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Introduction générale 

De nombreux genres et espèces de levures sont retrouvés lors de l’élaboration du vin. 

L’environnement du moût de raisin permet leur croissance. Mais du fait des conditions acides du 

moût (pH : 3,0-3,5), cela confère un habitat naturel propice seulement pour de petits groupes 

microbiens qui sont acido-tolérants tels que les bactéries lactiques (BL), les bactéries acétiques 

(BA) et les levures.  

 

L’activité métabolique des levures a un impact considérable sur la composition du vin et par 

conséquent sur ses propriétés organoleptiques (Fleet, 2003; Gil et al., 1996; Lema et al., 1996; 

Romano et al., 2003). De plus, les levures ont une influence majoritaire du fait de leur rôle lors de 

la fermentation alcoolique (FA) (Fleet, 1993) réalisée principalement par Saccharomyces 

cerevisiae. De nombreux facteurs affectent l’écologie microbienne dont la composition du jus de 

raisin qui est le plus important (faible pH, concentration en sucre élevée). Outre S. cerevisiae, de 

nombreux autres genres et espèces de levures sont présents durant la vinification avec des 

impacts importants sur la qualité du vin (positif ou négatif). De nombreuses études s’intéressent à 

ce jour à ces levures dites non-Saccharomyces.  

 

Généralement, lorsque la FA est terminée et que les conditions sont propices, une seconde 

fermentation peut s’effectuer, appelée la fermentation malolactique (FML). Les bactéries 

retrouvées lors de cette étape sont des bactéries lactiques (BL). On peut les retrouver sur le raisin, 

dans le moût de raisin et dans le vin. Le raisin non endommagé contient une concentration 

inférieure à 103 cellules par gramme (Lafon-Lafourcade et al., 1983). Bien que de nombreux 

microorganismes soient inhibés par des concentrations d’éthanol supérieures à 4%, les espèces 

bactériennes éthanol-tolérantes peuvent survivre en vin. Plusieurs espèces de BL telles que 

Lactobacillus spp. et Oenococcus oeni peuvent croitre avec de hautes concentrations en éthanol. 

Les BL utilisent les sucres soit par la voie homo- ou hétéro-fermentaire et assurent la FML 

transformant l’acide L-malique du raisin en acide L-lactique. Leur activité est recherchée pour 

assurer cette deuxième fermentation mais ensuite leur présence n’est plus souhaitée. En effet, des 

altérations telles que la piqure lactique mais également l’amertume et la tourne peuvent être 

engendrées par la présence de ces bactéries (Alexandre et al., 2008).  
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Durant l’élaboration du vin, du raisin jusqu’au vin fini lors de l’élevage, de nombreux 

microorganismes d’altération peuvent se développer et entrainer d’importantes déviations 

organoleptiques aboutissant à un rejet du produit par le consommateur.  

 

Concernant les levures d’altération, 4 groupes peuvent être mis en évidence :  

Groupe 1 : levures fermentaires (Saccharomyces cerevisiae et Zygosaccharomyces 

bailii) ; capables de re-fermenter les sucres résiduels dans le vin en bouteille avec 

une forte concentration en éthanol (> 13% v/v) 

Groupe 2 : levures de voile (Hansenula, Pichia, Metschnikowia et Debaryomyces) 

Groupe 3 : levures désacidifiantes (Schizosaccharomyces) ; capables de dégrader 

l’acide L-malique en éthanol et gaz carbonique 

Groupe 4 : altération par Brettanomyces spp. ; capable de produire notamment des 

composés à odeurs désagréables (sueur de cheval, écurie, gouache, « goût de 

souris »). 

 

Cette dernière est la levure le plus souvent problématique pour les vignerons car elle engendre 

d’importantes déviations organoleptiques du vin. Les principales molécules odorantes entrainant 

l’altération sont les phénols volatils. Ces derniers sont produits suite à une décarboxylation des 

acides hydroxycinnamiques issus du raisin (acide p-coumarique, acide férulique et acide 

caféique) conduisant aux vinylphénols (4-vinylphénol, 4-vinylgaïacol et 4-vinylcatéchol). Ces 

derniers sont ensuite réduits en éthylphénols (respectivement 4-éthylphénol, 4-éthylgaïacol et 4-

éthylcatéchol). Seule B. bruxellensis est capable de réaliser cette réduction durant la vinification 

ou en vin fini (Smith et Divol, 2016).  

 

Les bactéries acétiques (BA) sont également omniprésentes tout au long de la vinification et de 

l’élevage du vin. Ces bactéries peuvent entrainer une augmentation de l’acide acétique (odeur de 

vinaigre) du vin donc de l’acidité volatile qui est réglementée au niveau Européen (CE 

606/2009). Ces bactéries entrainent également la production d’acétate d’éthyle (odeur de vernis, 

colle, dissolvant). Ces deux composés conduisent à un durcissement du vin même à très faible 
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dose. Les principaux genres retrouvés en œnologie sont Acetobacter, Gluconobacter et 

Gluconacetobacter.  

 

B. bruxellensis et les BA sont les principaux microorganismes d’altération du vin d’un point de 

vue organoleptique mais également visuel (fleur de surface et/ou décoloration du vin). Cela peut 

donc entrainer de fortes pertes économiques pour les vignerons en dépréciant les caractères de 

leur vin. De plus, les pratiques utilisées à la vigne mais également au chai évoluent vers une 

diminution de l’utilisation d’intrants afin de produire du vin dit « naturel ». Ainsi, le risque de 

développement microbien non désirable augmente. Il est donc nécessaire de pouvoir quantifier 

précisément ces microorganismes tout au long de la vie du vin de manière à pouvoir agir 

rapidement pour les empêcher de se développer.   

 

De nombreuses études s’intéressent à ce sujet afin de mieux appréhender les contaminations pour 

éviter les altérations. Il est maintenant connu que certaines techniques comme la quantification 

sur boîte de Pétri n’est guère adaptée puisque certaines souches peuvent être dans le vin en état 

viable non cultivable en raison de la présence de dioxyde de soufre ou d’éthanol. De ce fait, des 

méthodes de cultures indépendantes ont été développées afin de contourner ce biais. Les plus 

répandues sont la PCR en temps réel ainsi que la cytométrie en flux qui est de plus en plus 

utilisée sur la matrice vinaire. Cependant, en vin, la présence de certains composés, inhibiteurs 

d’amplification de l’ADN, peut entrainer des faux négatifs ; une altération du vin peut alors se 

produire sans avoir quantifié de microorganismes indésirables. Une continuelle amélioration des 

méthodes est nécessaire afin d’obtenir une quantification des microorganismes cibles la plus 

précise possible. De plus, la plupart des études menées sur la quantification de ces 

microorganismes sont faites à partir de cultures en milieu synthétique et non à partir de vins 

naturellement contaminés.  

 

Le but de cette thèse comporte 3 axes principaux:  

i) développer un protocole permettant de quantifier de façon fiable et précise les 

bactéries acétiques en vin rouge  

ii) développer un protocole permettant de quantifier de façon fiable et précise 

Brettanomyces bruxellensis en vin rouge 
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iii) optimiser les doses de dioxyde de soufre (effet antimicrobien) à apporter au vin 

selon la population de B. bruxellensis présente.  

 

Le principal objectif de cette thèse est d’apporter des solutions à la filière pour la quantification 

de ces microorganismes d’altération.  

Ce manuscrit est organisé en 5 chapitres. 

 

Le premier chapitre rassemble les connaissances actuelles sur i) la présence des BA lors de la 

vinification ainsi que ii) les différentes méthodes disponibles pour la détection et la quantification 

des BA. Puis, nous nous sommes intéressés iii) aux occurrences et à la distribution de la levure 

d’altération B. bruxellensis ainsi iv) qu’aux méthodes existantes pour la détection et la 

quantification de cette levure. 

 

Le second chapitre présente les souches utilisées ainsi que les conditions de croissance afin de 

permettre l’adaptation de ces souches au milieu vin. Les protocoles développés lors de cette thèse 

sont également explicités dans cette partie.  

 

Le troisième chapitre présente le développement de méthodes quantitatives des BA en vin rouge 

i) par l’utilisation de fluorochromes et d’une sonde par hybridation in situ en fluorescence (FISH) 

couplée à la cytométrie en flux (CMF) et ii) par PCR en temps réel (quantitative PCR; qPCR).  

 

Le quatrième chapitre présente les résultats obtenus sur i) l’amélioration de la méthode FISH 

couplée à la CMF pour la quantification de B. bruxellensis en vin rouge ainsi que ii) les résultats 

de quantification de B. bruxellensis par des kits commerciaux lors d’une étude interlaboratoires 

réalisée durant ce projet de thèse.  

 

Le cinquième et dernier chapitre s’intéresse à la relation entre la concentration initiale de B. 

bruxellensis présente en vin rouge et la réponse de la souche étudiée à différents stress sulfites. 

Cette étude s’intéresse notamment à deux souches, inoculées à trois concentrations initiales 

différentes dans quatre conditions de stress sulfite.  
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Ce manuscrit se clôture par une conclusion générale reprenant les principaux résultats et exposant 

les perspectives à venir concernant les améliorations possibles à apporter aux différents 

protocoles développés lors de cette thèse.  
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1 Les bactéries acétiques 

Les BA jouent un rôle positif et important dans certains aliments et boissons tels que le vinaigre 

et le cacao. Cependant, pour d’autres produits et boissons, leur présence n’est pas recherchée car 

la qualité des produits est fortement diminuée lorsque les conditions d’élaboration et de 

conservation des produits ne sont pas maîtrisées. Les BA sont répandues dans la nature et un 

grand nombre de souches ont été isolées à partir de sources très variées (Sengun et Karabiyikli, 

2011): café arabica, plantes de café, fèves de cacao fermentées, fruits tropicaux, pommes 

pourries, racines de maïs, racines des cannes à sucre, cerises, fraises, raisins, fruits séchés, fleurs, 

pollen, riz, bières, cidres et vins.  

 

1.1 Occurrence et distribution des BA durant l’élaboration du vin 

La teneur maximale en acidité volatile d’un vin pour qu’il reste « marchant » est fixée par la 

législation européenne (règlement CE 606/2009). Les vins doivent ainsi présenter une teneur en 

acidité volatile inférieure à 18 milliéquivalents par litre (soit 0,88 g H2SO4/L) pour les vins blancs 

et rosés ou 20 milliéquivalents par litre (soit 0,98 g H2SO4/L) pour les vins rouges. Sachant que 

l’acidité volatile augmente en présence de BA, les populations de ces dernières doivent donc être 

maîtrisées.  

Joyeux et al. (1984) ont démontré que la présence des BA est permanente au cours de la 

l’élaboration du vin. Une modification des espèces bactériennes présentes durant la fermentation 

et le stockage du vin a été démontrée.  

 

1.1.1 Sur les raisins et dans le moût de raisin  

Plusieurs facteurs affectent la colonisation des raisins par les BA, incluant la variété du raisin, la 

région et la saison. Les conditions de récolte et le transport du raisin et/ou du moût peuvent 

également favoriser ou non la croissance et la survie des BA.  

Les bactéries appartenant au genre Gluconobacter représentées par l’espèce G. oxydans sont 

principalement détectées à la surface de la baie de raisin et dans le moût. Leurs substrats 

préférentiels sont les sucres en C6 : glucose et fructose (Joyeux et al., 1984). Généralement, G. 

oxydans contamine spécifiquement le raisin (Joyeux et al., 1984). Cependant, sur des raisins où 

Botrytis cinerea se développe, la population de BA augmente et se diversifie (Acetobacter aceti, 

Acetobacter pasteurianus) (Du Toit et Lambrechts, 2002). De plus, sur les raisins « botrytisés », 
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le genre Gluconobacter croît facilement, entrainant la synthèse de composés tels que le 

dihydroxyacétone, le 5-oxofructose, le δ-gluconolactone à partir respectivement du glycérol, du 

fructose et du glucose (Barbe et al., 2000). Il y a alors une augmentation excessive du pouvoir de 

combinaison du moût de raisin puisque ces composés peuvent se lier avec 80% du SO2 présent 

conduisant alors à une perte de son efficacité. La population de A. aceti devient alors plus 

importante sur le raisin contaminé par Botrytis cinerea. Les raisins sont alors riches en acide 

acétique et en acétate d’éthyle lorsqu’ils sont colonisés par cette bactérie (Drysdale et Fleet, 

1989). Cette altération est probablement facilitée par la production d’éthanol par les levures qui 

se multiplient où la peau du raisin est déchirée ce qui est le cas des raisins très altérés. La 

population des BA augmente avec la maturation du raisin et avec la pourriture : de 102-103 

cellules/g jusqu’à 106 cellules/g sur les grappes endommagées (Barbe et al., 2001; Lafon 

Lafourcade et Joyeux, 1981).  

 

Selon les conditions climatiques, la stabilisation de certains millésimes est donc particulièrement 

difficile (Barbe et al., 2001). 

