
COMPTAGE DE CELLULES

INTRODUCTION

La mesure la plus importante lors dÕune culture cellulaire est celle de la biomasse . Bien que la production ne soit 
pas toujours liŽe ˆ la biomasse, il reste nŽcessaire de conna”tre la concentration en cellules dans le rŽacteur pour 
optimiser le processus.

CORRELATION ENTRE CROISSANCE ET PRODUCTION

Il existe principalement 3 cas de Þgure concernant la relation entre la croissance de lÕorganisme et la production 
dÕun produit P.

Directement corrŽlŽe ˆ la croissance  : la production suit la courbe de croissance de 
lÕorganisme. Elle commence peu apr•s le dŽbut de la croissance et se rŽduit lorsque la phase 
stationnaire est atteinte.

Partiellement corrŽlŽe ˆ la croissance : la production est proportionnelle ˆ la biomasse mais ne 
dŽmarre pas forcŽment au m•me moment. 

Non-corrŽlŽe ˆ la croissance  : la courbe de production ne commence pas au m•me moment 
que celle de croissance et la quantitŽ de produit nÕest pas proportionnelle ˆ la biomasse.

ASSOCIATION ENTRE PRODUCTION ET GENERATION DÕENERGIE (CINETIQUE DE PRODUCTION)

¥ Produits directement  associŽs ˆ une gŽnŽration dÕŽnergie dans la cellule  : ce sont les produits issus 
directement du catabolisme. Dans la plupart des cas il sÕagit de produit de fermentation anaŽrobe (Žthanol, acide 
acŽtique, acŽtone, butanol, acide lactique)
¥ Produits indirectement  associŽs ˆ une gŽnŽration dÕŽnergie dans la cellule  : produits de lÕanabolisme tels que 
les acides aminŽs, lÕacide citrique, les nuclŽotides.
¥ Produits sans couplage ˆ une gŽnŽration dÕŽnergie : principalement des produits issus du mŽtabolisme 
secondaire (antibiotiques) mais Žgalement les vitamines.

UTILISATION DU SUBSTRAT POUR LA PRODUCTION

Substrat pour production couplŽe au mŽtabolisme de 
production dÕŽnergie : le substrat utilisŽ pour la croissance 
(biomasse) est Žgalement utilisŽ pour la formation du produit. Le 
substrat utilisŽ pour la maintenance peut aussi •tre utilisŽ pour 
la synth•se du produit.
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Substrat pour la production nÕest pas directement couplŽ au 
mŽtabolisme  : le substrat pour la biomasse et celui pour la 
synth•se du produit ne sont pas les m•me (ou du moins utilisent 
des voies mŽtaboliques sŽparŽes)

Normalement les rŽactions de lÕanabolisme sont directement couplŽes ˆ celles du mŽtabolisme pour quÕil nÕy ai pas 
besoin de stocker lÕŽnergie et quÕaucun produit ne soit produit en exc•s. Le couplage signiÞe que les rŽactions 
sont contr™lŽes les unes par rapport aux autres et en corrŽlation directe avec le taux de croissance .

Un dŽcouplage du catabolisme et de lÕanabolisme peut arriver pour plusieurs raisons :
¥ Mutations
¥ DŽrŽgulation du mŽtabolisme (rŽpression, manque de substrat ou inhibition due au produit)
¥ Cycles futiles du substrat
¥ Changement dans le mŽtabolisme (changement de tempŽrature ayant pour effet un stress protŽique ou un 
changement de milieu)

CROISSANCE

La croissance est dŽÞnie comme lÕaccroissement de la masse et du volume cellulaire jusquÕˆ ce quÕune taille 
dŽÞnitive soit atteinte, moment o• la cellule doit se diviser. La croissance est donc accompagnŽe par une 
augmentation du nombre de cellules dans le temps.

Le volume de la cellule va donc augmenter du 
moment o• elle vient de subir une division jusquÕˆ 
ce quÕelle soit de nouveau capable de se diviser. 
Le graphique ci-contre montre la rŽpartition des 
diffŽrents Žtats cellulaire dÕune population en 
fonction de leur volume. On remarque que les 
cellules nouvellement formŽes (donc celles avec un 
volume minimal) sont les plus nombreuses, deux 
fois plus que les cellules en cours de division. 
Le volume cellulaire double pratiquement entre le 
volume minimal et le volume juste avant la division 
cellulaire.
La croissance dÕune population peut se faire par 

division binaire (bactŽries), bourgeonnement (levures), 
allongement dÕhyphes (moisissures, difÞcile ˆ dŽcrire 
mathŽmatiquement) ou par mitose. 

