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COMPTAGE DE CELLULES

INTRODUCTION

La mesure la plus importante lors dOune culture cellulaire est celle de labiomasse . Bien que la production ne soit
pas toujours liZe ~ la biomasse, il reste nZcessaire de conna’tre la concentration en cellules dans le rZacteur pour
optimiser le processus.

CORRELATION ENTRE CROISSANCE ET PRODUCTION

Il existe principalement 3 cas de bPgure concernant la relation entre la croissance de IOorganisme et la production
dOun produit P.

A

X
p Directement corrZIZe " la croissance : la production suit la courbe de croissance de
IOorganisme. Elle commence peu apres le dZbut de la croissance et se rZduit lorsque la phase
stationnaire est atteinte.
Temps
‘ X
p  Partiellement corrZIZe " la croissance  : la production est proportionnelle ~ la biomasse mais ne
dZmarre pas forcZment au meme moment.
Temps
A X
P Non-corrZlZe " la croissance  : la courbe de production ne commence pas au meme moment
gue celle de croissance et la quantitZ de produit nOest pas proportionnelle ~ la biomasse.

Temps

ASSOCIATION ENTRE PRODUCTION ET GENERATION DOENERGIE (CINETIQUE DE PRODUCTION)

¥ Produits directement _ associZs ~ une gZnZration dOZnergie dans la cellule  : ce sont les produits issus
directement du catabolisme. Dans la plupart des cas il sOagit de produit de fermentation anaZrobe (Zthanol, acide
acZtique, acZtone, butanol, acide lactique)

¥ Produits indirectement _ associZs ~ une gZnZration dOZnergie dans la cellule : produits de IGnabolisme tels que
les acides aminZs, |Qacide citrique, les nuclZotides.

¥ Produits sans couplage ~ une gZnZration dOZnergie  : principalement des produits issus du mZtabolisme
secondaire (antibiotiques) mais Zgalement les vitamines.

UTILISATION DU SUBSTRAT POUR LA PRODUCTION

Substrat pour production couplZe au mZtabolisme de - _p Biomasse

production dOZnergie : le substrat utilisZ pour la croissance Subsirat pour b CO,+HLO

(biomasse) est Zgalement utilisZ pour la formation du produit. Le |_!acroissance L - > Produit excrit?
e X . . e X -=- Uit ext

substrat utilisZ pour la maintenance peut aussi «tre utilisZ pour Substrat pour la > CO, + Hy0

la synth-se du produit. maintenance | \ /|

Produit excrZtZ
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Substrat pour la production nOest pas directement couplZ au - -- > Biomasse
mZtabolisme : le substrat pour la biomasse et celui pour la Substrat pour cmeel——g> CO, +H,0
synthese du produit ne sont pas les meme (ou du moins utilisent la croissance
des voies mZtaboliques sZparZes) Substratpour |a | ([ . _ . _ . > CO, +H,0
maintenance
Suberatrons | [ oo
Produit excrZtZ

Normalement les rZactions de IQanabolisme sont directement couplZes " celles du mZtabolisme pour qubil nOy ai pas
besoin de stocker I0Znergie et quOaucun produit ne soit produit en exces.Le couplage signibe que les rZactions
sont contr™|Zes les unes par rapport aux autres et en corrZlation directe avec le taux de croissance

Un dZcouplage du catabolisme et de IOanabolisme peut arriver pour plusieurs raisons :

¥ Mutations

¥ DZrZgulation du mZtabolisme (rZpression, manque de substrat ou inhibition due au produit)

¥ Cycles futiles du substrat

¥ Changement dans le mZtabolisme (changement de tempZrature ayant pour effet un stress protZique ou un
changement de milieu)

CROISSANCE
La croissance est dZbnie comme IOaccroissement de la masse et du volume cellulaire jusqu®” ce qudune taille
dZPnitive soit atteinte, moment o la cellule doit se diviser. La croissance est donc accompagnZe par une

augmentation du nombre de cellules dans le temps.