 

1.1.2 Au cours de la fermentation alcoolique (FA) 

Lors de la FA d’un vin blanc, il a été constaté une forte diminution de la concentration en BA, 

bien que certaines souches de A. aceti peuvent acidifier le moût durant cette étape (Vaughn, 

1955). La croissance des BA durant la fermentation semble dépendre du pH du moût. Dans les 

moûts de bas pH (pH < 3,5), une diminution de la concentration initiale, de 105 à 102 

bactéries/mL, en fin de FA a été observée sur des vins rouges (Du Toit et Lambrechts, 2002). 

Cette diminution peut également être un effet indirect du SO2, ce dernier étant plus efficace à une 

faible valeur de pH (voir partie 3.1.3.7 de ce chapitre). À pH supérieur (pH 3,75), la diminution 

est seulement d’une unité logarithmique. G. oxydans survit durant la FA dans une certaine 

mesure et sa quasi-disparition est probablement liée à son intolérance à l’éthanol (Joyeux et al., 

1984).  

L’éthanol est considéré comme plus toxique envers les BA à bas pH (Dupuy et Maugenet, 1963). 

L’effet de différentes températures de fermentation sur la croissance des BA est peu étudié. 

Cependant, il semble que les différences de températures durant la fermentation de vins rouges 

(25 à 30°C) ne jouent pas un rôle important. Cependant, l’effet du SO2 sur la concentration en 
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BA semble être plus prononcé en début de fermentation à haute température (30°C) qu’à faible 

température (15 à 22°C) (Du Toit et Lambrechts, 2002).  

Il est clair que les BA peuvent survivre et peuvent se développer durant la FA et il est très 

important durant la vinification que leur concentration soit la plus faible possible. Une forte 

concentration en BA à la fin de fermentation peut induire la modification ou l’arrêt de celle-ci, ou 

peut conduire à la croissance des BA et compromettre la qualité des étapes suivant la FA.   

 

1.1.3 Dans le vin 

La quantité d’oxygène qui pénètre le bois (30 mg/L par an) entraine une survie de la population 

des BA lors de l’élevage. L’élimination complète des BA se produit quand les conditions sont 

strictement anaérobies, comme par exemple dans les bouteilles (Joyeux et al., 1984; Lafon 

Lafourcade et Joyeux, 1981). Cependant, l’environnement stressant du vin : forte concentration 

en éthanol, faible concentration en oxygène, bas pH et faible teneur en nutriments, restreint le 

développement des principaux genres de BA dont Gluconobacter (Drysdale et Fleet, 1985; 

Joyeux et al., 1984).  

 

Les Acetobacter, essentiellement composés des espèces Acetobacter aceti et Acetobacter 

pasteurianus, interviennent dans le vin fini en cours d’élevage en utilisant l’éthanol comme 

source de carbone organique et d’énergie. L’altération initiale du raisin représente une importante 

source de contamination par A. aceti (Joyeux et al., 1984). A. aceti peut survivre durant le 

stockage du vin en fût. Une nouvelle espèce appartenant au genre Acetobacter, A. oeni a été 

décrite comme altérant le vin rouge et celle-ci a été isolée récemment dans la région Dao au 

Portugal (Silva et al., 2006).   

 

1.2 Cytologie 

Les BA sont des cellules en forme de bâtonnets ou ellipsoïdale. Elles sont isolées seules ou sous 

forme de paires ou de chainettes. Leur taille varie de 0,4 à 1 µm en largeur et de 0,8 à 4,5 µm en 

longueur. Les BA constituent un ensemble hétérogène, comprenant des organismes mobiles avec 

des flagelles polaires ou péritriches (Holt et al., 1994). La paroi confère à la bactérie sa 

morphologie véritable. Elle constitue le squelette externe de la bactérie et représente 25 à 35 % 

du poids total de la bactérie. La paroi contient la pression osmotique interne. Cette paroi est le 
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support de l'action de certains enzymes exogènes ou endogènes et de certains antibiotiques, 

notamment les bêtalactamines (pénicillines) qui inhibent la synthèse du peptidoglycane. Cette 

paroi permet de différencier les BA qui sont Gram-  des autres bactéries du vin, les BL, qui sont 

Gram+ (Fig. 1).  

 

 

Fig. 1  

Représentation schématique des parois et membranes plasmiques des bactéries Gram- et Gram+ 

(Alexandre et al., 2008). 

 

1.3 Taxonomie 

Les BA appartiennent à la famille des Acetobacteraceae qui comportent 17 genres bactériens plus 

un genre considéré comme des pseudo bactéries acétiques (84 espèces + 2 pseudoespèces) 

(Yamada, 2016) (Tableau 1). 
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Acide lipoteichoique 

Acide teichoique 

Paroi des bactéries Gram négatif Paroi des bactéries Gram positif 
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Tableau 1 

Classification des 18 genres et des 86 espèces de bactéries acétiques appartenant à la famille 

Acetobacteraceae. 

Genres Espèces  
 

Genres Espèces  

Acetobacter (A.) A.  Aceti 
 

Frateuria (F.)h F. aurantiaa  

 
A.  cerevisiae  

 
  F. terrea 

 
A.  cibinongensis  

 

Gluconacetobacter 

(Ga.) 
Ga. aggeris  

 
A.  estunensis  

  
Ga. asukensis  

 
A.  fabarum  

  
Ga. azotocaptans  

 
A.  farinalis  

  
Ga. diazotrophicusa 

 
A.  ghanensis  

  
Ga. johannae  

 
A.  indonesiensis  

  
Ga. liquefaciensa 

 
A.  lambici  

  
Ga. sacchari  

 
A.  lovaniensis  

  
Ga. takamatsuzukensis  

 
A.  malorum  

  
Ga. tumulicola  

 
A.  nitrogenifigens  

 
  Ga. tumulisoli  

 
A.  oeni  

 
Gluconobacter (G.) G.  albidus  

 
A.  orientalis  

  
G.  cerevisiae  

 
A.  okinawensis  

  
G.  cerinus  

 
A.  orleaniensis  

  
G.  frateurii  

 
A.  papayae  

  
G.  japonicus  

 
A.  pasteurianusg 

  
G.  kanchanaburiensis  

 
A.  peroxydans  

  
G.  kondonii  

 
A.  persici  

  
G.  nephelii  

 
A.  pomorum  

  
G.  oxydans  

 
A.  senegalensis  

  
G.  roseus  

 
A.  sicerae  

  
G.  sphaericus   

 
A.  syzygii  

  
G.  thailandicus  

  A.  tropicalis  
  

G.  uchimurae  

Acidomas (Ac.)   Ac. methanolica  
  

G.  wancherniae  

Ameyamaea (Am.) Am. chiangmaiensis  
 

Granulibacter (Gr.) Gr. bethesdensisb d e f 

Asaia (As.) As. astilbis 
 

Komagataeibacter 

(Kg.) 
Kg.   entaniig 

 
As. bogorensisb c 

  
Kg.   europaeusa g  

 
As. krungthepensisb c   

  
Kg.   hanseniia g 

 
As. lannensis 

  
Kg. intermediusg 

 
As. platycodi 

  
Kg. kakiaceti 

 
As. prunellae 

  
Kg. maltaceti 

 
As. siamensisb  c 

  
Kg. medellinensis 

  As. spathodeae 
  

Kg. nataicola 

Endobacter (E.) E. medicaginis 
  

Kg. oboediensg 
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Kg. rhaeticus  

 

Kg. saccharivorans  

 

Kg. sucrofermentans 

 

Kg. swingsii  

 

Kg. xylinusa g 

Kozakia (K.) K. baliensisb d e  

Neoasaia (N.) N. chiangmaiensisgb d e  

Neokomagataea (Nk.) Nk. thailandicab 

 
Nk. tanensisb 

Nguyenibacter (Ng.) Ng. vanlangensis 

Saccharibacter (Sa.) Sa. floricolab d e  

Swaminathania (S.) S. salitoleransb c 

Swingsia (Sw.) Sw. samuiensis 

Tanticharoenia (T.) T. sakaeratensisb d e  
a : anciennement classé dans le genre Acetobacter 

b : retouvées sur les fleurs (Cleenwerck et De Vos, 2008; Yamada, 2000; Yukphan et al., 2011)   

c : retouvées dans le riz (Loganathan et Nair, 2004) 

d : retrouvées dans le sol (Cleenwerck et De Vos, 2008) 

e : retrouvées sur des fruits en Asie (Cleenwerck et De Vos, 2008) 

f : retrouvées en milieu hospitalier (Cleenwerck et De Vos, 2008) 

g : retrouvées dans le vinaigre (Gullo et al., 2006) 

h : considérée comme une pseudo bactérie acétique (Yamada et Yukphan, 2008) 

Les principales espèces retrouvées en œnologie sont en gras. 

 

Les principales caractéristiques qui diffèrent entre les genres ont été présentées par Sengun et 

Karabiyikli (2011). Leur propriété commune est d’oxyder l’éthanol en acide acétique, excepté le 

genre Asaia (Yamada, 2000) qui n’en produit pas et les genres Saccharibacter et Granulibacter 

qui en produisent mais de façon variable selon les espèces. De plus, la composition en bases G+C 

de l’ADN des BA varie de 52 à 67% (Cleenwerck et De Vos, 2008).  

 

Les genres rencontrés en vinification sont Acetobacter, Gluconobacter et Gluconacetobacter. Les 

principales différences entre ces derniers ont été compilées par Cleenwerck et De Vos (2008) : 

- Acetobacter oxyde l’acide acétique et l’acide lactique jusqu’au stade CO2 + H2O ; elle est 

non mobile ou possède des flagelles péritriches avec une ubiquinone de type Q-9, 
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- Gluconobacter n’oxyde pas l’acide acétique et l’acide lactique jusqu’au stade CO2 + 

H2O ; elle est non mobile ou possède des flagelles polaires avec une ubiquinone de 

type Q-10, 

- Gluconacetobacter oxyde l’acide lactique selon la souche considérée et l’acide acétique 

jusqu’au stade CO2 + H2O en fonction de la concentration initiale ; elle est non 

mobile ou possède des flagelles péritriches avec une ubiquinone de type Q-10.  

1.4 Métabolisme 

Les substrats carbonés et dérivés utilisés par les BA sont très variés : hexoses, pentoses, acides 

organiques, alcools primaires, alcools secondaires, aldéhydes, cyclitols, polyols et glycols 

aliphatiques. 

 

1.4.1 Métabolisme des sucres 

Les BA sont capables d’utiliser l’arabinose, le fructose, le glucose, le galactose, le ribose et le 

xylose. L’oxydation directe des sucres, sans phosphorylation et incomplète, conduit aux cétones 

correspondantes. Le glucose est donc oxydé en acide gluconique. Chez les BA, électrons et 

protons sont transportés par la chaîne des cytochromes jusqu’à l’oxygène accepteur final.  

 

Les bactéries du genre Gluconobacter peuvent dégrader un grand nombre de sucres : L-

arabinose, D-galactose, D-glucose, D-mannose, D-xylose. Elles sont aussi capables d’oxyder 

l’acide gluconique en 3 sous-produits. Ces derniers peuvent réagir avec le dioxyde de soufre et 

rendent difficile la conservation des vins issus de raisins altérés par Gluconobacter (Barbe et al., 

2001).  

 

Certaines souches du genre Acetobacter conduisent aussi à l’acide dicétonique. De la même 

façon, d’autres aldoses, mannose et galactose conduisent respectivement à l’acide mannuronique 

et à l’acide galacturonique.      

 

Cependant, c’est l’oxydation complète des sucres qui fournit aux bactéries l’énergie nécessaire à 

leur croissance. La voie métabolique d’utilisation des sucres est la voie des hexoses 

monophosphates. Chez Acetobacter s’y ajoute le cycle des acides tricarboxyliques, absent chez 

Gluconobacter. Cela est lié à la non fonctionnalité des deux enzymes du cycle, α-ketoglutarate 
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déshydrogénase et succinate déshydrogénase (Adams et Moss, 2000; Greenfield et Claus, 1972; 

Hui, 2006; Moat et al., 2003). Les enzymes de la glycolyse n’existent pas ou seulement en partie 

chez les BA.  

 

L’oxydation par la voix des hexoses monophosphates débute par la phosphorylation du sucre 

suivie de deux réactions d’oxydation successives, la deuxième accompagnée d’une 

décarboxylation. Le xylulose-5-P conduit à un ensemble de réactions de transcétolisation et 

transaldolisation. Le bilan complet de cet ensemble de réactions est la dégradation de la molécule 

de glucose en 6 molécules de CO2. Parallèlement sont réduites 12 molécules de coenzymes qui 

sont réoxydées par le transfert des électrons et des protons par la chaîne des cytochromes ; ce 

transfert génère 3 molécules d’ATP par paire de H+ + e-, soit 36 ATP pour l’oxydation d’une 

molécule de glucose en CO2. Cette voie métabolique est régulée par le pH du milieu et la 

concentration en glucose. Elle est notamment inhibée à pH acide (pH < 3,5) et au-delà de 2 g/L 

de glucose environ. Dans ces conditions, le milieu s’enrichit en acide gluconique.  

