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(PI)

Transfert d’énergie par résonanceTransfert dTransfert d’é’énergie par rnergie par réésonancesonance

A = absorption
E = émission

distance entre les molecules < 7 nm 



Fluorescence rouge
Propidium iodide (au)
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E.coli

Viabilité par cytométrie en fluxViabilitViabilitéé par cytompar cytoméétrie en fluxtrie en flux



ViabilitViabilitéé du phytoplanctondu phytoplancton

- Le principe du test est basé sur l’intégrité des membranes et un colorant des ADN
- Le colorant fluorescent (SYTOX green) ne pénètre pas les membranes intactes 

(M. Veldhuis)



" Détection d’activités enzymatiques"" DDéétection dtection d’’activitactivitéés enzymatiquess enzymatiques

Cellules viables actives/inactivesCellules viables actives/inactivesCellules viables actives/inactives

Estérases, Phosphatases, Protéases, Péroxidases

Pompes ioniques (Ca),
Energie (potentiel transmembranaire et mitochondrial) 
Respiration

" Détection/quantification d’activité métabolique"" DDéétection/quantification dtection/quantification d’’activitactivitéé mméétaboliquetabolique

" Cycle cellulaire (division) "" Cycle cellulaire (division) Cycle cellulaire (division) 



Discrimination des bactDiscrimination des bactééries basries basééee
sur lsur l’’activitactivitéé mméétaboliquetabolique

• Deux types de méthodes pour détecter les cellules 
métaboliquement actives:

– Basées sur des processus énergie-dépendent
(biosynthèses, potentiel de membrane, transport de 
molécules à travers les membranes, etc.)

– Basées sur des processus énergie-indépendent
(activité enzymatique)



Exemple de mExemple de mééthode basthode baséées sur des es sur des 
processus processus éénergienergie--ddéépendentpendent

From G . Nebe-von-Caron et al., Journal of Microbiological Methods 42 (2000)



Cycle cellulaireCycle cellulaire

(Courtoisie de M. Veldhuis)

Limitations:
- Cellules fixées
- Colorant stœchiométrique



Exemple de mExemple de mééthode basthode baséée e 
sur des processus sur des processus éénergienergie--indindéépendentpendent

• Activité enzymatique
– Activité estérase (diacetate de fluorescéine)
(FDA, CFDA, BCECF-AM, Calcein-AM, Chemchrome B) 

– Déshydrogénase (CTC)



Cellule
viable
active

Détection d’activités enzymatiques 
(estérases)

DDéétection dtection d’’activitactivitéés enzymatiques s enzymatiques 
(est(estéérases)rases)

CFDA
(non fluorescent)

esterases
CF

fluorescent



Cellule morte

Principe du CFDA (suite)Principe du CFDA (suite)Principe du CFDA (suite)

CFDA
(non fluorescent)

CF
fluorescent

estérases



CFDA

PI

TOTO1

Exemple dExemple d’’analyse par analyse par cytometriecytometrie en fluxen flux
combinant CFDA et un autre colorantcombinant CFDA et un autre colorant

(Bunthof et al., APPLIED AND ENVIRONMENTAL MICROBIOLOGY,2001, Vol. 67, No. 5)

Flow Cytometric Assessment of Viability of Lactic Acid Bacteria

Lactococcus lactis and
Leuconostoc mesenteroides cell
suspensions after exposure to 
deconjugated bile salts (DBS) 



ActivitActivitéé ddééshydrogshydrogéénase nase 
(bact(bactééries qui respirent)ries qui respirent)

Principe du CTC:
• Le 5-cyano-2,3-ditolyl tetrazolium chloride (CTC) est  
reduit par les déshydrogenases (enzymes de la chaine
respiratoire) en un précipité fluorescent rouge (CTC-
formazan) qui peut être détecté à faible concentration 
dans les cellules 

• Indique le fonctionnement de la chaîne respiratoire

--- Les échantillons incubés avec le CTC peuvent être fixés et conservés 
avant analyse ---



Exemple dExemple d’’analyse par cytomanalyse par cytoméétrie en flux trie en flux 
avec le CTCavec le CTC

B- Dénombrement des 
bactéries totales (marquage 
des acides nucléiques au 
Picogreen) 

D- dénombrement des 
bactéries CTC+cells

Sieracki et al., Applied and Environmental Microbiology, 1999, Vol. 65, No. 6 

Bactéries CTC+

Bactéries
totales

Bruit



EstEst--ce que toutes les mce que toutes les mééthodes thodes 
de mesure de viabilitde mesure de viabilitéé/activit/activitéé se valent?se valent?

- Echantillon dépendant (Salinité, pH.)

- Dépend des cellules (la sonde doit pénétrer les cellules)

" COMBINER PLUSIEURS FLUOROCHROMES POUR 
APPREHENDER LA VIABILITE PAR DIFFERENTES 
FONCTIONS (les spectres d’émission de fluorescence des 
différents colorants ne doivent se recouvrir)



ConclusionConclusion



Informations nInformations néécessaires cessaires 
sur les assemblages microbienssur les assemblages microbiens

• Identification
– Développement de sondes moléculaires spécifiques pour cibler des individus 

(espèces?) clés (FISH)
– Suivre ces individus dans le milieu naturel (abondances)
– Evaluer comment ils sont affectés par des changements biotiques et abiotiques 

naturels ou anthropiques.

• Viabilité cellulaire
– Seules les cellules vivantes sont responsables des activités  observées in situ
– Meilleure caractérisation des facteurs (naturels ou anthropiques) qui influencent

la viabilité

• Fonction cellulaire
– Sondes métaboliques pour mettre en évidence l’activité cellulaire (voies 

métaboliques, photosynthèse, respiration, activité phosphatase, production 
d’aldéhydes)

– Détection de la capacité des cellules à se diviser (crucial pour les risques 
sanitaires) 

– Caractériser le taux de croissance spécifique par espèce (échantillonnage à
haute fréquence temporelle et spatiale) 



Vers lVers l’’analyse individuelle des cellulesanalyse individuelle des cellules

• Accumulation d’information par cellule
• Meilleure compréhension de l’ensemble de la 

communauté (sociologie)

Cytométrie
- En flux
- En phase solide
- Statique (microscopie)



Thank you

Merci

Gracias

Obrigado

Danke

Grazie