Le volume de la cellule va donc augmenter du newly formed cells

. . L ~n 54
moment o elle vient de subir une division jusquO
ce quOelle soit de nouveau capable de se diviser.
Le graphique ci-contre montre la rZpartition des 4]

diffZrents Ztats cellulaire dOune population en
fonction de leur volume. On remarque que les Frequency
cellules nouvellement formZes (donc celles avec un 3
volume minimal) sont les plus nombreuses, deux
fois plus que les cellules en cours de division.

growing cells

Le volume cellulaire double pratiquement entre le 2] -
L. . L dividing cells
volume minimal et le volume juste avant la division
cellulaire.
La croissance dOune population peut se faire par 14
Type de cellule Temps de dZdoublement
_ ] 05 1.0 15
Animale Environ 24h
Volume (pm?)
Levure Environ 2h division binaire (bactZries), bourgeonnement (levures),
allongement dOhyphes (moisissures, difpcile ™ dZcrire
BactZrie Environ 1h mathZmatiqguement) ou par mitose.

Il est important de pouvoir mesurer la biomasse en
cours dOune fermentation. Il faut que la mZthode soitsimple , prZcise, robuste, stZrilisable , peu coZteuse. Le fait de
pouvoir mesurer plusieurs mZtabolites ~ la fois (FTIR) rZduit le nombre de capteurs nZcessaires.
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METHODES DE MESURE DIRECTES

DENSITE OPTIQUE

Utilisation dOun spectrophotometre pour dZterminer IQabsorbance de la solution qui peut stre directement corrZlZe
la biomasse seche de la culture. Selon la loi de lambert-beer :

A="HcH :$Iog(||—)
0 |

LOabsorbance est donc dZbnie comme IQinverse de la transmittance (qui correspond au rapport -n
——

entre |0intensitZ lumineuse mesurZe par le capteur et IQintensitZ initiale, en dDautre termes il sOag

de la quantitZ de lumiere ayant traversZ la solution sans stre absorbZe). A 5 L J
Connaissant la longueur de la cuve et le coefpcient dOexctinction §€), il est donc possible de
dZterminer c, qui est la concentration de cellule en solution. Les mesures se font gZnZralement "‘1"

~ 600 ou 700nm.

I Cette mZthode est rapide et une utilisation on-line est envisageable. Des biophotomstres stZrilisables existent.

" Par contre elle ne donne pas dOinformations sur la viabilitZ des cellules et est inRuencZes par les particules se
trouvant dans le milieu (ainsi que par les Zventuelles bulles). Mais son plus gros dZsavantage est quOelle nZcessite
des dilutions importantes et nOest pas transposable dOun organisme " un autre sans unealibration prZalable. De
plus la loi de lambert-beer nOest linZaire que sur un certain intervalle.

METHODES DE COLORATION (EX : TRYPAN BLUE)

Le bleu de trypan est un rZactif chromophore (couleur bleue) chargZ nZgativement et qui n'interagit pas avec la
membrane si cette dernisre est intacte. Il ne va donc colorer que les cellules endommagZes, permettant de
dZterminer la viabilitZ dOun Zchantillon.

Les Zchantillons sont diluZs puis mZlangZs avec le bleu de trypan. Une fois placZs sur
une cellule de comptage classique (HZmocytomstre type Neubau), le nombre de cellule
totale est dZterminZ puis les cellules apparaissant de couleur bleue (cellules avec
membrane endommagZe) sont " leur tour dZnombrZes. La biomasse est dZterminZe ~
partir du nombre totale de cellule alors que la viabilitZ est dZterminZ " partir de cette
formule :

n(cellules bleues)loo%
n(total)

ViabilitZ =

| MZthode peu coZteuse et rapide ~ mettre en place. De plus elle permet de dZterminer la viabilitZ de
I&Zchantillon. Il est Zgalement possible de dZterminer la physiologie gZnZrale des cellules.

" Elle ne fonctionne qudavec descellules animales . De plus le comptage manuel sous microscope est souvent
considZrZ comme Ztant peu Pable (dZpend grandement de IOopZrateur). Il est envisageable dOutiliser un outil
d@nalyse dOimage pour assurer un rZsultat quantitatif. GZnZralement ofRine mais depuis peu possible via un by-

pass.

COMPTAGE DE NOYAUX 1
.
Un volume connu de culture cellulaire est lysZ par un traitement ~ IQacide citrique. Du ¢ 50T aE
violet de cristal est alors ajoutZ " la solution, ce qui va colorer les noyaux libZrZs. || R
sufpt alors ensuite de compter les noyaux violets sur une plaque de comptage. On *
considere gZnZralement quOune cellule nOa quOun seul noyau. o

| MZthode peu coZteuse et rapide ~ mettre en place pour conna’tre la densitZ totale .
" Ne permet pas de dZterminer la viabilitZ de IOZchantillontpus les noyaux sont comptZs )
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MASSE SECHE

Un volume connu de la culture est prZlevZ, centrifugZ (ou bltrZ en 0.2um), lavZ ~ plusieurs reprises et enbn sZchZ
pendant 12 heures " 100;C (ou 10min au micro-onde).