 

Les BA peuvent présenter une pigmentation en culture solide et produire différents types de 

polysaccharides (De Ley et al., 1984). Les dextranes de type lévane et la cellulose sont les 

principaux polysaccharides extracellulaires produits par le métabolisme du glucose des BA. La 

présence de polysaccharides est un désavantage en vinaigrerie car ils affectent la filtrabilité du 

produit final (Gullo et Giudici, 2008). Bien que le vinaigre balsamique traditionnel (VBT) ne soit 

pas filtré, les polysaccharides sont indésirables car leur présence est préjudiciable pour la qualité 

sensorielle du produit fini (Gullo et Giudici, 2008). Lors de l’élaboration du VBT, une couche 

épaisse peut être observée à la surface des barils, causée par la forte production de cellulose par 

les souches acétiques, qui augmentent cette production en condition statique (Hwang et al., 

1999). Ramana et al. (2000) ont observé une plus grande productivité de cellulose en utilisant le 

mannitol comme substrat de carbone suivi par le glucose et le saccharose. Les autres sources de 

carbone, tels que le sorbitol, le galactose, le maltose, l'amidon et l'acide acétique, se sont avérés 

être des substrats pauvres produisant des quantités relativement faibles de cellulose. Diverses 

sources d'azote (peptone, sulfate d'ammonium ou hydrolysat de caséine) ont été jugées 

appropriées pour la synthèse de cellulose associée au saccharose, au glucose ou au mannitol 

(Ramana et al., 2000). 
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Les fructanes (homopolymère de fructose) de type lévane sont produits par les bactéries et sont 

constitués de résidus fructose liés par des liaisons β (2-6). Certaines souches de BA 

(Gluconobacter frateurii TMW 2.767, Gluconobacter cerinus DSM 9533T, Neoasaia 

chiangmaiensis NBRC 101099 , Kozakia baliensis DSM 14400 ) produisent des quantités élevées 

de fructanes, qui peuvent être exploitées dans des applications alimentaires comme pour la 

production de pâte (Jakob et al., 2013). Les fractions lévanes isolées étaient très similaires en 

fonction de leur linéarité de base et leurs types de liaison. Mais des différences significatives en 

termes de distributions de poids moléculaires ont pu être explicitées. En solutions aqueuses, la 

taille des molécules lévanes isolées a augmenté continuellement avec leur poids moléculaire et ils 

ont tendance à adopter une forme moléculaire plus compacte. Ces données suggèrent que le poids 

moléculaire croissant d'une particule lévane entraine des interactions moléculaires pour atteindre 

une compacité structurelle d'un gel avec des propriétés sur la texture finale du produit (Jakob et 

al., 2013). Valepyn et al. (2012) ont démontré que Ga. hansenii produisait principalement du 

glucose, mannose et galactose. En œnologie, la synthèse de ces polysaccharides exocellulaires 

amène à des problèmes de filtrabilité du vin.  

 

1.4.2 Métabolisme des alcools 

1.4.2.1.1 Métabolisme de l’éthanol  

Les BA ont deux enzymes très actives qui jouent un rôle dans le processus d’oxydation de 

l’alcool : l’éthanol déshydrogénase (ADH) et l’acétaldéhyde déshydrogénase (ALDH) 

(Matsushita et al., 1985) :  

 

2 CH3-CH2OH + O2               2 CH3-CHO + 2 H2O 

     éthanol          acétaldéhyde 

 

2 CH3-CHO + O2                    2 CH3-COOH 

  acétaldéhyde                         acide acétique 

 

Ces enzymes sont soit dépendantes du coenzyme NAD soluble dans le cytoplasme, soit 

indépendantes du coenzyme soluble et alors liées à la membrane plasmique. Les électrons 

générés dans la réaction d’oxydation sont acheminés jusqu’à l’oxygène par le système 

ADH 

ALDH 
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transporteur d’électrons intégré dans la membrane. Ces dernières sont incapables de fonctionner 

en réduisant le coenzyme, mais réduisent in vitro des accepteurs d’électrons tels que le 

ferrycyanure et le bleu de méthylène. Ces enzymes sont probablement les plus impliquées dans 

l’oxydation de l’éthanol du vin, car elles fonctionnent à pH acide. À l’inverse, les enzymes 

cytoplasmiques, qui fonctionnent à l’intérieur de la cellule, ont un pH optimal élevé de l’ordre de 

8,0. 

 

L’activité de l’ADH est beaucoup plus stable dans des conditions acides chez les bactéries du 

genre Acetobacter que les bactéries du genre Gluconobacter, ce qui explique que les Acetobacter 

produisent une quantité plus élevée d’acide acétique. Cozic (1933) avait observé que l’oxydation 

de l’éthanol permettait la croissance de ces bactéries si l’on utilisait des accepteurs tels que la 

quinone ou le bleu de méthylène et que l’oxydation était inhibée par le CO2. De plus, la deuxième 

étape est ralentie par l’acide acétique lui-même lorsqu’il s’accumule dans le milieu, la 

concentration en éthanal (acétaldéhyde) du vin peut alors augmenter. Cette transformation est à 

l’origine de l’augmentation d’acidité volatile dans de nombreux cas. La résistance des bactéries 

acétiques est souche dépendante (Nanba et al., 1984).  

En aérobie, jusqu’à 75% de l’éthanal produit conduit à l’acide acétique. Dans les conditions 

d’une forte aération, l’oxydation et la dismutation finissent par convertir tout l’éthanol en acide 

acétique. Alors que si le milieu est pauvre en oxygène, l’éthanal s’accumule dans le milieu.  

 

1.4.2.1.2 Métabolisme du glycérol 

L’oxydation du glycérol conduit à la dihydroxyacétone (DHA) par la glycérol déshydrogénase 

(De Ley et Schell, 1959; Hauge et al., 1955). Cette dernière est une enzyme membranaire ayant 

comme groupement prosthétique la pyrroloquinoline quinone (Matsushita et al., 1994), avec une 

faible liaison avec son coenzyme. Les BA sauf A. pasteurianus, produisent ce composé. Cette 

réaction nécessite une forte oxygénation du milieu et est inhibée par l’éthanol. Il est peu probable 

qu’elle se produise dans le vin. Sur les raisins altérés, les conditions sont plus favorables. Les 

BA, en effet, y sont présentes à côté de Botrytis cinerea (champignon phytopathogène) dont un 

des principaux métabolites est le glycérol (Perez et al., 1991).  
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1.4.3 Métabolisme des acides organiques  

Les BA sont capables de métaboliser une variété importante d’acides organiques. Elles le font par 

le biais du cycle des acides tricarboxyliques qui oxyde ces acides en CO2 et H2O. Les acides 

acétique, citrique, fumarique, lactique, malique, pyruvique et succinique sont complètement 

oxydés en CO2 et H2O (Holt et al., 1994). 

In vitro, toutes les espèces du genre Acetobacter oxydent les acides D et L-lactique. Certaines 

souches les oxydent totalement jusqu’à obtenir du CO2 et H2O, mais la plupart s’arrêtent au stade 

de l’acide acétique. Les deux isomères sont transformés mais l’activité s’exerce avec plus 

d’efficacité sur l’isomère D. Le premier intermédiaire est le pyruvate, prioritairement 

décarboxylé en éthanal, lui-même oxydé en acide acétique par l’ALDH. Ce métabolisme ne 

semble pas particulièrement actif dans le vin, il n’a jamais été prouvé en tout cas qu’il puisse être 

à l’origine d’altérations des vins sans doute en raison des très faibles teneurs en acide D-lactique 

des vins.  

Cependant, les bactéries du genre Gluconobacter qui n’ont pas de cycle fonctionnel des acides 

tricarboxyliques, sont incapables d’oxyder la plupart des acides organiques (Holt et al., 1994). 

 

1.4.4 Métabolisme de l’azote 

Les BA peuvent utiliser l’ammonium comme source d’azote (Alvarez et Martínez-Drets, 1995; 

Belly et Claus, 1972; De Ley et al., 1984). De plus, les BA ne sont pas auxotrophes vis-à-vis des 

acides aminés mais l’impact est différent selon l’acide aminé présent. Belly et Claus (1972) ont 

montré que l’acide glutamique, la glutamine, la proline et l’histidine stimulaient la croissance des 

BA alors que la valine est inhibitrice de la croissance de G. oxydans. La thréonine et 

l’homosérine sont inhibitrices quant à elles de la croissance de A. aceti, qui ne requiert pas 

spécifiquement de facteurs de croissance.   

 

1.4.5 Vitamines  

Les besoins nutritionnels des BA dépendent étroitement de la source de carbone. La majorité des 

souches sont auxotrophes pour quelques vitamines notamment l’acide p-aminobenzoïque (B10), 

la niacine (B3), la thiamine (B1) et l’acide pantothénique (B5) (Ameyama et Kondô, 1967; 

Gosselé et al., 1981).  
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1.5 Facteurs de développement des BA 

Les BA sont des microorganismes aérobies obligatoires, avec un métabolisme strictement 

respiratoire. Les bactéries du genre Acetobacter préfèrent l’éthanol au glucose pour leur 

croissance, à l’inverse des bactéries du genre Gluconobacter. En conséquence, les bactéries 

Acetobacter sont davantage présentes dans les milieux alcoolisés (moût partiellement fermenté, 

vin) que les Gluconobacter, plus représentées sur le raisin et dans le moût. Elles sont catalase 

positives et oxydase négatives. De nombreux facteurs influent le développement des BA tels que 

le pH, la température, la concentration en éthanol et en oxygène, mais également les interactions 

entre les différents microorganismes présents. 

 

1.5.1 Facteurs physicochimiques 

1.5.1.1 Influence du pH 

Le pH optimal de croissance des BA est compris entre 5 et 6 (De Ley et al., 1984). Cependant, le 

pH du vin est beaucoup plus bas et il a été clairement démontré que les BA sont capables de se 

développer dans ce milieu. Ce bas pH retrouvé généralement dans le vin (entre 3 et 4) diminue 

cependant la croissance bactérienne. Pour les BA, la baisse de pH limite leur prolifération mais 

ne joue pas sur leur survie, car des BA ont été retrouvées à pH 3 par exemple (Drysdale et Fleet, 

1985). Cependant, il a été observé que la croissance de A. aceti est plus faible dans un vin à pH 

3,4 que dans un vin à pH 3,8 (Joyeux et al., 1984). 

 

1.5.1.2 Influence de la température 

L’intervalle des températures optimales de croissance des BA est compris entre 25°C et 30°C (De 

Ley et al., 1984). A. pasteurianus a néanmoins une température optimale de croissance située 

autour de 20°C (Vaughn, 1955). Ainsi le stockage du vin à 18°C permet une forte augmentation 

de la population des BA (Joyeux et al., 1984). Une croissance peut également être observée, bien 

qu’elle soit très faible, dans les vins stockés à 10°C. Une augmentation de la population peut être 

détectée (103 à 105 UFC/mL) durant l’élaboration du vin comme par exemple durant la 

macération à froid (Du Toit et Lambrechts, 2002). Ainsi les basses températures utilisées lors du 

stockage du vin ou pendant son élevage en fût peuvent d’une part entrainer une faible croissance 

des BA et d’autre part ne permettent pas de les faire disparaitre.  
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1.5.1.3 Influence de l’éthanol 

L’éthanol est le principal substrat des BA durant leur croissance dans le vin. De plus, le degré de 

tolérance à l’éthanol dépend de l’espèce et de la souche étudiée. La majorité des souches de BA 

se multiplie dans un milieu contenant 5% d’alcool (environ 97% des souches testées par Gullo et 

al. (2006)) et certaines d’entre elles peuvent se développer aussi dans un milieu avec 10% 

d’alcool (environ 70% des souches testées par Gullo et al. (2006)). Il a été démontré par De Ley 

et al. (1984) que G oxydans est la moins tolérante à l’éthanol des espèces retrouvées 

principalement dans le vin. 

 

1.5.1.4 Influence de l’oxygène 

Les BA sont des microorganismes aérobies stricts, donc l’oxygène est un facteur déterminant 

pour leur croissance. Cependant, certaines BA peuvent tout de même croître malgré des 

conditions anaérobies durant la FA. Cela s’explique par la formation d’un biofilm à la surface du 

moût constitué principalement de BA qui est en contact direct avec l’air. Une petite proportion 

d’O2 étant nécessaire pour la maturation du vin et notamment pour la stabilisation de la couleur 

des vins rouges (Mas et al., 2002), une gestion inadéquate du niveau d’oxygène pourra entrainer 

une croissance des BA et causer ainsi la détérioration du vin (du Toit et al., 2006).  

De plus, lorsque, la disponibilité en oxygène est considérablement réduite, les BA pourraient 

alors se retrouver dans un état viable non cultivable (VNC) (Millet et Lonvaud-Funel, 2000) et se 

redévelopper ultérieurement lors de conditions plus favorables (apport d’O2 par exemple).  

 

1.5.2 Interactions microbiennes 

Le moût de raisin contient beaucoup d’espèces de microorganismes : levures, BL et BA. Des 

interactions sont donc possibles au cours de l’élaboration du vin (Fleet, 2003).  