Il est important de pouvoir mesurer la biomasse en 
cours dÕune fermentation. Il faut que la mŽthode soit simple , prŽcise, robuste, stŽrilisable , peu cožteuse. Le fait de 
pouvoir mesurer plusieurs mŽtabolites ˆ la fois (FTIR) rŽduit le nombre de capteurs nŽcessaires.
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METHODES DE MESURE DIRECTES

DENSITE OPTIQUE

Utilisation dÕun spectrophotom•tre pour dŽterminer lÕabsorbance de la solution qui peut •tre directement corrŽlŽe ˆ 
la biomasse s•che de la culture. Selon la loi de lambert-beer : 

LÕabsorbance est donc dŽÞnie comme lÕinverse de la transmittance (qui correspond au rapport 
entre lÕintensitŽ lumineuse mesurŽe par le capteur et lÕintensitŽ initiale, en dÕautre termes il sÕagit 
de la quantitŽ de lumi•re ayant traversŽ la solution sans •tre absorbŽe). 
Connaissant la longueur de la cuve et le coefÞcient dÕexctinction (ε), il est donc possible de 
dŽterminer c, qui est la concentration de cellule en solution. Les mesures se font gŽnŽralement 
ˆ 600 ou 700nm. 

!  Cette mŽthode est rapide  et une utilisation on-line  est envisageable. Des biophotom•tres stŽrilisables existent.
"  Par contre elle ne donne pas dÕinformations sur la viabilitŽ des cellules et est inßuencŽes par les particules se 
trouvant dans le milieu (ainsi que par les Žventuelles bulles). Mais son plus gros dŽsavantage est quÕelle nŽcessite 
des dilutions importantes  et nÕest pas transposable dÕun organisme ˆ un autre sans une calibration prŽalable. De 
plus la loi de lambert-beer nÕest linŽaire que sur un certain intervalle.

METHODES DE COLORATION (EX : TRYPAN BLUE)

Le bleu de trypan est un rŽactif chromophore (couleur bleue) chargŽ nŽgativement et qui n'interagit pas avec la 
membrane si cette derni•re est intacte. Il ne va donc colorer que les cellules endommagŽes, permettant de 
dŽterminer la viabilitŽ dÕun Žchantillon. 

Les Žchantillons sont diluŽs puis mŽlangŽs avec le bleu de trypan. Une fois placŽs sur 
une cellule de comptage classique (HŽmocytom•tre type Neubau), le nombre de cellule 
totale est dŽterminŽ puis les cellules apparaissant de couleur bleue (cellules avec 
membrane endommagŽe) sont ˆ leur tour dŽnombrŽes. La biomasse est dŽterminŽe ˆ 
partir du nombre totale de cellule alors que la viabilitŽ est dŽterminŽ ˆ partir de cette 
formule :

!  MŽthode peu cožteuse et rapide ˆ mettre en place. De plus elle permet de dŽterminer la viabilitŽ de 
lÕŽchantillon. Il est Žgalement possible de dŽterminer la physiologie  gŽnŽrale des cellules.
"  Elle ne fonctionne quÕavec des cellules animales . De plus le comptage manuel sous microscope est souvent 
considŽrŽ comme Žtant peu Þable  (dŽpend grandement de lÕopŽrateur). Il est envisageable dÕutiliser un outil 
dÕanalyse dÕimage pour assurer un rŽsultat quantitatif. GŽnŽralement ofßine mais depuis peu possible via un by-
pass . 

COMPTAGE DE NOYAUX

Un volume connu de culture cellulaire est lysŽ par un traitement ˆ lÕacide citrique. Du 
violet de cristal est alors ajoutŽ ˆ la solution, ce qui va colorer les noyaux libŽrŽs. Il 
sufÞt alors ensuite de compter les noyaux violets sur une plaque de comptage. On 
consid•re gŽnŽralement quÕune cellule nÕa quÕun seul noyau. 

!  MŽthode peu cožteuse et rapide ˆ mettre en place pour conna”tre la densitŽ totale .
"  Ne permet pas de dŽterminer la viabilitŽ de lÕŽchantillon (tous les noyaux sont comptŽs )

! 

A =" #c#l = $log(
I
I 0

)
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ViabilitŽ =
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MASSE SECHE

Un volume connu de la culture est prŽlevŽ, centrifugŽ (ou ÞltrŽ en 0.2um), lavŽ ˆ plusieurs reprises et enÞn sŽchŽ 
pendant 12 heures ˆ 100¡C (ou 10min au micro-onde).

