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Un nouvel outil d’étude quantitative
des interactions microbiennes en milieu liquide ;
application aux bactéries lactiques cenologiques

Claire ALBASI, Panagiotis TATARIDIS, Patricia TAILLANDIER,
Pierre STREHAIANO

SUMMARY

A new tool for the quandification of microhial interactions in liquid medium;

_ application to wine lactic acid bacteria.

The quantitative measurement of the interactions oceuring in mixed culfures of
microorganisms needs to know as precisely as possible the cell concentration
of each component of the culture. It is often necessary to use very heavy
methods, specially if the different components of the population belong to the
same species of microorganism. This paper is about a new type of reactor
which is specificaly engineered to soive this problem. in this reactor the two
cemponents of the microbial population are kept separated by a membrane
whigh allows substrates and products to fiow freely. This reactor is made of
two tanks connected through a bundie of holiow fibers dipping in one of the
tanks. The flood of the medium (and thus of the solutes) is obtained by a gas
pressure applied aternatively in each tank. By this way, each microbial strain
grows in a separate tank but in the same medium (as the other one). So, it is
possible to know the cell concentration by one of the classical methods used
for pure cuiture cell count. Firstly the mixing ability of the apparatus was chec-
ked: it was shown that the mixing rates of the medium were compatible with
the rates of the biological reaction (cell division or budding) and thus the mixing
capacity was not limiting for the cell growth. After that the interactions ocguring
in mixed cultures of lactic acid bacteria ((Enococcus ceni) were studied. The
types of interaction previously observed on agar plates were precised and this
device allowed to quantify the inhibitory effect of a strain against the other one.
It was also possible to measure the influence of such and such a variable as
the ratio of the initial concentrations of the strains for example. At last a mathe-
matical modelling o quantify the interactions was developped.

Key-words : interaction, mixed cultures, membrane reactor, lactic acid bacteria,
mathematical modelling.
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RESUME

Pour la quantification des interactions lors de cultures mixtes, la connaissance
de la concentration cellulaire de chacune des composantes de ia culture est
indispensable. La numération différentielle de ces composantes est délicate et
impose souvent le recours & des méthodes complexes. Ce constat nous a
conduit & proposer un réacteur spécifique a V'étude des interactions enire
micro-orgahismes en milieu fiquide : le principe consiste & maintenir séparées
les souches concernées de part et d’autre d’une membrane qui permet par
ailleurs le libre échange des substrats et métabolites. Le réacteur est constitué
de deux réservoirs connectés par un faisceau de fibres creuses immergé dans
I'un d’eux. Le mouvement du milieu et ainsi le mélange des solutés est induit
au travers de la membrane par une surpression exercée alternativement dans
chacun des réservoirs. Ainsi chacune des souches se développe dans un
espace séparé, mais dans un milieu commun, et I’évolution de sa concentra-
tion peut étre suivie par Pune ou 'autre des méthodes classiques appliquées
en culture pure (numération, néphélométrie...). La capacité de mélange a été
validée : I'appareillage satisfait aux conditions de mélange requises par les
vitesses de réaction microbienne. Par la suite, nous nous sommes intéressés
aux interactions lors de cultures mixtes de bactéries lactiques du genre CEno-
coccus. Les interactions observées sur milieu gélosé ont pu étre précisées et
cet appareillage en a permis ung quantification rigoureuse ; il a aussi permis
d’évaluer quantitativement l'inflience de variables comme le rapport de popu-
lation au temps initial de la culture. Enfin, un modéle mathématique de quantifi
cation de ces interactions est proposé.

Mots clés : interaction, culture mixte, réacteur a membrane, bactérie lactique,
modélisation.

1 - INTRODUCTION

L'analyse des cultures mixtes en milieu liquide impose la numération diffé-
rentielle de chacune des composantes de la coculture (coculture d’espéces
d'un méme genre ou de souches d’une méme espéce). Dans la plupart des cas,
cette numération passe par 'isolement de colonies et 'identification de ces
colonies. Ces études se heurtent donc aux problémes statistiques classiques
de la comparaison d’un pourcentage observé a un pourcentage théorique (SAL-
GADO MANJARREZ et al., 2000) comme & la lourdeur de la mise en ceuvre des
techniques de caractérisation des souches ou des espéces. Ce travail présente
un réacteur & membrane spécialement congu pour [’analyse quantitative de cul-
tures microbiennes mixtes : les souches ou les espéces distinctes composant la
coculture sont maintenues séparées par une membrane qui par ailleurs doit
permettre le libre passage des substrats et métabolites, et qui par conséquent
permet 'interaction microbienne (MARSHALL et al., 1993). Par ce biais, les
souches se développent dans un espace distinct, mais dans un milieu identique
et le suivi de leur croissance peut se faire par I'une ou i'autre des techniques
usuelles de la microbiologie : numération de la population totale {(cellule de
Thoma ou de Petit Salumbéni, néphélométrie...) ou numération différentieflles
des populations viables et totales (numération sur gélose, coloration au bleu de
méthyléne ou épifluorescence...) (MAYFIELD, 1977).