Gilliland et Lacey (1964), puis Grossman et Becker (1984) et Joyeux et al. (1984) ont démontré 

que certaines souches de Acetobacter sont capables d’inhiber Saccharomyces cerevisiae et 

certaines levures indigènes. Drysdale et Fleet (1989) ont démontré que les BA n’inhibent pas 

fortement la croissance des levures, mais qu’elles affectent la capacité des levures à fermenter le 

moût de raisin. Cette inhibition de S. cerevisiae est principalement corrélée à la production 

d’acide acétique par les BA, Ga. hansenii et A. pasteurianus inhibant le plus les levures. L’acide 

acétique est un inhibiteur de développement des levures (Du Toit et Lambrechts, 2002), 
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cependant, d’autres composés pourraient être impliqués dans cet effet tels que l’éthanol, les 

résidus de pesticides ou le SO2.  

Très peu de travaux ont été réalisés sur l’effet des BA sur le développement des BL. Gilliland et 

Lacey (1964) ont démontré que des souches du genre Acetobacter pouvaient inhiber le 

développement d’espèces bactériennes du genre Lactobacillus, alors que Joyeux et al. (1984) ont 

mis en évidence que les BA stimulaient la fermentation malolactique. 

 

1.6 Dénombrement et Identification 

1.6.1 Dénombrement sur milieux sélectifs 

L’isolement et la préservation des BA n’est pas facile. Or, il est important de savoir isoler des 

souches pures à partir de diverses sources d’habitat potentiel. Tous les milieux de croissance ne 

permettent pas la croissance des BA et ils sont sélectifs d’une souche à l’autre (Gullo et al., 

2006). Bien qu’il existe de nombreux milieux développés pour l’isolement et/ou l’identification 

des BA, ceux-ci sont constitués principalement des mêmes ingrédients avec des proportions 

variables. Généralement, les conditions d’incubation requises pour la croissance des BA sont : 

30°C durant 2 à 5 jours (Seearunruangchai et al., 2004; Yamada et Yukphan, 2008). Les BA qui 

sont capables de croître sur un milieu solide ont potentiellement une grande capacité 

métabolique. De plus, il est important de sélectionner le milieu de culture approprié à la source de 

l’isolat.  

 

1.6.1.1 Milieu YPM (Yeast extract, Peptone, Mannitol)  

Ce milieu a été développé initialement pour la croissance des BA. Ce milieu comprend pour 1 

litre (Camu et al., 2007; Carr et Passmore, 1979; Gullo et Giudici, 2008; Sokollek et al., 1998): 

- mannitol    25 g 

- extrait de levures   5 g 

- peptone    3 g 

 

1.6.1.2 Milieu GYC (Glucose, Yeast extract, CaCO3) 

Ce milieu est proposé comme le milieu permettant d’isoler la plupart des souches retrouvées dans 

le vinaigre traditionnel (Gullo et al., 2006). L’addition de CaCO3 permet de neutraliser l’acidité 

produite par les bactéries. La formation d’un halo est une caractéristique fondamentale qui 
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associe une colonie donnée au groupe des BA (Cleenwerck et De Vos, 2008). Ce milieu 

comprend par litre (Carr et Passmore, 1979): 

- glucose    100 g 

- extrait de levures   10 g 

- CaCO3    20 g 

 

 

1.6.1.3 Milieu AE 

Ce milieu de culture a montré une meilleure spécificité pour l’isolement des BA présentes dans la 

production de vinaigre de spiritueux (Sokollek et al., 1998). Ce milieu comprend pour 1 

litre (Yamada et al., 1999): 

 

- glucose    5 g 

- extrait de levures   3 g 

- peptone    4 g 

- éthanol    30 mL  

- acide acétique   30 mL 

 

Ce milieu peut être également « renforcé ». Il s’avère ainsi plus approprié pour isoler les BA 

présentes dans le cidre et le vinaigre produit à partir de vin (Sokollek et al., 1998). Ce milieu 

comprend pour 1 litre (Zahoor et al., 2006): 

 

- glucose    40 g 

- extrait de levures  10 g 

- peptone    10 g 

- Na2HPO4.H2O   3,38 g 

- éthanol    20 mL 

- acide acétique   10 mL 

- acide citrique   1,5 g 

 

 

1.6.2 Etat Viable Non Cultivable (VNC) 

L’état VNC est un état physiologique particulier des microorganismes (Xu et al., 1982). Les 

cellules de levures viables ont une intégrité membranaire, une activité enzymatique, la capacité à 

avoir une activité métabolique (Boyd et al., 2003; Guillou et al., 2003; Lloyd and Hayes, 1995), 
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et sont capables de former des colonies sur milieux gélosés. Lorsqu’elles perdent cette capacité, 

elles sont alors considérées comme mortes. L’état métabolique particulier dit VNC correspond à 

des cellules toujours actives métaboliquement, mais dans l’incapacité de se multiplier, et ce 

notamment sur les milieux gélosés utilisés habituellement pour leur numération. L’état VNC est 

pensé comme une stratégie des cellules mise en place pour résister aux conditions 

environnementales difficiles (Oliver, 1995). Par contre, une levure en état VNC doit être capable, 

lorsque les conditions du milieu redeviennent favorables, de se multiplier et redevenir cultivable 

sur milieu gélosé. On parle alors de « ressuscitation » (Salma, 2013; Serpaggi, 2011).  

 

Le milieu liquide comme le vin présentant une forte concentration en éthanol, une présence de 

SO2 libre et une faible disponibilité de l’oxygène entraine un stress important des 

microorganismes. Plusieurs études ont montré qu’il était difficile de faire croître les BA sur 

milieu de culture lorsque celles-ci sont issues d’un milieu stressant tel que le vin (Bartowsky et 

al., 2003; Millet et Lonvaud-Funel, 2000; Sievers et al., 1992; Sokollek et al., 1998; Trček, 

2005). Ces derniers ont probablement besoin de s’adapter avant de pouvoir se développer sur 

milieu solide avec une source de carbone différente.  

Du Toit et al. (2005) ont suggéré que A. pasteurianus peut survivre en état VNC quand il n’y a 

pas d’apport en oxygène dans le vin. Donc, un enrichissement du milieu en oxygène, par 

agitation de la culture durant l’incubation, a été proposé afin d’augmenter le potentiel de culture 

des BA ou de mettre un terme au statut VNC (Millet et Lonvaud-Funel, 2000).  

 

1.6.3 Identification  

1.6.3.1 Sans quantification  

La coloration de Gram permet d’identifier dans un milieu les bactéries acétiques (coloration rose) 

des autres bactéries Gram+ (notamment les bactéries lactiques colorées alors en violet). Cette 

technique ne permet cependant pas de discriminer les BA entre elles (Sizemore et al., 1990). 

Ainsi de nombreuses techniques principalement de biologie moléculaire ont alors été développées 

afin de permettre la mise en évidence de la présence des BA dans le milieu analysé. Un 

dénombrement semi-quantitatif peut être effectué avec certaines de ces méthodes (Tableau 2).  
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Tableau 2  

Méthodes permettant la discrimination des BA selon les genres, espèces ou souches. 

Spécificité des 

méthodes 

Méthodes Références  

Sans discrimination  Nested PCR González et al. (2006); Ruiz et al. (2000) 

entre les genres Mise en évidence du 

gène adhA 

Trcek (2005) 

   

Discrimination  DGGE De Vero et Giudici, (2008) ; De Vero et al. (2006) 

Interspécifique TGGE Ilabaca et al. (2008) 

 PCR-RFLP Ruiz et al. (2000) 

 Hybridation ADN-ADN Lisdiyanti et al. (2001) ; Lisdiyanti et al. (2006) ; 

Dellaglio et al. (2005) 

 MALDI-TOF MS Andrés-Barrao et al. (2013) 

   

Discrimination  PCR-ITS-RFLP Ruiz et al. (2000) 

Intraspécifique RAPD Nanda et al. (2001) ; Bartowsky et al. (2003); 

Laohaprertthisan et al. (2003) ; De Vuyst et al. (2008) 

 AFLP Cleenwerck et al. (2009) 

 ERIC-PCR González et al. (2005) 

 REP-PCR González et al. (2005) 

 

1.6.3.2 Avec quantification 

Du fait de l’état VNC et des problèmes rencontrés pour la culture des BA sur milieu gélosé 

(méthodes culture-dépendantes), il est important de développer des techniques dites culture-

indépendantes.  

 

1.6.3.2.1 Différenciation Gram+/Gram- par cytométrie de flux  

La cytométrie en flux est de plus en plus utilisée sur les microorganismes du vin en milieu 

synthétique, cependant très peu d’études sont réalisées directement en matrice vinaire. Une revue 

a été rédigée récemment répertoriant les différentes et nombreuses études appliquant la 

cytométrie en flux aux microorganismes du vin (voir Revue rédigée au cours de cette thèse et 

insérée partie 3. de ce chapitre). 

Il existe plusieurs techniques permettant de discriminer les bactéries Gram- des Gram+. En 

cytométrie de flux, il est possible de discriminer les bactéries à Gram+ et Gram- par un 

fluorochrome appelé iodure d’hexidium (HI).  

Mason et al. (1998) ont ainsi testé de nombreuses souches bactériennes en milieu de culture. Le 

marquage est réalisé par des fluorochromes se fixant aux acides nucléiques, HI (Molecular 
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Probes®, H-7593) et Syto 13 (Molecular Probes®, S-7575), sur les microorganismes non fixés en 

suspension. HI pénètre dans les bactéries Gram+ mais pas dans les bactéries Gram-. Cela est 

probablement dû à la couche externe de lipopolysaccharides (LPS) des bactéries Gram- 

empêchant l’entrée du HI. Car, lorsque ces bactéries sont exposées à de l’EDTA ou de l’éthanol, 

entrainant la déstabilisation de la couche de LPS, les bactéries Gram- sont perméables au HI. 

Donc, ce marqueur permet également d’obtenir une indication sur l’intégrité membranaire des 

bactéries Gram- (Mason et al., 1998). Le Syto 13 pénètre quant à lui dans les deux types de 

microorganismes entrainant la coloration de toutes les cellules. Quand les fluorochromes sont 

utilisés ensemble, les bactéries Gram- émettent une fluorescence dans le vert par le Syto 13, alors 

que les bactéries Gram+ émettent une fluorescence dans le orange-rouge par l’addition des 

couleurs du HI et du Syto 13. Cette technique permet de classifier correctement les bactéries 

Gram+ anaérobies car la décoloration de celles-ci au cours de la coloration de Gram traditionnelle 

peut entrainer des résultats douteux (Mason et al., 1998). Forster et al. (2002) ont également 

utilisé le fluorochrome HI couplé à la CMF pour discriminer les bactéries Gram+ des bactéries 

Gram- dans les boues actives.   

 

Holm et Jespersen (2003) ont quant à eux développé une méthode permettant une discrimination 

des bactéries Gram+ des bactéries Gram- dans le lait en utilisant une lectine couplée à un 

fluorochrome (Wheat Germ agglutinin ; WGA). Cette lectine va se lier aux acides sialiques et 

aux résidus de N-acétyl-glucosamine (NAG), constituants du peptidoglycane et retrouvés en 

surface des bactéries Gram+.   

 

Avec ces méthodes, une discrimination entre les bactéries Gram+ et Gram- pourrait être appliquée 

en milieu vin. Cependant, aucune identification spécifique n’est possible.  

 

1.6.3.2.2 Hybridation in situ en fluorescence (FISH) 

L’hybridation in situ en fluorescence est une technique de biologie moléculaire utilisant des 

sondes marquées à l’aide d’un marqueur fluorescent. Les sondes utilisées ciblent le plus souvent 

l’ADN et l’ARN.    

Les sondes spécifiques peuvent être dessinées afin de discriminer les BA entre elles. Franke-

Whittle et al. (2005) ont utilisé la méthode FISH afin de détecter Ga. sacchari et d’autres 
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microorganismes du vin tels que les BL (Blasco et al., 2003). Cette méthode de détection et de 

quantification ne demande pas de cultures préalables des bactéries. Le marquage est réalisé par 

des sondes fluorescentes qui s’hybrident spécifiquement selon les genres ou les espèces étudiés. 

Cependant, pour les espèces appartenant aux genres Acetobacter, Gluconacetobacter et 

Komagataeibacter, il été démontré qu’il était très difficile de développer une sonde spécifique à 

un seul genre (Trček et al., 2016) du fait de leur grande similarité au niveau de l’ARNr 16S. 

Néanmoins, la sonde Komag-FITC développée lors de cette étude se lie spécifiquement à 

Komagataeibacter europaeus, Komagataeibacter oboediens et Komagataeibacter intermedius 

(voir Revue rédigée au cours de cette thèse et insérée partie 3. de ce chapitre). 