!  MŽthode facile ˆ mettre en place et qui fonctionne bien avec cultures bactŽriennes
"  Pas optimale avec cultures animales (densitŽ trop faible), sŽchage prend du temps . Des solides prŽsents en 
solution peuvent interfŽrer avec le rŽsultat. De plus il est nŽcessaire dÕavoir calibrŽ  la mŽthode avec la souche 
ŽtudiŽe pour corrŽler la masse avec un nombre de cellules.

COMPTEUR COULTER (=CASY)

Des particules en suspension dans un Žlectrolyte sont entra”nŽs par une pompe ˆ travers une petite ouverture dans 
la paroi dÕun isolant Žlectrique, ˆ travers lequel un courant a ŽtŽ Žtabli par deux Žlectrodes immergŽes. A chaque 
fois quÕune particule pŽn•tre dans la paroi, elle dŽplace son propre volume en Žlectrolyte ce qui va modiÞer 
lÕimpŽdance du courant. 

!  Permet de dŽterminer le nombre total de cellules, leur viabilitŽ, la taille et le volume cellulaire
"  Il est important de conna”tre les caractŽristiques des cellules avant la mesure, le volume et la taille pouvant 
inßuencer les rŽsultats obtenus. Pas adaptŽs aux cellules non sphŽriques.

MESURE DE CAPACITANCE

Sous lÕinßuence dÕun champ Žlectrique, les cellules peuvent •tre considŽrŽes comme de petits condensateurs. Leur 
membrane nÕest pas conductrice et favorise lÕaccumulation de charges. La capacitance peut •tre mesurŽe et 
dŽpend du type de cellule et leur nombre. A noter que seule les cellules avec une membrane intacte sont 
dŽtectŽe .

!  MŽthode insensible aux cellules mortes. On ne mesure que les cellules vivantes . Elle nÕest pas inßuencŽe par le 
milieu, les bulles ou encore les dŽbris.
"  Il faut que la solution soit homog•ne et que la taille des cellules soit constante. Il est Žgalement nŽcessaire de 
calibrer la mŽthode avec une rŽfŽrence (souvent comptage au microscope) .

METHODES INDIRECTES

Ces mŽthodes dŽtectent des changements dans la composition du milieu ou la composition des cellules elle-m•me 
qui pourraient •tre corrŽlŽ avec la croissance.

EVOLUTION DES PARAMETRES DE CULTURE

LÕŽvolution du pH de la culture est une indication de la croissance cellulaire (surtout pour les bactŽries, moins pour 
les cellules animales ˆ cause des tampons bicarbonate et la formation de lactate). CÕest une mŽthode pour contr™ler 
le feed lors dÕun fed-batch.

VISCOSITE DU MILIEU

Il existe une relation entre la viscositŽ du milieu de culture et de la concentration de cellules. Peu utilisŽe en industire 
car fait recours ˆ des mŽthodes chimiques complexes.

OXYGEN UPTAKE RATE (OUR)

LÕoxyg•ne consommŽ (qO2, le taux spŽciÞque dÕutilisation de lÕoxyg•ne) peut •tre dŽterminŽ de la mani•re 
suivante :

! 

qO2 =
OUR

x
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OUR est lÕoxyg•ne uptake rate soit la diffŽrence entre lÕoxyg•ne apportŽ et lÕoxyg•ne mesurŽ ˆ la sortie. x est la 
densitŽ cellulaire de la culture. Ainsi ces constantes respiratoires sont directement liŽes ˆ cette derni•re.

METHODES ENZYMATIQUES (EX: LACTATE DEHYDROGENASE)

LÕenzyme lactacte dehydrogenase catalyse la rŽduction du pyruvate en lactate qui est accompagnŽe de lÕoxydation 
de NADH en NAD+.

Pyruvate + NADH + H+ ⇌ NAD+ + lactate

Le NADH a une grande absorbance ˆ 340nm, ce qui nÕest pas le cas du NAD+. Il est donc possible de suivre la 
rŽaction ˆ lÕaide dÕun spectrophotom•tre. 
Pour la mesure du nombre de cellule, on fait une premi•re estimation de lÕactivitŽ de la LDH avec une Þltration de la 
culture. A cet instant, seules les cellules mortes ont libŽrŽ leurs enzymes dans lÕenvironnement, ce sera donc la 
seule activitŽ de mesurŽe. Les cellules sont ensuite lysŽes et lÕactivitŽ de la LDH est ˆ nouveau mesurŽe. Cette 
Žtape fournit lÕactivitŽ de lÕensemble des cellules, donc une estimation de la population totale. La diffŽrence entre 
les deux donne lÕestimation de la viabilitŽ .

Une autre mŽthode enzymatique Žtudie lÕactivitŽ mitochondriale de la cellule en suivant la formation de formazan 
(couleur pourpre) apr•s ajout de MTT. Seules les cellules vivantes peuvent faire la transformation.

