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INTRODUCTION
Le suivi microbiologique pendant le processus de
vinification fournit des informations importantes
surl’ëtat de la ferrnentation ou sur la qualitë du vin
fini. Par exemple, l’observation d’une mortalitë le-
vurienne ëlevëe permet de confirmer une fermen-
tation bloquëe ou l’identification de micro-orga-
nismes tels que Brettanomyces renseigne sur la
potentielle altëration du vin fini. Aux cötës des ou-
tils de la microbiologie classique, deux nouvelles
mëthodes d’investigation ont ëmergë: la biologie
molëculaire et la cytomëtrie en flux. Alors que la
biologie molëculaire s’intëresse principalement ä

la caractërisation des acides nuclëiques prësents
dans les micro-organismes, la cytomëtrie en flux
fournit des informations structurelles et fonction-
nelles pour chaque cellule bactërienne ou levu-
rienne analysëe. Dans cet article nous prësentons
ces outils d’investigation microbiologique et discu-
tons de leurs complëmentaritës dans la recherche
et dans la pratique en oenologie.

micro-organisme par l’observation des colonies
ou par l’utilisation de milieux sëlectifs (par
exemple milieu DBDM pour Brettanomyces/Dek-
kera) . De maniëre gënërale, ces outils analytiques
sont simples ä mettre en uuvre et peu coüteux. En
revanche, la numëration et la dëtermination, tant
au microscope que sur les boites, peuvent montrer
une certaine variabilitë analytique. En outre, la
culture sur botte peut prendre plusieurs jours, im-
pactant de maniëre non nëgligeable le suivi de la
fermentation. De plus, la numëration sur bolte ne
tient pas en compte des micro-organismes vivants
qui ne sont pas cultivables (Viable not Cultiuable,
VNC). Celapeut se traduire par un faux nëgatif(rë-
sultat: absence de Brettanomyces alors qu’ils sont
prësents en ëtat VNC).
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LABIOLOGIE MOLECULAIRE
La biologie molëculaire traite de l’ëtude et de la ca-
ractërisation des acides nuclëiques, tel que l’ADN.
L’ADN est un polymëre de 4 nuclëotides (adënosine,
thymidine, guanosine et cytosine) disposëes en
sëquence avec diffërentes combinaisons sur toute
la longueur de la molëcule. La sëquence nuclëoti-
clique de l’ADN est trës variable entre les orga-
nismes vivants et est utilisëe en unologie pour
dëterminer prëcisëment les micro-organismesprë-
sents avec une rësolution trës fine. Avec les m6-
thodes molëculaires, iI est possible de dëtecter
diffërentes souches de S. cereuislae. L’une des
mëthodes de la biologie molëculaire largement uti-
lisëes en mnologie est la rëaction de polymërisa-
tion en chaine (PCR). La mëthode permet d’analy-
ser l’ADN prësent en faible quantitë au sein des
ëchantillons (exemple un ëchantillon de mo fIt non
ensemencë). De plus, cette technique permet la dë-
termination de sëquences spëcifiques d’ADN, ca-
ractëristiques des diffërentes espëces bactëriennes
ou levuriennes prësentes dans l’ëchantillon. Un
systëme PCR pour l’cEnologie (Genedisc, PaID, est
disponible dans le commerce et est utilisë dans les
laboratoires ä la HES-SO de Changins. Aprës lyse
cellulaire et extraction d’ADN, gräce äune rëaction