 

1.6.3.2.3 Real-time PCR  

Les BA sont des microorganismes exigeants, avec une faible production de biomasse lors de leur 

culture, donc l’extraction de leur ADN doit être efficace afin de les quantifier. Jara et al. (2008) 

ont comparé 5 méthodes d’extraction directement sur des échantillons de vin et de vinaigre : 

- CTAB (cetyltrimethylamonium bromide) : adaptation de la méthode à une vaste 

plage de matrices alimentaires brutes et transformées  

- Choc thermique : perturbation gel (-20°C) – dégel (15 min à 95°C) (González et 

al., 2006) 

- Mo-Bio : avec le kit PowerSoil DNA Isolation (Mo-Bio Laboratories, Inc.)  

- NucleoSpin : avec le kit d’extraction d’ADN génomique NucleoSpin Food 

(Macherey-Nagel)  

- Wizard : avec le kit de purification de l’ADN génomique Wizard (Promega). 

Quatre matrices (1 vin blanc, 1 vin rouge et 2 vinaigres) contaminées avec deux souches de BA 

appartenant aux espèces Acetobacter pasteurianus et Gluconacetobacter hansenii ont été testées. 

Jara et al. (2008) ont conclu que la méthode d’extraction d’ADN CTAB des BA offre une plus 

grande qualité d’extraction et un rendement plus élevé pour les matrices vins. Alors que pour le 

vinaigre, la méthode NucleoSpin est la meilleure même si le rendement est similaire à la méthode 

CTAB. 

 

La PCR en temps réel ou qPCR est une méthode utilisant une approche moléculaire comme la 

méthode FISH et l’épifluorescence (Blasco et al., 2003). Cette technique est rapide, sensible et 
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précise pour la quantification des bactéries dans un échantillon (Harms et al., 2003; Huijsdens et 

al., 2002). La qPCR permet également de déterminer la concentration initiale en ADN que 

présente l’échantillon, et même une estimation de la concentration microbienne (Bleve et al., 

2003). Cette méthode est utilisée pour la détection de nombreuses bactéries (Luo et al., 2004; 

Rousselon et al., 2004).   

 

González et al. (2006) ont étudié la quantification des BA en vin artificiellement contaminé, en 

vinaigre et en vin. Puis, Torija et al. (2010) et Valera et al. (2013) ont développé des sondes 

TaqMan Minor Groove Binder (MGB), fluorescentes lors de l’élongation du fragment d’ADN 

amplifié afin de détecter spécifiquement et quantifier 5 espèces de BA (A. pasteurianus, A. aceti, 

Ga. hansenii, Ga. europaeus et G. oxydans) présentes dans le vin et le vinaigre. Les amorces et 

les sondes, dessinées à partir du gène codant pour l’ARNr 16S, montrent une forte spécificité 

avec les espèces BA cibles. Avec cette technique, une concentration inférieure à 102 - 103 cellules 

par mL peut être détectée. Ces travaux explicitent que lorsque la concentration est inférieure au 

seuil précédemment décrit, une pré-PCR de la région ITS incluant l’ADNr 16S-23S est réalisée 

afin d’augmenter les cibles ADN. Cependant, lorsque cette pré-PCR est réalisée, la quantification 

bactérienne n’est alors plus possible. Puis, Valera et al. (2015) ont développé de nouvelles 

amorces (AAB-F et AAB-R) afin de permettre une quantification totale des BA.  

 

En plus de la possibilité de quantifier les BA, la PCR en temps réel est une méthode qui permet 

de détecter les cellules dans un état VNC (González et al., 2006). Cependant cette méthode 

entraine une surestimation de la population vivante. Afin de palier à ce biais, le monoazide 

propidium (PMA) peut être utilisé (Rizzotti et al., 2015; Vendrame et al., 2013) mais les cellules 

exposées à un stress comme l’éthanol, connu pour perméabiliser la membrane cellulaire 

(Alexandre et al., 1994), peut entrainer un marquage des cellules avec l’IP par exemple, alors 

qu’elles sont vivantes (Davey et Hexley, 2011). De plus, Shi et al. (2012) ont mis en évidence en 

vin une sous-estimation de la population levurienne totale, de S. cerevisiae, de la population BL 

totale, de BL non-O. oeni et de la population BA totale par la méthode qPCR couplée à 

l’utilisation du monoazide d’éthidium (EMA). Cependant, ils ont démontré que si les 

microorganismes sont mis dans un milieu de récupération pendant 40 min, il est alors possible de 

dénombrer à la fois les cellules vivantes et les cellules stressées. 
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2 Brettanomyces bruxellensis  

Brettanomyces est une levure ubiquitaire retrouvée dans la nature. Elle est souvent retrouvée dans 

les produits alimentaires fermentés tels que le fromage et lait fermenté mais aussi dans les 

boissons alcoolisées telles que la bière, le cidre et le vin. Cette levure n’est pas considérée comme 

une levure d’altération dans la bière car elle contribue à la synthèse d’arômes recherchés. Dans le 

vin par contre, elle est considérée comme un microorganisme d’altération.  

 

2.1 Occurrence et distribution de B. bruxellensis durant l’élaboration du vin 

Brettanomyces / Dekkera spp. est isolée à partir du vin et particulièrement dans les vins rouges. 

Cette levure est cependant aussi retrouvée dans le vin blanc, mais beaucoup moins fréquemment 

(Dias et al., 2003; Licker et al., 1998). Cela semble venir du fait que le vin blanc a une valeur de 

pH plus bas que le vin rouge rendant plus efficace le dioxyde de soufre (SO2) utilisé comme 

antiseptique (Loureiro et Malfeita-Ferreira, 2006).  

 

2.1.1 Sur les raisins et dans le moût de raisin  

Le processus d’élaboration du vin présente de multiples sources où Brettanomyces / Dekkera spp. 

peut survivre et de nombreux débats sur la source initiale et la dispersion de ces levures ont été 

réalisés (Licker et al., 1998). Sur le raisin, il semble qu’il y ait une relation entre le fait de 

retrouver Brettanomyces et la qualité sanitaire du raisin. En effet, la présence de Brettanomyces 

semble corrélée à celle du champignon Botrytis cinerea (Taillandier et al., 2008). Une seule étude 

montre l’isolement de cette levure à partir du raisin (Renouf et Lonvaud-Funel, 2007) malgré le 

fait qu’elles aient été isolées de nombreuses fois durant la fermentation du moût de raisin (Jolly et 

al., 2003; Licker et al., 1998; Prakitchaiwattana et al., 2004; Pretorius, 2000). Cette faible 

détection sur le raisin pourrait provenir du fait qu’elles sont en faible concentration au milieu 

d’un écosystème microbien diversifié où d’autres espèces de levures et de bactéries dominent. 

Cela peut également venir du fait de leur faible vitesse de croissance. Afin de contourner ce 

problème et de permettre tout de même la quantification de cette levure sur le raisin, Renouf et 

Lonvaud-Funel (2007) ont développé un milieu spécifique d’enrichissement.  
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2.1.2 En vin  

Brettanomyces est donc plus souvent retrouvée associée avec le vin ou avec le matériel de la cave 

(Fugelsang, 1998). Sa présence est le plus souvent très faible par rapport au nombre important de 

levures à fermentation rapide comme Saccharomyces cerevisiae par exemple.  

 

Brettanomyces est retrouvée dans des conditions de faibles concentrations en SO2 libre, avec des 

faibles concentrations en sucres résiduels et avec des nutriments, relargués suite à une autolyse 

des levures du milieu.  

 

De nombreux vins finis et mis en bouteille contiennent des populations plus ou moins 

importantes de Brettanomyces. Le plus souvent ces vins ont une longue période de vieillissement 

en fût de chêne couplée à de faibles concentrations en SO2 ainsi qu’une filtration avec une faible 

efficacité avant la mise en bouteille (Arvik et al., 2002; Heresztyn, 1986b). Brettanomyces est 

également retrouvée dans des échantillons d’air de la cave, sur le matériel, les drains, les pompes 

et les tuyaux de transfert du vin. Donc, il n’est pas surprenant que la cave soit souvent considérée 

comme la première source de contamination par Brettanomyces. 

Brettanomyces bruxellensis est une levure d’altération peu exigeante en sources nutritives et 

résistante à l’éthanol (Conterno et al., 2006) ainsi qu’aux bas pH et peut s’implanter à tout 

moment de la vinification. 

 

2.2 Cytologie 

Les cellules végétatives ont une forme ogivale qui résulte de leurs nombreux bourgeonnements 

polaires. Des formes sphériques, ellipsoïdales et cylindriques ont également été observées. Elles 

peuvent être aussi présentes sous forme de chainettes, probablement dues à une séparation 

incomplète des cellules filles. De plus, la taille et la morphologie de cette levure sont très 

variables selon les conditions de culture et la phase de croissance (Aguilar-Uscanga et al., 2000; 

Dickinson, 1996; Vigentini et al., 2013).  

 

2.3 Taxonomie 

Brettanomyces a été isolé pour la 1ère fois en vin en 1960 (Kunkee et Amerine, 1970; Van der 

Walt et Van Kerken, 1960). Un lien entre l’altération du vin rouge et la présence de 
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Brettanomyces a été mis en évidence bien après par Chatonnet et al. (1995) quand ils ont montré 

que Brettanomyces a la capacité de produire le 4-éthylphénol, à partir de l’acide p-coumarique, 

composé très négatif car donnant des odeurs de sueur de cheval et/ou d’écurie.   

 

Les genres Brettanomyces et Dekkera présentent conjointement les espèces Brettanomyces 

anomalus et Brettanomyces bruxellensis. La différence entre les deux genres est que 

Brettanomyces est la forme non sporulante (anamorphe) alors que Dekkera est la forme 

sporulante (téléomorphe). Les formes sporulantes de Brettanomyces custersianus, Brettanomyces 

naardenensis et Brettanomyces nanus n’ont jamais été détectées à ce jour.  

 

2.4 Métabolisme  

2.4.1 Sources carbonées  

2.4.1.1 Métabolisme des alcools  

Brettanomyces bruxellensis est capable de métaboliser l’éthanol. Vigentini et al. (2008) ont 

trouvé que sous condition de semi-anaérobiose, cette levure ne pouvait pas utiliser l’éthanol 

quand il est la seule source de carbone disponible. Cependant, Conterno et al. (2006) et Dias et al. 

(2003) ont démontré que B. bruxellensis pouvait utiliser l’éthanol comme source unique de 

carbone. Ces dernières études n’ont cependant pas détaillé les conditions de croissance des 

levures.  

Conterno et al. (2006) ont trouvé que l’utilisation du glycérol comme seule source de carbone 

était controversée selon les isolats testés. La non consommation serait principalement due aux 

conditions de croissance de la levure, c'est-à-dire qu’une semi-anaérobiose entrainerait une non 

utilisation du glycérol.  

 

2.4.1.2 Synthèse d’acide acétique 

La production d’acide acétique, qui peut également avoir lieu sous condition de culture en 

aérobiose est réalisée grâce à l’utilisation de l’acetyl-CoA synthétase qui est la seule source 

d’acetyl-CoA cytosolique, un composant impératif pour la biosynthèse d’acides gras (Flikweert 

et al., 1996; Van Den Berg et Steensma, 1995).  
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Les espèces de Brettanomyces sont également bien connues pour avoir la capacité d’affecter la 

qualité du vin négativement par la production d’acide acétique, qui constitue plus de 90% de 

l’acidité volatile du vin (Van der Walt et Van Kerken, 1958). Une concentration élevée peut être 

préjudiciable sur la qualité du vin. Cette augmentation en acide acétique a été associée à des 

fermentations arrêtées ou languissantes (Bisson, 1999). Cette levure est capable de produire, 

d’accumuler et ensuite de consommer de fortes concentrations en acide acétique en conditions 

aérobies.  

 

2.4.1.3 Métabolisme des sucres 

Cette levure est capable de métaboliser différents sucres comme sources de carbone telles que le 

glucose, fructose, maltose et mannose (Conterno et al., 2006; Dias et al., 2003).  

Un milieu riche en sucres peut inhiber le métabolisme respiratoire chez la levure en exerçant une 

répression sur les enzymes de la respiration indépendamment de la présence en oxygène dans le 

milieu. Ce phénomène est très important en œnologie. B. bruxellensis peut fermenter les sucres 

permettant la production d’éthanol, même sous condition d’aérobiose où la respiration cellulaire 

est en principe également possible. Les cellules B. bruxellensis sont donc Crabtree positive 

(Barbin, 2006; Gilis, 1999). Cet effet supporte également la stratégie des levures à produire 

premièrement l’éthanol pour prévenir la croissance de microorganismes compétitifs et puis elles 

peuvent utiliser cet éthanol pour la respiration cellulaire lorsque le glucose n’est plus présent dans 

le milieu (De Deken, 1966).  

  

2.4.2 Sources azotées  

Les connaissances sur l’utilisation des composés azotés et sur les sources azotées préférées sont 

limitées (de Barros Pita et al., 2013; Childs et al., 2015). Cependant il est connu que B. 

bruxellensis utilise différentes sources d’azote et que cette levure a de faibles besoins en azote en 

conditions d’aérobiose (Aguilar-Uscanga et al., 2000; Conterno et al., 2006; Morneau et al., 

2011). En conditions d’anaérobiose stricte, une souche est incapable de croître dans un milieu 

sans acide aminé. D’autres études montrent que les milieux permettant la croissance de cette 

levure doivent contenir des extraits de levure ou des casamino-acides (Ciani et Ferraro, 1997; 

Rozpędowska et al., 2011; Uscanga et al., 2003). Une étude de Blomqvist (2011) a révélé que les 

acides aminés : lysine, histidine, arginine, asparagine, acide aspartique, acide glutamique et 
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alanine sont tous impliqués dans la croissance de B. bruxellensis en conditions d’anaérobiose. 