L'idée d’'un tel réacteur nest pas neuve et New Brunswick Scientific a com-
mercialisé un appareillage appelé EcoGen (TANNENBAUM, 1975) dans lequel dif-
férentes souches (oL espéces) étaient cultivées dans des chambres séparées.
Ces chambres, au nombre de quatre, communiguatent a travers une membrane
plane {type millipore} avec un compartiment ceniral. Les solutés diffusaient &
travers ces membranes d’'une chambre vers "autre-aprés passage par le com-
partiment cenwal. Le défaut majeur de cet apparelllage était insuffisance du
temps de mélange devant la vitesse de réaction biclogique (croissance ou
consommation de substrat) : de ce fait, la composition du milieu différait d'une
chambre & l'autre. Ce réacteur ne convient en fait que pour 'étude de crois-
sances trés lentes ou pour une premiére approcheg gualitative des interactions.
Récemment, PESTCHANKER et ERCOLI (1997) évoquent I'intérét, pour I'analyse
de cultures mixtes, d’un réacteur dans lequel les échanges entre les chambres
de culture se feraient par convection (filtration} dit miligu. Gepandant, ils présen-
tent seulement le modéle mathématique et la sifiulation de interaction : le
réacteur {virtuel) n’est pas validé expérimentalement:

L es caractéristiques de mélange de I'appareillage ainsi que sa validation avec
des cocultures levuriennes (interaction de type Killer) ont été présentées par
ailleurs (SALGADO MANJARREZ ef al., 2000). Dans ce travail, nous rappellerons
briévement ces caraciéristiques et présenterons les résuliats obtenus avec des
cocultures de bactéries lactiques (Enococcous oeni. Les méthodes usuelles de la
microbiologie ont permis a quelques auteurs de mettre en évidence des intsrac-
tions négatives ou positives entre bactéries lactiques cenologiques de 'espéce
(Enococcus ceni {anciennemient Letconostoc cenos) ef des bactéries de genre et
espéceas différentes (Pediococcus ou Lactobacillus) ou entre souches de cette
méme espéce (COSTELLO &f al., 1983 ; EDWARDS et al., 1994 ; LONVAUD-FUNEL et
JOYEUX, 1993 ; STRASSER DE SAAD, 1996). Cependant les observations restent
trés qualitatives et les tentatives d’évaluation quantitative par la mesure des dia-
métres de zone dinhibition sur milieu gélosé restent peu convaincantss ; les pro-
bleémes liés & la diffusion des molécules de stimulation ou d’inhibition dans Jes
milieux gélosés perturbent irds certainement I"analyse des interactions. Il existe
cependant une autre possibilité que la cocuiture pour Fétude des interactions : il
s'aglt de la mise en culture de la souche « cible » sur un milieu préfermenté par
la souche productrice de la molécule {STREHAIANO et al., 1985 ; QLIS et al.,
19965k Cette approche est cependant plus faborieuse. En ce qui concerne la
modélisation de ces mécanismes d'interaction” en culture microbienns, peu de
référenices existent : KIM et al. (1988) modélisent la croissance en coculture de
Klebsiella oxyloca et Pseudomonas aeruginosa €t Ramon Portugal {1995) déve-
loppe un modele pour linteraction de type Klller chez Saccharomyces cerevisiae.

2 - MATERIEL ET METHODES

2.1 Bioréacteur

L’appareillage mis au point et utilisé dans cette étude est représente
figure 1. |l est composé de deux récipients {volume de milisu 1,8 L) cornectés
par un module de fibres creuses. Le flux de miliel d'un réacteur & I'autre (gt
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Figure 1
Schéma du bioréacteur
Bioreactor defign

donc le mélange} est provoqué par la mise en surpression alternative de I'es-
pace de téte de chacun des récipients. Le gaz (dioxyde de carboneg) utilisé pour-
cette mise en surpression est stérilisé par filtration et un systéme de vannes
contrdie son admissglon et son expulsion en fonction des niveaux de milieu
mesurés et fixés par une sonde conductimsétrique. Ainsi, le flux liquide se fait
alternativement d’'un compartiment a 'autre & travers le module de filtration ce
qui permet de maintenir constant le volume moyen dans chaque réservoir et
&galement d'éviter le colmatage de Ia membrane. Cet appareil a fait I'objet d’un
déptt de brevet (ALBAS! et af, 1998). Le module de filtration est fourni par Poly-
mem (Fourgquevaux, France)} ; il est constitué de fibres en polysuifone de poro-
sité de 0,1 ym et de 0,25 mm de diamétre interne et 0,43 de diameétre extemne.