OUTILS DE LA MICROBIOLOGIE CLASSIQUE
En CDnologie, la technique d’investigation directe
des micro-organismes consiste ä prëlever un
ëchantillon de mofrt, d’une fermentation ou d’un
vin fini afin de 1’observer au microscope ä l’aide
d’une chambre de comptage (Fig.1 A). Les micro-
organismes d’intërët sont identif:iës et dënombrës.
Gräce ä l’utilisation de colorants, il est possible de
fournirune ëvaluation des cellules endommagëes.
L’identification et le comptage des micro-orga-
nismes sur la boite de Pëtri, au contraire, est une
mëthode indirecte puisqu’elle permet la crois-
sance de micro-organismes ä partir de l’ëchantil-
Ion de dëpart. Dans ce cas, diffërentes dilutions
d’un ëchantillon sont ensemencëes sur des boites

de Pëtri et incubëes pendant 1 ä 7 jours. Les mi-
cro-organismes d’intërët sont reconnus et comp-
tës non plus individuellement mais en tant qu’uni-
tës formant des colonies (UFC) (Fig.1B). L’analyse
sur boites de Pëtri est largement utilisëe en vinifi-
cation car eIle permet de reconnaTtre le type de
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Fig.1 Les trois catëgories d'outils de la microbiologie. A. Comptage direct des micro-organismes.
Une aliquote de l’ëchantillon est chargëe dans la chambre de comptage (flëche blanche) et les microor-
ganismes sont dënombrës par observation au microscope. B. Colonies de levures en croissance sur mi-
lieu gëlatineux dans boite de Petri. C. Le systëme PCR Genedisc de Pall, utilisë par l'ëcole HES-SO de
Changins. Les ëchantillons d'ADN sont chargës dans les micro-puits du disque (flëche noir). Une fois
insërëe dans le systëme (flëche blanche), la rëaction PCR aura lieu dans les puits et le rësultat s'affiche
ä l’ëcran. D. L'analyzateur de cytometrie en flux MACSQuant de Miltenyi Biotech, utilisë par Agroscope.
Un petit volume (20–100 microlitres) de l’ëchantillon contenant les micro-organismes est automatique-
ment prëlevë d'une aiguille (flëche blanche) et analysë. E. Graphique < Dot plot » illustrant les rësultats
d'une analyse de cytomëtrie en flux. Chaque cellule est reprësentëe par un point (carrë bleu). Des groupes
de cellules qui possëdent les mëmes caractëristiques de fluorescence ëmise par des rëactifs particuliers
sont regroupës en groupes. Le graphique montre les populations de cellules vivantes [entourëes en rouge)
et mortes (entourëes en vert) et leur pourcentage par rapport au nombre total de cellules.
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PCR, il est possible d’identifier S. cereuisiae, Bret-
tanomyces, Schizosaccharomyces, Zygosaccha-
romyces tant vivantes que VNC en 3 heures (Fig. 1C).
Bien que les outils de la biologie molëculaire soient
spëcifiques et extrëmement sensibles, ils ne four-
nissent gënëralement pas d’informations fonction-
nelles (viabilitë, activitë mëtabolique, etc.) sur la
population de micro-organismes examinës. Il est
donc nëcessaire de disposer d’autres mëthodes qui
analysent les cellules dans cette perspective.

visualisëes ä l’aide d’un ordinateur sous forme de
points sur des graphiques appelës « dot plots », qui
affichent sur les axes X et Y une ëchelle croissante

des valeurs de fluorescence (Fig. 1E). La fluores-
cence est ëmise directement ä partir de rëactifs qui
indiquent l’ëtat physiologique des cellules. A ce
propos, des sondes fluorescentes pour le mëtabo-
lisme, la viabilitë ou pour l’identification phënoty-
pique sont disponibles. En CEnologie, la FCM a ëtë
appliquëe avec succës pour dëterminer l’ëtat phy-
siologique (cellules vivantes/mortes) et la concen-
tration des micro-organismes lors des përiodes de
vinification. En outre, cette mëthode a permis de
mettre en ëvidence des cellules VNC, qui ne sont
pas prises en compte par les techniques conven-
tionnelles. En gënëral, la FCM fournit des informa-
tions sur la microbiologie de la fermentation en un
temps trës court (quelques minutes) et peut ëtre
considërëe comme un outil presque « en ligne ». Au
niveau commercial, il existe des appareils et des
rëactifs optimisës pour 1’analyse microbiologique
des moÜts, des fermentations ou des vins finis (par
exemple le systëme Sysmex). Ils peuvent ëtre mis