Récemment il a été montré que l’ammonium, les nitrates et certains acides aminés pouvaient être 

utilisés par B. bruxellensis (de Barros Pita et al., 2013; Blomqvist, 2011; Blomqvist et al., 2012; 

Conterno et al., 2006; Galafassi et al., 2013). Cependant, pour Gaunt et al. (1988), l’ammonium 

n’a pas d’effet sur la croissance de cette levure et Aguilar-Uscanga et al. (2000) montrent que le 

sulfate d’ammonium à des concentrations supérieures à 2 g/L peut potentiellement inhiber cette 

croissance. Chez certaines espèces levuriennes, B. bruxellensis inclus, le nitrate est converti en 

ammonium grâce à deux réactions successives catalysées par la nitrate réductase et la nitrite 

réductase. Les concentrations des nitrates et nitrites sont très faibles en milieu vin, alors que 

l’ammonium est très abondant dans le moût de raisin. Il a été démontré que l’assimilation des 

nitrates annule l’effet Custer (fermentation du glucose plus rapide en présence d’oxygène qu’en 

anaérobiose), permettant probablement un métabolisme fermentaire plus important (Galafassi et 

al., 2013). Cependant, contrairement à cette précédente étude, Borneman et al. (2014) ont trouvé 

que deux souches de Brettanomyces isolées de vins australiens n’étaient pas capables d’utiliser 

les nitrates.  

 

Beaucoup d’acides aminés sont disponibles dans le vin à la fin de la FA, et il est aussi noté une 

augmentation de la teneur en acides aminés dans le vin au cours de l’élevage notamment par le 

relargage de ces derniers suite à l’autolyse des levures responsables de la FA (Lehtonen, 1996; 

Perrot et al., 2002; Valero et al., 2003). Concernant la proline, deux études par van Zyl (1962) et 

Blomqvist (2011) présentent des résultats indiquant que la proline n’a pas d’effet sur la 

croissance de B. bruxellensis. Cela est pourtant contradictoire avec d’autres études. Conterno et 

al. (2006) et Crauwels et al. (2015) trouvent en effet que B. bruxellensis peut utiliser les acides 

aminés, principalement la proline et l’arginine. Cependant, les auteurs n’ont pas indiqué les 

conditions de croissance (aérobiose ou anaérobiose).  

 

2.4.3 Production de phénols volatils 

La formation de phénols volatils a été démontrée comme étant le résultat de la transformation 

enzymatique des acides phénols cinnamiques présents durant l’élaboration du vin (Chatonnet et 

al., 1992a; Heresztyn, 1986b). Ces acides phénols (acides p-coumarique, férulique et caféique) 

sont naturellement présents dans le jus de raisin et dans le vin. Leur origine est le raisin où ils 
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sont présents généralement sous forme d’esters avec l’acide tartrique (Dugelay et al., 1993): il est 

retrouvé ainsi les acides coutarique, fertarique et caftarique. L’action d’enzymes avec une activité 

estérase libère ces acides faibles dans leurs formes libres (Gerbaux et al., 2002). Ces acides 

phénols peuvent inhiber la croissance de nombreux microorganismes (Barthelmebs et al., 2001; 

Stead, 1995; Zaldivar and Ingram, 1999). B. bruxellensis pourrait convertir ces acides phénols 

toxiques en phénols volatils afin de détoxifier le milieu (hypothèse discutée actuellement mais 

non prouvée scientifiquement). Les acides hydroxycinnamiques sont décarboxylés en 

vinylphénols (4-vinylphénol, 4-vinylgaïacol et 4-vinylcatéchol) par la cinnamate décarboxylase. 

Ces derniers sont ensuite réduits en éthylphénols (4-éthylphénol, 4-éthylgaïacol et 4-

éthylcatéchol) par l’action de la vinylphénol réductase (Chatonnet et al., 1992a; Heresztyn, 

1986b; Hesford et al., 2004; Tchobanov et al., 2008). En vin rouge, les seuils de perception de 

770 et 426 µg/L ont été rapportés pour respectivement les vinylphénols et pour les éthylphénols 

(Chatonnet et al., 1992a, 1993). La variété des raisins utilisés affecterait cependant la perception 

sensorielle des éthylphénols. Physter et Mills (2004) ont ainsi indiqué que le seuil de détection 

était plus élevé dans les vins issus de raisins du cépage Cabernet Sauvignon que dans les vins 

élaborés avec le cépage Tempranillo.   

 

Des souches de Pichia guillermondii ont également été déclarées comme produisant des quantités 

considérables d’éthylphénols dans le moût de raisin (Dias et al., 2003). De nombreuses études ont 

été réalisées pour élucider le rôle des phénols volatils et la formation du « caractère 

Brettanomyces » en vin (Chatonnet et al., 1997, 1995, 1992; Coulter et al., 2003; Dias et al., 

2003; Edlin et al., 1995; Francis et Newton, 2005; Heresztyn, 1986a; Hesford et al., 2004; Licker 

et al., 1998). 

 

D’autres levures présentes dans le vin, comme S. cerevisiae, Pichia spp., Torulaspora spp. et 

Zygosaccharomyces spp. peuvent aussi produire du 4-vinylphénol mais elles ne peuvent pas 

réduire ce composé en 4-éthylphénol (Dias et al., 2003). Différentes souches de Brettanomyces 

ont également montré de grandes différences dans leur production de phénols volatils (Joseph et 

Bisson, 2004).  
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2.4.4 Production de tétrahydropyridines 

Un autre défaut du vin qui peut rendre les arômes et le goût des vins inacceptables est le « goût 

de souris ». Ce défaut en vin a été reporté par Heresztyn (1986b) qui a isolé et caractérisé les 

composés responsables de cet arôme désagréable à partir de vins contaminés par des 

microorganismes appartenant aux genres Lactobacillus et Brettanomyces. Trois composés 

chimiques ont été identifiés: 2-acetyltetrahydropyridine (ATHP), 2-éthyltetrahydropyridine 

(ETHP) et 2-acetyl-pyrroline (APY) (Grbin et al., 1995; Heresztyn, 1986b). 

 

Les levures appartenant au genre Brettanomyces sont capables de produire seulement les deux 

premiers composés, ATHP et ETHP. Le premier composé semble avoir un seuil de perception 

dans l’eau 100 fois inférieur à celui de l’ETHP, c'est-à-dire à 1,6 µg/L (Teranishi et al., 1975). 

Dans des vins altérés, l’ATHP a été déterminé à des valeurs de 4,8 à 106 µg/L (Grbin et al., 

1995). L’acide aminé L-lysine est essentiel pour la formation de ces deux composés (Grbin et al., 

1995; Grbin et Henschke, 2000; Heresztyn, 1986b). L’éthanol est également un précurseur 

nécessaire pour que le défaut se produise en vin (Snowdon et al., 2006). De plus, l’oxygène a été 

démontré comme ayant un effet stimulant sur la production d’ATHP et ETHP (Grbin, 1998) mais 

cela est probablement dû à une plus grande biomasse de Brettanomyces en condition aérobiose. 

Le « goût de souris » se produit peu fréquemment en vin pour des raisons non élucidées 

actuellement.  

 

2.4.5 Dégradation des anthocyanes  

Brettanomyces peut, dans des situations favorables, hydrolyser la liaison anthocyanidines-glucose 

et libérer ainsi du glucose (Mansfield et al., 2002). Les vins contaminés avec Brettanomyces ont 

souvent une couleur dépréciée du fait de cette perte en anthocyanes (forme stable).  

 

2.5 Facteurs de développement de B. bruxellensis 

2.5.1 Facteurs physicochimiques 

2.5.1.1 Influence de l’éthanol 

La plupart des souches de Brettanomyces montrent une forte résistance à l’éthanol, représentant 

un caractère crucial pour leur survie en environnement fermentaire. Cependant, en général, 

Brettanomyces est légèrement plus sensible comparée à la plupart des souches S. cerevisiae 
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(Barata et al., 2008). Les expérimentations utilisant des milieux synthétiques indiquent que 

14,5% - 15% (v/v) d’éthanol est reconnue comme la limite supérieure qui permet la croissance de 

Brettanomyces en vin. Cependant, ce caractère dépend de la souche et des facteurs 

environnementaux, tels que le pH et la concentration en SO2 libre (Sturm et al., 2014). De plus, 

différents niveaux de stress éthanol affectent la production d’arômes par Brettanomyces. 

Conterno et al. (2013) ont ainsi montré que la synthèse de composés spécifiques, tels que les 

esters éthyliques, le phényléthanol et le 4-éthylgaïacol, est augmentée en réponse à de hautes 

concentrations en éthanol, bien que la croissance des cellules soit limitée.  

 

2.5.1.2 Influence de la température  

L’intervalle de l’optimal de croissance pour Brettanomyces est compris entre 25°C et 28°C 

(Brandam et al., 2008; Fugelsang and Edwards, 2007; Zuehlke and Edwards, 2013). Le 

rendement en éthanol, la productivité et la croissance sont légèrement influencés par la 

température (Blomqvist et al., 2010; Brandam et al., 2008; Yakobson, 2009). 

 

2.6 Dénombrement et Identification 

2.6.1 Dénombrement sur milieux sélectifs 

Les méthodes de microbiologie conventionnelle telles que la croissance sur milieu de culture 

sélectif ou les tests biochimiques ont été utilisées pour isoler et identifier les espèces ou genres 

durant plusieurs décennies.  

Le développement d’un milieu sélectif pour l’isolement de Brettanomyces a été fait par 

Rodrigues et al. (2001). Ils ont testé différents milieux de cultures tels que: 

- mannitol Salt Agar,  

- kanamycin Aesculin Azide Agar Base,  

- KF Streptococcus Agar,  

- YM supplémenté avec de la fuchsine (5 g/L peptone, 10 g/L glucose, 3 g/L extrait 

de levure, 3 g/L extrait de malt, 20 g/L agar) 

- GYP (20 g/L glucose, 5 g/L extrait de levure, 10 g/L peptone et 20 g/L agar + 4 

g/L de carbonate de calcium) avec différentes sources en carbones (glucose, 

éthanol et galactose ; pH 5,4), 
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- YNB (Difco) supplémenté avec différentes sources de carbones (glucose, éthanol, 

glycérol et plusieurs sources d’acides organiques ; pH 5,4), 

- WLN (Wallerstein Laboratory Nutrient) (Difco), 

- GYP (20 g/L glucose, 5 g/L extrait de levure, 10 g/L peptone et 20 g/L agar + 4 

g/L de carbonate de calcium) avec différentes concentrations en antibiotiques 

(5-fluorocytosine, fluconazole, nystatine, econazole, ketoconazole, miconazole 

et cycloheximide). 

 

Certains de ces milieux ont été supplémentés avec de l’acide p-coumarique et du vert de 

bromocrésol.  

De cette étude, le milieu appelé DBDM (Dekkera/Brettanomyces Differential Medium) a été 

démontré comme étant capable de mesurer une population de levures cibles inférieure à 1% à 

partir d’une population totale microbienne, en combinaison avec la méthode du nombre le plus 

probable (NPP). Avec une base contenant de l’azote (YNB : Yeast Nitrogen Base), ce milieu 

contient aussi 2 agents antimicrobiens (éthanol et cycloheximide), un indicateur de pH (vert de 

bromocrésol) indiquant l’acidification du milieu et un substrat (acide p-coumarique). Ce dernier 

composé a été ajouté afin de mettre en évidence une odeur phénolée désagréable qui confirme la 

présence de Brettanomyces.  

 

Le développement d’un milieu sélectif qui favorise la détection de Brettanomyces a suivi les 

travaux de Rodrigues et al. (2001). Le milieu WLN a été axé sur le développement d’un système 

de détection simple de la levure Brettanomyces qui pouvait être utilisé en routine dans l’industrie 

du vin (Couto et al., 2005). Les milieux liquides ont été décrits comme ayant une fonction de 

ressuscitation pouvant être bénéfique pour de nombreux microorganismes tout en réduisant la 

croissance des champignons (Loureiro et Malfeita-Ferreira, 2006). Cependant, l’utilisation de 

cycloheximide inhibant la croissance des cellules eucaryotes peut entrainer une inhibition de 

croissance de certaines souches de B. bruxellensis du raisin et du vin alors que cette levure est 

connue pour être résistante à ce composé (Barnett et al., 2000; Morneau et al., 2011). L’ajout de 

ce composé permet donc une spécificité du milieu de culture afin que la présence de S. cerevisiae 

n’influence pas le dénombrement après incubation. Cependant, cette inhibition est partielle 

puisqu’un développement peut avoir lieu avec le temps (semi-spécificité). L’étude de Morneau et 
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al. (2011) montre que l’ajout de vin rouge stérile dans le milieu de culture permettrait d’améliorer 

le développement des colonies par la présence de nutriments (non déterminés à ce jour).  