MZthode facile ~ mettre en place et qui fonctionne bien avec cultures bactZriennes
" Pas optimale avec cultures animales (densitZ trop faible), sZchage prend du temps . Des solides prZsents en
solution peuvent interfZrer avec le rZsultat. De plus il est nZcessaire dOavoicalibrZ la mZthode avec la souche
ZtudiZe pour corrZler la masse avec un nombre de cellules.

COMPTEUR COULTER (=CASY)

Des particules en suspension dans un Zlectrolyte sont entra’nZs par une pompe " travers une petite ouverture dans
la paroi dOun isolant Zlectrique, " travers lequel un courant a ZtZ Ztabli par deux Zlectrodes immergZes. A chaque
fois quOune particule pZnetre dans la paroi, elle dZplace son propre volume en Zlectrolyte ce qui va modiber
IGimpZdance du courant.

Permet de dZterminer le nombre total de cellules, leur viabilitZ, la taille et le volume cellulaire
" Il est important de conna”tre les caractZristiques des cellules avant la mesure, le volume et la taille pouvant
inBuencer les rZsultats obtenus. Pas adaptZs aux cellules non sphZriques.

MESURE DE CAPACITANCE

Sous I0inRuence dOun champ Zlectrique, les cellules peuvent stre considZrZes comme de petits condensateurs. Leur
membrane nOest pas conductrice et favorise IOaccumulation de charges. La capacitance peut stre mesurZe et
dZpend du type de cellule et leur nombre. A noter que seule les cellules avec une membrane intacte sont

dZtectZe .

MZthode insensible aux cellules mortes. On ne mesure que les cellules vivantes . Elle nOest pas inRuencZe par le
milieu, les bulles ou encore les dZbris.
" |l faut que la solution soit homogene et que la taille des cellules soit constante. |l est Zgalement nZcessaire de
calibrer la mZthode avec une rZfZrence (souvent comptage au microscope)

METHODES INDIRECTES

Ces mZthodes dZtectent des changements dans la composition du milieu ou la composition des cellules elle-meme
qui pourraient stre corrZIZ avec la croissance.

EVOLUTION DES PARAMETRES DE CULTURE

L&Zvolution du pH de la culture est une indication de la croissance cellulaire (surtout pour les bactZries, moins pour
les cellules animales " cause des tampons bicarbonate et la formation de lactate). COest une mZthode pour contr™ler
le feed lors dOun fed-batch.

VISCOSITE DU MILIEU

Il existe une relation entre la viscositZ du milieu de culture et de la concentration de cellules. Peu utilisZe en industire
car fait recours ~ des mZthodes chimiques complexes.

OXYGEN UPTAKE RATE (OUR)

LOoxygene consommZ (qO2, le taux spZcibque dOutilisation de 1Ooxygene) peut stre dZterminZ de la manisre
suivante :

OUR
X

Co: =
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OUR est IOoxygene uptake rate soit la diffZrerce entre IOoxygene apportZ et IOoxygene mesurZ ~ la sortie x est la
densitZ cellulaire de la culture. Ainsi ces constantes respiratoires sont directement liZes " cette derniere.

METHODES ENZYMATIQUES (EX: LACTATE DEHYDROGENASE)

LOenzyme lactacte dehydrogenase catalyse la rZduction du pyruvate en lactate qui est accompagnZe de |Qoxydation
de NADH en NAD+.

Pyruvate + NADH + H* = NAD* + lactate

Le NADH a une grande absorbance ~ 340nm, ce qui nOest pas le cas du NAD'. Il est donc possible de suivre la
rZaction " 10aide dOun spectrophotomstre.

Pour la mesure du nombre de cellule, on fait une premisre estimation de IQactivitZ de la LDH avec une Pltration de la
culture. A cet instant, seules les cellules mortes ont libZrZ leurs enzymes dans IOenvironnement, ce sera donc la
seule activitZ de mesurZe. Les cellules sont ensuite lysZes et IQactivitZ de la LDH est ~ nouveau mesurZe. Cette
Ztape fournit I®activitZ de IOensemble des cellules, donc une estimation de la population totaleLa diffZrence entre
les deux donne IQestimation de la viabilitZ

Une autre mZthode enzymatique Ztudie IQactivitZ mitochondriale de la cellule en suivant la formation de formazan
(couleur pourpre) apres ajout de MTT. Seules les cellules vivantes peuvent faire la transformation.