Les performances de mélange du réacteur ont éié étudides par des mesures
de flux de solutions salines et validées avec des cultures de souches micro-
hiennes aisément repérables par leur morphologie différentes (fevures Saccha-
romyoes et Kiuyveromyces) et sans interaction autre que la compétition pour le
subsirat (ALBAS! et al., 2000).

Ces travaux ont conduit & fixer fa surface totale de filtration & 0,1 m2, ls volume
transféré 4 chaque impulsion & 100 ml. et {e temps de filtration & 1 minute.

22 Souches bactériennes, milieu et conditions de culture

Les souches utilisées sont de I'espéce (Fnocoecus i, Elles sont codées
DSM 7008, 17 A3, 19 A3 et EQ 77. Ces souches sont conservées sur gélose
MAS. Les cultures en milieu fiquide se font également sur milieu MRS supplé-
menté par 6 g/l d’acide malique, & 25 °C. Les levains sont issus ¢’une précul-
ure conduite sur un milieu identique et sont prélevés au stade de la phase
gnponentielle de craissance. Le taux d'ensemencemsnt total est de 8.10°% cel-
lules/mL., la proportion respective de chaque souche varie st sera précisée pour
chaque essai. Cette proportion est fixée en tenant compts des vitesses spéci-



fiques de croissance de chacune des souches. Ces caractéristiques cinétiques
de croissance sont préalablement établies en culture pure. Ces cultures pures
serviront de références pour apprécier les interactions.

2.3 Techniques analytiques .

La numération cellulaire est suivie par mesure de la densité optique & 600 nm.
Une corrélation a été préalablement établie avec la concentration mesurée par
comptage sur cellule de Petit Salumbéni. L’erreur est estimée a 8 % (PLIHON et
al., 1995).

Le substrat acide malique est.dosé par la méthode enzymatique Boeringher
Manheim.

24 Traitement des données expérimentales

Afin de pouvoir comparer les cinétiques observées en culture pure et en cul-
ture mixte, les croissances sont modélisées par une loi logistique (BAILEY et OLLIS,
1986). Cette loi donne Pexpression analytique de la population bactérienne (X, X,
étant sa valeur initiale) et de la vitesse spécifique de croissance (1 = 1/X-dX:dt) en
fonction du temps de culture t

Xy - €XP(tmad)

1—2 (1 = exp(tinat))

X

L’identification des paramétres du modeéle est faite & I'aide du solveur du
logicie! Excel (Microsoft). La validité de cette loi a été vérifiée sur chacune des
cultures pures de chaque souche. Les données acquises en cuiture pure sont
ensuite utilisées pour simuler la croissance théorique de la souche dans les
conditions d’ensemencement gtiliéées en coculture.

3 - RESULTATS

Chacune des quatre souches étudiées est cultivée dans un premier temps
en culture pure afin de déterminer ses caractéristiques cinétiques. La culture est
considérée comme terminée a I'épuisement du substrat (acide malique) ou a
Parrét de sa consommation. La loilogistique donne 'expression analytique de fa
population maximale atteinte ainsi que celle du taux spécifique de croissance
en fonction du temps. Les cinétiques ainsi déterminées serviront & établir ia
croissance qu’aurait la souche dans les conditions de la culture mixte sans
mécanisme d’interaction, c'est-a-dire comme si elle était pure. Cette simulation
est faite gréce a la loi logistique en considérant le taux d’ensemencement rée}
X, (notée souche pure). Elles seront utilisées comme référence de comparaison
avec celles observées en culture mixte.

Les cultures mixtes sont ensuite réalisées avec les souches DSM 7008 et
17 A3. Des essais préalables sur milieu gélosé mettaient en évidence une action
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Culture mixte en bicréacteur 10 % DSM 7008 — 90 % 17 A3

En tralt continu pour 17 A3 ; en pointillé pour DSM 7008 : les courbes de croissance en culture pure
calculées par le modele donné par I lof logistique.

Mixed cufture in the bioreactor: 10% O3V 7008 —90% 17 A3
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Culture mixte en bioréacteur 20 % DSM 7008 - 80 % 17 A3

En trait continu pour 17 A3, en pointil!é pour DSM 7008 : les courbes de croissance en culture pure
calculées par le modele donné par la loi logistique.