Comme décrit précédemment, la présence de Brettanomyces sur le raisin est remarquablement 

faible, c’est pourquoi Renouf et Lonvaud-Funel (2007) ont proposé l’utilisation d’un milieu 

d’enrichissement afin de palier à ce problème et obtenir ainsi une bonne détection de 

Brettanomyces sur la surface des baies de raisin. Cependant, leur faible taux de croissance et leur 

besoin en nutriments complexes demandent un temps d’incubation supérieur à deux semaines 

(Rodrigues et al., 2001). Cette période d’incubation est généralement trop longue pour 

sélectionner spécifiquement l’espèce Brettanomyces au sein d’une large diversité microbienne de 

la baie de raisin pouvant présenter des taux de croissance plus rapides que celui de B. bruxellensis 

(Oelofse et al., 2008).   

 

2.6.2 Etat VNC 

Bien que de nombreuses techniques culture-dépendantes soient disponibles pour déterminer la 

présence de cette levure indésirable durant le processus de vinification, dans de nombreux cas 

Brettanomyces est indétectable, alors que le produit final est affecté par la présence d’odeurs 

phénolées causées par la présence de cette levure (Laforgue et Lonvaud-Funel, 2012; Serpaggi et 

al., 2012). Ce phénomène a été expliqué par l’aptitude des cellules Brettanomyces d’entrer en état 

viable mais non cultivable (VNC). Cet état est caractérisé par une incapacité des cellules à se 

développer sur milieu de culture, même si elles sont encore en vie avec une activité métabolique 

et des fonctions cellulaires maintenues (Agnolucci et al., 2010; Divol et Lonvaud-Funel, 2005; 

Du Toit et al., 2005). Par ailleurs, certaines études affirment que les cellules de B. bruxellensis en 

état VNC continuent de produire du 4-éthylphénol et 4-éthylgaïacol (Serpaggi et al., 2012) alors 

que d’autres affirment le contraire (Agnolucci et al., 2010; Zuehlke et Edwards, 2013). 

Bien que l’entrée en état VNC soit un sérieux problème pour gérer la stabilité microbiologique et 

la qualité du produit fermenté (Li et al., 2014; Millet et Lonvaud-Funel, 2000), peu d’études ont 

été réalisées sur l’état VNC de ces levures (Agnolucci et al., 2010; Du Toit et al., 2005; Salma et 

al., 2013; Serpaggi et al., 2012; Zuehlke et Edwards, 2013).  Dans le domaine de la vinification, 

le dioxyde de soufre (SO2), agent antimicrobien utilisé pour la préservation des aliments, induit 

l’état VNC chez B. bruxellensis (Agnolucci et al., 2014, 2010; Du Toit et al., 2005; Serpaggi et 

al., 2012; Zuehlke et Edwards, 2013). Serpaggi et al. (2012) ont démontré que les souches 



Chapitre 1 : Synthèse bibliographique 

36 

 

pouvaient « ressusciter », retrouvant alors une cultivabilité, par augmentation du pH éliminant le 

SO2 moléculaire, forme active du SO2 présent dans le milieu. Effectivement, en microbiologie, la 

« ressuscitation » peut s’opérer lorsque le stress, induisant l’état VNC, est levé (Du Toit et al., 

2005; Li et al., 2014; Oliver, 2010). Concernant la variabilité intraspécifique, Zuehlke et Edwards 

(2013) ont essayé de trouver la bonne combinaison de SO2 moléculaire et la température afin de 

limiter la croissance de Brettanomyces. Ils ont décrit une certaine diversité de cultivabilité parmi 

3 souches de B. bruxellensis. Récemment, Agnolucci et al. (2014) ont analysé par marquage de 

vitalité (bleu de trypan) 7 souches représentatives de 85 isolats. Ils ont indiqué qu’une 

concentration en SO2 moléculaire supérieure à 1 mg/L induit un état VNC à des niveaux 

différents après 24 h d’exposition.  

 

2.6.3 Identification 

2.6.3.1 Sans quantification 

De nombreuses techniques utilisant principalement la biologie moléculaire ont été développées 

afin de permettre la mise en évidence de la présence de Brettanomyces dans le milieu et un 

dénombrement semi-quantitatif peut être effectué avec certaines de ces méthodes.  

 

Tableau 3  

Méthodes permettant la discrimination de B. bruxellensis selon son genre, son espèce ou la 

souche présente. 

Spécificité des 

méthodes 

Méthodes Références  

Identification du  Caryotypage RFLP Mitrakul et al. (1999) 

genre PCR-ITS-RFLP Curtin et al. (2007) 

 LAMP Hayashi et al. (2007) 

   

Identification de  PCR-ITS-RFLP Dias et al. (2003); Esteve-Zarzoso et al. (1999) 

l'espèce PCR-RAPD Miot-Sertier et Lonvaud-Funel (2007) 

   

Discrimination  Nested PCR Ibeas et al. (1996) 

entre les souches Restriction PCR-mtDNA  Agnolucci et al. (2009); Martorell et al. (2006) 

 PCR-RAPD Agnolucci et al. (2009);Mitrakul et al. (1999); 

  Martorell et al. (2006) 

 Microsattelites  Albertin et al. (2014) 

 PCR-AFLP Curtin et al. (2007) 

 PCR-ISS Vigentini et al. (2011); Oelofse et al. (2009) 
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2.6.3.2 Avec quantification  

2.6.3.2.1 PCR en temps réel 

Plusieurs études ont mis en place des protocoles permettant la quantification par PCR en temps 

réel de B. bruxellensis en vin telles que les études de Agnolucci et al. (2007), Andorrà et al., 

(2010), Delaherche et al. (2004), Phister et Mills (2003), Salinas et al. (2009), Tessonnière et al., 

(2009), Willenburg et Divol (2012) et Zott et al. (2010). Cependant, la croissance des 

microorganismes en vin modifie l’efficacité et la fiabilité de l’extraction de l’ADN puisque des 

polyphénols semblent être adsorbés au niveau de la paroi des cellules (Morata et al., 2003, 2004; 

Razmkhab et al., 2002). Les composés comme les tanins, les polysaccharides et les pigments 

peuvent inhiber l’amplification de l’ADN (Rossen et al., 1992; Wilson, 1997). Or, une faible 

efficacité d’extraction et d’amplification peut conduire à des résultats faux-négatifs.  

Aujourd’hui, différents kits commerciaux peuvent également être utilisés en contrôle afin de 

permettre la quantification de cette levure en milieu vin.  

 

2.6.3.2.2 Epifluorescence et cytométrie en flux 

2.6.3.2.2.1 Marqueur de viabilité 

Gerbaux (2007) a développé pour la matrice vin une méthode mettant en évidence la viabilité 

cellulaire en utilisant un fluorochrome couplé à la cytométrie en flux. Cependant cette technique 

n’est pas spécifique, donc une surestimation de la population peut être faite en utilisant cette 

méthode si différents genres levuriens sont présents. De nombreux fluorochromes peuvent être 

utilisés afin de déterminer l’état physiologique des microorganismes présents (voir Revue rédigée 

au cours de cette thèse et insérée partie 3. de ce chapitre). 

 

2.6.3.2.2.2 Sondes FISH 

Des sondes oligonucléiques ou peptidiques ont été développées afin de quantifier spécifiquement 

Brettanomyces (Dias et al., 2003; Millet et Lonvaud-Funel, 2000; Röder et al., 2007; Stender et 

al., 2001). Le plus souvent utilisé en épifluorescence, un protocole a été développé afin de 

quantifier Brettanomyces directement en vin rouge en utilisant la cytométrie en flux (Serpaggi et 

al., 2010). Ce protocole permet une quantification en 48 h (voir Revue rédigée au cours de cette 

thèse et insérée partie 3. de ce chapitre).  
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2.6.3.2.2.3 Anticorps  

Bretta Test, développé par le laboratoire privé de recherche Amarok Biotechnologies et distribué 

par le laboratoire Vect’oeur, est le premier test de laboratoire permettant de détecter 

spécifiquement la levure Brettanomyces par des anticorps spécifiques et de donner en même 

temps leur état de viabilité. Les tests réalisés en laboratoire et en conditions réelles ont confirmé 

la spécificité et l’efficacité de leur méthode d’analyse pour une prévention et un suivi des 

procédés de production des vins et des cidres. Le résultat serait disponible après 2 h.  

 

2.6.3.2.3 Capteur d’ADN chimioluninescent  

Cecchini et al. (2012) ont développé une technique répétable et rapide de chimioluminescence 

détectée par un capteur à fibre optique. Ils ont développé des sondes fluorescentes ciblant les 

séquences ITS (Internal Transcribed Spacer) de Brettanomyces bruxellensis. Des corrélations 

entre la population de B. bruxellensis présente et la chimioluminescence détectée ont été 

effectuées.  
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3 Utilisation de la cytométrie en flux pour quantifier et déterminer 

l’état physiologique des microorganismes du vin  
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4 Moyens de lutte permettant de réduire les altérations dues aux 

microorganismes  

 

4.1 Méthodes préventives  

Différents moyens de prévention, biologiques et physiques existent afin de réduire voire de 

minimiser fortement les risques de contaminations levuriennes ou bactériennes.  

 

4.1.1 Bonnes pratiques 

Concernant les BA, la meilleure prévention à adopter pour éviter leur développement est de 

maitriser le contact avec l’O2. Pour cela différentes techniques peuvent être mises en place telles 

que l’embouteillage à chaud stabilisant le vin microbiologiquement, le recours aux gaz inertes 

pour empêcher le vin d’entrer en contact avec l’oxygène, les ouillages réguliers pour réduire la 

surface de contact possible avec l’oxygène. De plus il est important de maitriser la température 

du chai afin de réduire leur développement.  

 

Concernant Brettanomyces, Yap et al. (2007) ont montré que l’augmentation des contaminations 

des vins par cette levure est due à différents critères tels que : 

- une évolution de la vinification, avec des vins avec de faibles acidités contenant des 

teneurs en sucres résiduels non négligeables 

- une évolution des pratiques de vinification avec une diminution de l’utilisation de la 

filtration et du SO2 

- une hygiène relativement pauvre de la cave avec des lavages avec des désinfections de 

fûts inadéquates 

- la propagation entre les vignobles et les régions par l’utilisation de fûts revendus 

contaminés  

- l’importation de vins contaminés.  

 

Le vignoble peut également jouer un rôle puisqu’un raisin de bonne qualité sanitaire peut réduire 

les risques conduisant à la production de phénols volatils (Loureiro et Malfeita-Ferreira, 2006). 

De plus, les concentrations en acides hydroxycinnamiques, étant directement responsables de la 

production de ces composés dépendent du cépage, de sa qualité sanitaire (Oelofse et al., 2008) et 
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des pratiques de macération (Gerbaux et al., 2002). Ces facteurs, en plus de l’utilisation de 

pectinases, utilisées pour l’extraction de la couleur et la clarification du moût de raisin, possédant 

des activités secondaires de type estérase, peuvent conduire à augmenter le niveau de production 

en phénols volatils par Brettanomyces spp. (Dugelay et al., 1993; Gerbaux et al., 2002) par 

augmentation de la teneur en acides phénols, précurseurs des phénols volatils. B. bruxellensis est 

par contre incapable de métaboliser les acides hydroxycinnamiques estérifiés avec l’acide 

tartrique (Ginjom et al., 2011). Récemment, un code des bonnes pratiques vitivinicoles destiné à 

prévenir ou à limiter la contamination par Brettanomyces a été mis en place par l’OIV 

(Résolution OIV-OENO 462-2014).  

 

 

4.1.2 Méthode biologique 

4.1.2.1 Ferments microbiologiques 

Une bonne gestion des fermentations, assurée notamment par l’utilisation de ferments pour 

réaliser la FA et la FML est particulièrement importante en prévention. En effet, les arrêts de FA, 

les fermentations languissantes et des temps de latence importants entre la FA et la FML créent 

un environnement où Brettanomyces peut alors se développer (Malherbe et al., 2007). 

Récemment, il a été cependant montré que certaines souches de Oenococcus oeni possédaient des 

activités estérases capables de libérer des acides phénols (Chescheir et al., 2015). S’il y a ensuite 

une contamination par les levures Brettanomyces dans le vin, cela conduit à la production de 

phénols volatils.  