I MZthode permet de dZterminer la viabilitZ de la culture. Fonctionne bien en culture continue car phase
stationnaire.

" Ne fonctionne en principe quavec des cellules immobilisZes. De plus la mZthode nOest pas tres sensible.
Fonctionne mieux avec cellules animales car le milieu utilisZ est dZpbni (moins dOinterfZrences). Signal dZpend de la
phase dans laquelle se trouve la cellule.

FLOW INJECTION ANALYSIS (FIA)

La FIA consiste " injecter IOZchantillon ~ analyser dans un Rux
transportant un rZactif. Alors que le Bux avance, [OZchantillon
est dispersZ dans le rZactif et le produit se forme. Un dZtecteur
spZcibque va ensuite enregistrer le parametre physique modibZ
par la rZaction.

Cette mZthode peut «tre utilisZe pour dZtecter les diffZrents -
composants du milieu de culture en cours de fermentation : un
Zchantillon est prZlevZ, les cellules sont sZparZes par bltration
pgis il est injgth dans la colonne de mesure. On peut ainsi -+ ™ Reagent ‘
dZterminer IOammoniaque, le glucose, la glutamine ou le
lactate. On peut, dOapres ces donnZes, dZduire la densitZ
cellulaire.

FLUORESCENCE
Certains composants de la cellule sont naturellement Ruorescents (NADH,
i ) s 1 FADH, MNH). Il est Zgalement possible de rendre les cellules Ruorescentes
w2 par exemple en les faisant exprimer la GFP (Green Fluorescent Protein).
1o ” L~a cellule est irragiZe par de la lumiere " une cer:taine longueur dOonde,
IOabsorbe et va Zmettre ~ une autre longueur dOonde. On peut faire
§wsr- I®hypothese que la Buorescence est constante pour toute cellule : apres
avoir Ztabli une courbe de calibration, il est possible dDestimer la population.
=1 Une analyse FACS (cytomZtrie) permet de dZterminer tres prZcisZment le
\ ' . nombre de cgllules ~ condition quOelles possedent un Ruorochrome. Elles
1 1o o o ' sont entra’nZes dans une veine liquide et passent devant une sourc
Regon] ot | werist | wal] e elumineuse qui les illumine une par une. La Ruorescence Zmise par chaque
"G e weo o i micro-organisme est captZe par un photomultiplicateur et analysZe. Les

R4 2906 9.69 3.94 6.70

rZsultats sont traduits en histogramme qui donne le nombre dOZvZnements
en fonction de IOintensitZ de la Ruorescence.
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PRODUCTION DE CHALEUR

La production de chaleur lors de la fermentation est directement proportionnelle ~ la consommation dOoxygene
(oxygene uptake rate) et donc " la population. Un systeme calorimZtrique est utilisZ pour dZterminer la quantitZ de
chaleur produite en cours de fermentation.

FTIR (Fourrier transform infra-red spectroscopy)

La spectroscopie infrarouge est basZe sur IQabsorption de lumisre apres excitations des molZcules (qui doivent
possZder un moment dipolaire). Certains groupes ont un spectre IR caractZristique comme les groupes mZthyl, les
groupes hydroxydes, les groupes phZnoliques. Permet de dZterminer le COy, le lactate ou encore le glucose
prZsent dans le milieu. Pour se faire un spectre des substances pures est rZalisZ. Les longueurs dOonde
dOabsorption pour chacun des composZs est dZterminZe et permet de suivre I0Zvolution des concentrations dans le
milieu.

Un avantage certain de la technique est la possibilitZ de stZriliser la sonde.

CONCLUSION

Une bonne mZthode de dZnombrement de la biomasse est rapide, facile ~ utiliser, Pable et surtout peu coZteuse.

Il est possible de dZterminer la densitZ cellulaire online (OD, FTIR, OUR,...). Par contre la dZtermination du produit
est beaucoup plus dZlicate. Il en va de meme pour la dZtection de la glycosylation.

Le FTIR est la seule mZthode permettant la dZtection online de mZtabolite et qui soit stZrilisable. Mais vu que la
densitZ cellulaire en culture est relativement basse, les mZtabolites varient lentement et donc une mZthode ofRRine
est souvent sufpsante.

Les cultures a haute densitZ rZpondent beaucoup plus rapidement et ont besoin de plus de surveillance et de
contr™le.
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