LA CYTOMETRIE EN FLUX
La cytomëtrie en flux (FCM) est une mëthode lar-
gement utilisëe dans le domaine de recherche bio-
mëdical. Cette technique permet de caractëriser
un nombre ëlevë de cellules et de fournir des infor-

mations spëcifiques ä chaque cellule analysëe. En
bref, dans un cytomëtre (Fig. 1D), les cellules sont
guidëes les unes aprës les autres dans un systëme
fluidiquejusqu’ä un point d’interrogation. A cet en-
droit, elles sont excitëes par un faisceau de lumiëre
laser et la fluorescence ëmise est collectëe par un
systëme ëlectronique. Les cellules sont finalement
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A Cellules vivantes/ml Cellules mortes/ml -'’Oechsle

Fig. 2. Suivi par cytomëtrie en flux d'une fermentation alcoolique d'un moüt de Chasselas
inoculë avec Saccharomyces cerevisiae ä l'aide d’un biorëacteur de 30 L. En bleu la concen-
tration [cellules/ml) de levures vivantes en orange la concentration de cellules mortes.
La courbe dëcrit la tendance des valeurs densitomëtriques mesurëes en degrës Oechsle.
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en muvre de maniëre relativement simple dans les
laboratoires de microbiologie CEnologique. La FCM
est utilisëe et en cours de dëveloppement ä l’Agros-
cope de Changins et prendra de plus en plus d’im-

portance tant pour le suivi analytique de la vinifi-
cation en cave que pour l’expërimentation au
niveau du laboratoire oü elle servira ä ëtudier en
dëtails les mëcanismes cellulaires sous-jacents aux
fermentations (Fig. 2).

ANNONCE DISCUSSION ET CONCLUSIONS
Les outils d’analyse dëcrits dans l’article prä-
sentent ä la fois des avantages et des inconvë-
nients. Les analyses microbiologiques classiques
offrent des capacitës d’identification phënoty-
pique etune facilitë de mise en muvre. Cependant,
ils peuvent prësenter une variabilitë analytique et
des temps d’exëcution longs. Les mëthodes de bio-
logie molëculaire, bien qu’extrëmement spëci-
fiques et sensibles, ne sont gënëralement pas ca-
pables de fournir des informations fonctionnelles
au niveau cellulaire. Enfin, la cytomëtrie en flux,
une mëthode puissante et polyvalente pour dëfi-
nirlafonctionnalitë au niveau de la cellule unique,
n’est pas en mesure, du moins pour 1’instant, de
fournir un niveau ëlevë d’identification taxono-
mique des micro-organismes. Idëalement, toutes
ces possibilitës analytiques devraient ëtre utili-
sëes.conjointement, car l’une peut rësoudre les li-
mites de l’autre. C’est dans cet esprit que nous dë-
veloppons un centre de compëtence pour la
recherche en microbiologie mnologique sur le site
de Changins, (collaboration entre Agroscope et la
HES-SO Changins). La possibilitë de dëvelopper
et idëalement de transfërer diffërents supports de
suivi microbiologique pourrait ëtre avantageuse
pour les principaux acteurs du domaine CEnolo-
gique que sont les encaveurs et les laboratoires
cantonaux et privës. b

epuis prës de 50 ans auprës de vous
en Suisse. dans les cantons de Genëve

Tessin, Valais Vaud.
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PEPINIERES VITICOLES • la tragabilitë et le
contröle sanitaire
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Aprës plus de 60 ans
d’exercice de notre
mëtier, nous portons

une grande attention ä
la qualitë de nos plants.

• les contröles effectuës
par un organisme
indëpendant ,

• posslbilitë de greffer
vos sëlections

+33 (0)6.70.73.98.10.
www.pepinieres-viticoles-fay.fr