Mixed culture In the bloreactor : 20 % DSM 7008 - 80 % 17 A3

Fuil tine for 17 A3, dotted line for DSM 7008; data given by the logistic kaw modelling for pure cul-
tores.

inhibitrice forte de DSM 7008 sur 17 A3. Les taux d'ensemencement au temps
initial sont respectivement de 10 % DSM 7008 ; 90 % 17 A3 pour le premier
essali (figure 2) et de 20 % DSM 7008 ; 80 % 17 A3 pour le deuxiéme essal

(figure 3).



Si ’on compare les croissances observées aux modeéles issus des cultures
pures il apparait clairement que les croissances de la souche « cible » 17 A3 en
coculture sont inférieures & celles attendues en cas de non interaction. I} est
clair aussi que la croissance de 17 A3 est encore plus perturbée lorsque le taux
d’inoculation de DSM 7008 augmente de 10 a 20 %. Pour le premier essai
(figure 2) la population maximale 17 A3 atteinte est de 390.108 cellules/mL au
lieu de 1 375.10¢ cellules/mL en culture pure. Dans le deuxiéme essai, avec un
taux de DSM 7008 initial plus élevé, la population maximale de 17 A3 atteinte
n’est que de 315.10° cellules/mL.

Par ailleurs, la croissance de la souche inhibitrice DSM 7008 est également
perturbée : on observe en effet un allongement net de la phase de latence.
Cependant les populations maximales atteintes ne sont pas modifiées. Ce
résultat ne peut pas s’expliquer par le taux d’ensemencement trés faible de
cette souche par rapport & celui de la souche « cible » puisque la simulation par
la loi logistique en tient compte. Pour tenter de quantifier cette inhibition de
maniére synthétique nous pouvons définir un pourcentage d’inhibition. Sur la
population maximale ce pourcentage s’écrira :

% inhibition = X6 ~ Xixae’Xoure
avec X la valeur de population exprimée en millions de cellules/mL.

Sur les vitesses spécifiques de croissance (1), ce pourcentage d’inhibition

s’écrira ;
o4 i ibiti = -
% inhibition = e = Hmie/Mpurs:
Culture DSM7008
—a— | mixte
- 0.08 } —_::ﬁp:‘ir:hibﬁian pour X 100%
< 0.07 —a—% d'[nhibltion pour p 90%
< »
80%
0,06
g 0% o
= 005 60%
B o4 50% F
3 0,08 40%
0,02 0%
§' ' 20%
0,01‘ 10%
0 - 0%
¢ 20 40 60 80 100 120
Temps
Figure 4

Quantification de I'inhibition
Inhibition measurement

La figure 4 illustre I'évolution de ces pourcentages d'inhibition avec I'avan-
cement de la culture pour la souche 17 A3 soumise a I'inhibition par DSM 7008
(rapports d’ensemencement de 90 % et 10 % respectivement) Les deux pour-
centages d’inhibition augmentent fortement au cours du temps.



En définitive pour ce couple, un taux d’eriéemencemem' de la souche inhibi-
trice (DSM 7008) de 10 4 20 % est suffisant pour assurer sa domination dans la
coculture et I'inhibition forte (72 %) de ia sou_;":h_e sensible (cible) 17 A3.
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4 - DISCUSSION

hes bactériennes de la méme
ur milieu gélosé et appréciation
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Pour 'étude des interactions en
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un cas un couple ol I'une des souches exprimait sur milieu gélosé un effet inhi-
"-biteur modéré de I'une sur I'autre. Cette inhibitions’€: rée réciproque en
milieu liquide mais de nature et d’intensité différent aprés |'évolution des
pourcentages d’inhibition au cours du temps. Dan S'du couple ot, en
milieu gélosé, une des deux souches était fortement nhibée

souche est totalement inhibée en milieu liquide.

éacteur a permis dans certains cas de mettre en
aible, dans d’autres cas une neutralité compléte: (¢
utre intérét majeur de cette approche est de permg
espectifs des souches a I'ensemencement et dgﬁ
ar inhibition de I’interaction par compétition E

. Du point de vue pratique, on peut envisager-ut
selon leur capacnte a |nh|ber ou au contrarre suuvant'l

: la mesure du

pouvoir inhibiteur d’une souche vis-a-vis des autres pé ‘étre un critére de
sélection comparable & celui de la possession du factetgKillér chez les levures.

5 - CONCLUSIONS

1.des interactions de
le'n‘nes de Ia méme

dans deux réservoirs séparés mais dont I'homogén jtimilieu est assurée
j ﬁr sa circulation é travers un module de filtration.' omportements obser-
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e TR
: ‘de proposer une évaluation quantitative de l’effet inhibiteuriet de son evolutlon

des populations sur la manifestation de cet effet. U
ment été observé : dans les essais réalisés il a été:

‘ _ ;il faut noter que
ce type d’étude peut étre appliquée a d’ upleside:micro-organismes
{levures ou bactéries). e :
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