!  MŽthode permet de dŽterminer la viabilitŽ de la culture. Fonctionne bien en culture continue car phase 
stationnaire.
"  Ne fonctionne en principe quÕavec des cellules immobilisŽes. De plus la mŽthode nÕest pas tr•s sensible. 
Fonctionne mieux avec cellules animales car le milieu utilisŽ est dŽÞni (moins dÕinterfŽrences). Signal dŽpend de la 
phase dans laquelle se trouve la cellule.

FLOW INJECTION ANALYSIS (FIA)

La FIA consiste ˆ injecter lÕŽchantillon ˆ analyser dans un ßux 
transportant un rŽactif. Alors que le ßux avance, lÕŽchantillon 
est dispersŽ dans le rŽactif et le produit se forme. Un dŽtecteur 
spŽciÞque va ensuite enregistrer le param•tre physique modiÞŽ 
par la rŽaction. 
Cette mŽthode peut •tre utilisŽe pour dŽtecter les diffŽrents 
composants du milieu de culture en cours de fermentation : un 
Žchantillon est prŽlevŽ, les cellules sont sŽparŽes par Þltration 
puis il est injectŽ dans la colonne de mesure.  On peut ainsi 
dŽterminer lÕammoniaque, le glucose, la glutamine ou le 
lactate. On peut, dÕapr•s ces donnŽes, dŽduire la densitŽ 
cellulaire.

FLUORESCENCE

Certains composants de la cellule sont naturellement ßuorescents (NADH, 
FADH, MNH). Il est Žgalement possible de rendre les cellules ßuorescentes 
par exemple en les faisant exprimer la GFP (Green Fluorescent Protein).
La cellule est irradiŽe par de la lumi•re ˆ une certaine longueur dÕonde, 
lÕabsorbe et va Žmettre ˆ une autre longueur dÕonde. On peut faire 
lÕhypoth•se que la ßuorescence est constante pour toute cellule : apr•s 
avoir Žtabli une courbe de calibration, il est possible dÕestimer la population.
Une analyse FACS (cytomŽtrie) permet de dŽterminer tr•s prŽcisŽment le 
nombre de cellules ˆ condition quÕelles poss•dent un ßuorochrome. Elles 
sont entra”nŽes dans une veine liquide et passent devant une sourc 
elumineuse qui les illumine une par une. La ßuorescence Žmise par chaque 
micro-organisme est captŽe par un photomultiplicateur et analysŽe. Les 
rŽsultats sont traduits en histogramme qui donne le nombre dÕŽvŽnements 

en fonction de lÕintensitŽ de la ßuorescence.
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PRODUCTION DE CHALEUR

La production de chaleur lors de la fermentation est directement proportionnelle ˆ la consommation dÕoxyg•ne 
(oxyg•ne uptake rate) et donc ˆ la population. Un syst•me calorimŽtrique est utilisŽ pour dŽterminer la quantitŽ de 
chaleur produite en cours de fermentation.

FTIR (Fourrier transform infra-red spectroscopy)

La spectroscopie infrarouge est basŽe sur lÕabsorption de lumi•re apr•s excitations des molŽcules (qui doivent 
possŽder un moment dipolaire). Certains groupes ont un spectre IR caractŽristique comme les groupes mŽthyl, les 
groupes hydroxydes, les groupes phŽnoliques. Permet de dŽterminer le CO2, le lactate  ou encore le glucose  
prŽsent dans le milieu. Pour se faire un spectre des substances pures est rŽalisŽ. Les longueurs dÕonde 
dÕabsorption pour chacun des composŽs est dŽterminŽe et permet de suivre lÕŽvolution des concentrations dans le 
milieu.
Un avantage certain de la technique est la possibilitŽ de stŽriliser la sonde. 

CONCLUSION

Une bonne mŽthode de dŽnombrement de la biomasse est rapide, facile ˆ utiliser, Þable et surtout peu cožteuse.
Il est possible de dŽterminer la densitŽ cellulaire online (OD, FTIR, OUR,...). Par contre la dŽtermination du produit 
est beaucoup plus dŽlicate. Il en va de m•me pour la dŽtection de la glycosylation. 
Le FTIR est la seule mŽthode permettant la dŽtection online de mŽtabolite et qui soit stŽrilisable. Mais vu que la 
densitŽ cellulaire en culture est relativement basse, les mŽtabolites varient lentement et donc une mŽthode ofßine 
est souvent sufÞsante. 
Les cultures a haute densitŽ rŽpondent beaucoup plus rapidement et ont besoin de plus de surveillance et de 
contr™le.
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