 

4.1.3 Pratiques œnologiques  

4.1.3.1 Collage du vin  

Le collage des vins rouges à l’aide de protéines permet d’abaisser significativement la charge 

microbienne. L’étude de Murat et Dumeau (2003) indique que les populations contaminantes de 

Brettanomyces peuvent être réduites de 40 à 2000 fois lors de traitement avec des protéines de 

collage.  
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4.1.3.2 Dicarbonate de diméthyle (DMDC)  

Le DMDC est utilisé en œnologie pour assurer la stabilisation microbiologique du vin mis en 

bouteille et prévenir le développement des levures indésirables et des bactéries lactiques. Il est 

autorisé par l’Union Européenne pour les vins à plus de 5 g/L de sucres résiduels avant 

embouteillage à la dose maximale de 200 mg/L. Plusieurs études montrent que les BL en vin 

(Ough et al., 1988) ou en jus (Delfini et al., 2002; Winniczuk et Parish, 1997) sont plus 

résistantes au DMDC que les levures. Costa et al. (2008) ont clairement démontré que 

l’utilisation de ce composé à la concentration limite autorisée n’était pas efficace contre les BL et 

les BA que ce soit pour des cultures pures ou sur des populations indigènes. Pour des populations 

levuriennes autour de 106 UFC/mL, la dose maximale de DMDC légalement autorisée n'est pas 

totalement efficace contre les espèces levuriennes les plus résistantes (S. pombe, Brettanomyces 

et S. cerevisiae). L'addition de 1 mg/L de dioxyde de soufre moléculaire augmente nettement 

l'effet d'inactivation du DMDC sur les populations de levures initiales (Costa et al., 2008). 

 

4.1.3.3 Chitosane 

L’utilisation de chitosane, polysaccharide dérivé de la chitine de Aspergillus niger, est autorisée 

par l’Union Européenne depuis 2010. Ce composé, insoluble dans le vin, possède une action à la 

fois physique et biologique sur Brettanomyces. Pour Taillandier et al. (2014), il y a une 

agrégation des cellules avec le chistosane suite à des interactions de charges électriques et il 

provoque également une fuite d’ATP des cellules levuriennes. Il permet de réduire 

significativement la population levurienne Brettanomyces à la dose maximale autorisée de 10 

g/hL soit 100 mg/L. La dose recommandée est de 4 g/hL. Ferreira et al. (2013) ont montré que le 

chitosane inhibe la croissance de B. bruxellensis avec des concentrations allant de 200 à 500 

mg/L et dépendant du poids moléculaire du chitosane utilisé. Plus le poids moléculaire est faible, 

plus les concentrations minimales pour inhiber leur croissance est faible. Bağder-Elmacı et al. 

(2015) ont retrouvé des résultats similaires. De plus, le chitosane ne montre aucun impact en 

conditions de FA sur la population de S. cerevisiae en milieu de culture (Bağder-Elmacı et al., 

2015; Gómez-Rivas et al., 2004; Portugal et al., 2013). Lorsque les expériementations sont 

effectuées en condition vin, la FA est retardée sans altérer significativement la viabilité de S. 

cerevisiae. Il semblerait même que ce produit puisse jouer un rôle préventif vis-à-vis des B. 

bruxellensis en empêchant le développement de populations contaminantes dans des vins déjà 
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traités (Nardi et al., 2014; Nazaris et al., 2016). Concernant Oenococcus oeni, cette dernière 

semble plus sensible puisque sa croissance est complétement inhibée à 200 mg/L de chitosane.  

 

4.1.3.4 Acide sorbique 

L’activité antifongique de l’acide sorbique a été testée sur différentes levures. Cet acide sous 

forme de sorbate de potassium est autorisé comme conservateur par l’Union Européenne. La 

teneur maximale dans le vin traité est fixée à 200 mg/L en acide sorbique. Il semble que la dose 

de fongicide permettant l’arrêt d’une fermentation soit relativement élevée : 5 g/L. A partir de 0,5 

g/L, il est observé simplement un ralentissement de la fermentation qui s’arrête avant la fin 

(Ribéreau-Gayon et al., 2004). 

 

4.1.3.5 Ozone 

Ce composé s’est montré comme un agent désinfectant hautement efficace. Ce composé sous 

forme de gaz ou de solution est un traitement très efficace puisqu’il élimine 70% des levures 

(Guzzon et al., 2011). Quand la concentration cellulaire est inférieure à 103 cellules/mL dans une 

solution; l’ozone est capable d’éliminer les microorganismes d’altération du vin. Cependant, 

quand la concentration cellulaire est plus importante, l’efficacité de l’ozone est moindre (Guzzon 

et al., 2013). Cantacuzene et al. (2003) ont mis en évidence une réduction de la population de B. 

bruxellensis avec un traitement au gaz ozone et à l’eau chaude mais non avec de l’ozone aqueux. 

Cependant, Coggan (2003) a mesuré une réduction de 99% de la population de B. bruxellensis 

avec une eau ozonée.  

 

4.1.3.6 Dioxyde de soufre (SO2) 

La méthode la plus utilisée pour éviter les contaminations microbiennes est l’ajout de dioxyde de 

soufre ou anhydre sulfureux (SO2). Le sulfitage peut se faire de manière directe par traitement du 

vin avec l’utilisation de solution sulfureuse, de bisulfite ou de sels d’hydrogénosulfite. La 

manière indirecte est par traitement des fûts de chêne avec l’utilisation de soufre combustible 

(mèches ou pastilles) ou d’anhydride gazeux.  

Après ajout de SO2 dans le vin, une partie de ce dioxyde de soufre va se combiner de manière 

stable à l’éthanal ou de manière instable à d’autres composés carbonylés tandis qu’une autre 

partie va rester libre (Fig. 2).  
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Fig. 2  

Répartition des différentes formes du SO2 en vin. 

 

La combinaison du SO2 est très variable selon la matrice du vin. Le moyen le plus sûr pour 

déterminer le taux de combinaison est d’appliquer la méthode de Schaeffer qui consiste à ajouter 

des doses croissantes de SO2 au vin afin de tracer la droite de combinaison (Institut Français de la 

Vigne et du Vin, 2002).  

 

Une fraction seulement du SO2 libre (H2SO3 et HSO3
-) est dite SO2 actif ou moléculaire (H2SO3). 

Bien que la forme HSO3
- soit la plus présente au pH des vins (pH 3 à 4), elle possède une faible 

activité antiseptique. C’est la forme active ou moléculaire (SO2 moléculaire) qui présente les plus 

grandes propriétés antiseptiques mais aussi des propriétés antioxydantes et antioxydasiques 

(Ribéreau-Gayon et al., 2012).   

 

La quantité de SO2 moléculaire se calcule en fonction du SO2 libre, du pH, du titre alcoométrique 

volumique (TAV) et de la température. De ce fait, la quantité de SO2 moléculaire diminue 

lorsque le pH augmente, que le TAV augmente et que la température diminue (Beech et Tomas, 

1985; Usseglio-Tomasset et Bosia, 1984).  

 

Actuellement, l’Union Européenne autorise une teneur maximale de 150 mg/L de SO2 total dans 

les vins rouges secs et une teneur maximale de 200 mg/L dans les vins blancs secs et rosés secs. 

Il est important de pouvoir maitriser la dose de SO2 dans les vins car une dose excessive conduit 

à la neutralité de certains arômes et confère des défauts organoleptiques (laine mouillé). Et à 

l’inverse, une dose insuffisante se caractérise par une oxydation excessive ou à des 
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développements microbiens pouvant compromettre les qualités organoleptiques du vin (Ribéreau-

Gayon et al., 2004).  

 

À dose adéquate, le SO2 a un effet létal sur les microorganismes, il agit à différents niveaux 

cellulaires. L’entrée du SO2 dans la cellule dépend de sa concentration dans le milieu et du pH. 

Lorsque le pH est bas, la cellule transporte facilement par diffusion le SO2 moléculaire à 

l’intérieur (Divol et al., 2012). Le SO2.H2O n’agit à l’intérieur de la cellule que par 

l’intermédiaire de l’ion sulfite (SO3
2-) et/ou bisulfite (HSO3

-). La concentration intracellulaire en 

SO2 diminue quand H2SO3 se dissocie en HSO3
-, le SO2 diffuse de nouveau à l’intérieur de la 

cellule jusqu’à ce que l’équilibre entre les concentrations intra et extracellulaires s’établisse 

(Divol et al., 2012). Ce processus entraine une accumulation intracellulaire de HSO3
- qui peut 

réagir sur les constituants de la cellule (Gunnison, 1981). Selon Anacleto et van Uden (1982), la 

mort des cellules de Saccharomyces cerevisiae par le SO2 s’effectue en trois étapes:  

- le SO2 moléculaire se combine avec des récepteurs à la surface de la cellule, 

- le SO2 entraine le changement d’activité du complexe récepteur, 

- le SO2 entraîne des dommages sur la membrane plasmique.  

 

Ainsi, le SO2 inhibe la croissance microbienne en interférant avec les processus intracellulaires. 

Le SO2 est une molécule très réactive et peut se lier à de nombreux métabolites et enzymes dans 

la cellule (Divol et al., 2012).  

 

Cependant la détermination de la dose de SO2 actif efficace ainsi que l’évaluation de son 

efficacité restent complexe car Brettanomyces peut être sulfite tolérante (Barata et al., 2008). 

Cette tolérance est souche dépendante (Curtin et al., 2012) et peut varier jusqu’à cinq fois 

(Agnolucci et al., 2010; Barata et al., 2008; Curtin et al., 2012). Des concentrations de 0,2 à 0,5 

mg/L de SO2 moléculaire habituellement inhibent la croissance en vins (Barata et al., 2008; 

Conterno et al., 2006; Du Toit et al., 2005). Cependant, il a été démontré que ce composé entraine 

l’état VNC chez certains microorganismes (Agnolucci et al., 2010; Du Toit et al., 2005; Serpaggi 

et al., 2012) (voir paragraphe 2.6.2.).  
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Concernant les bactéries, Lafon Lafourcade et Joyeux (1981) ont démontré que les concentrations 

en sulfite utilisées généralement durant l’élaboration du vin sont insuffisantes pour inhiber la 

croissance des BA. Ils ont constaté une croissance de A. aceti dans du vin rouge contenant 25 

mg/L de SO2 total. Du Toit et al. (2005) ont établi que 1,2 mg/L de SO2 moléculaire entraine un 

effet bactériostatique voire bactéricide sur A. pasteurianus, alors que 0,35 mg/L entraine 

seulement un effet minime sur la viabilité de cette bactérie. De plus, une inhibition complète de la 

croissance des BA peut être observée sur le moût de raisin lors de l’addition de 100 mg/L de SO2 

total (Watanabe et Lino, 1984).  

Les recommandations de l’Institut Français du Vin stipulent que pour une protection minimale, il 

suffit de 0,35 mg/l de SO2 actif tandis que pour une protection maximale, il est recommandé 

d’avoir 0,60 mg/L de SO2 actif. Cependant, la restriction des doses autorisées de sulfites dans le 

vin par la législation Européenne et la réticence de la part des consommateurs d’avoir des teneurs 

élevées en sulfites du fait des effets indésirables (maux de tête, effet allergisant…) entrainent une 

certaine difficulté à contrôler ces microorganismes dans le vin.  

 

4.2 Mesures correctives  

4.2.1 Méthodes physiques  

4.2.1.1 Flash-pasteurisation  

La flash-pasteurisation consiste à augmenter fortement la température du vin (entre 65°C et 

80°C) pendant quelques secondes afin de diminuer la population en microorganismes sans pour 

autant altérer les qualités organoleptiques du vin. La valeur moyenne de thermo-résistance des 

microorganismes dans les vins et les moûts est de 4,5°C. Cette valeur représente l’élévation de la 

température nécessaire pour réduire au dixième de sa valeur le temps de chauffage agissant sur 

une population de ce microorganisme. Cependant, cette méthode ne semble pas être aussi efficace 

que l’utilisation de dioxyde de soufre (Barbin, 2006).  

 

4.2.1.2 Filtration sur membrane  

Les membranes avec des pores de 0,45 μm sont utilisées pour l’élimination des levures et des 

bactéries (Suárez et al., 2007). Cette méthode est largement utilisée dans la pratique bien qu’il 

semble que certaines bactéries et levures par exemple en état VNC arrivent à passer au travers de 

cette membrane (Du Toit et al., 2005; Millet and Lonvaud-Funel, 2000; Serpaggi et al., 2012). 
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Couto et al. (2005) ont montré que ces procédures ne sont pas totalement efficaces. Cependant, 

des auteurs recommandent d’utiliser une filtration sur membrane de 1,2 µm couplée à l’ajout de 

0,5 mg/L de SO2 actif. Cela permettrait de réduire les populations de toutes les souches testées 

pour obtenir un vin stable microbiologiquement (Umiker et al., 2013). L’utilisation de cette 

méthode est donc controversée.  

 

4.2.2 Méthodes chimiques  

4.2.2.1 Dioxyde de soufre (SO2) 

En œnologie, le seul traitement chimique curatif envers les différents microorganismes 

d’altération est l’utilisation de SO2. Un ajout peut se faire au cours de la vinification ou durant 

l’élevage du vin (voir paragraphe 4.1.3.6).  

 

4.2.2.2 Lysozyme  

Cette enzyme, issue du blanc d’œuf, dégrade la paroi des BL. Cependant, ce produit est sans 

action les bactéries Gram-. A partir de 4 mg/L la destruction des BL est très importante en 24 h, 

temps nécessaire à la dégradation maximale (Ribéreau-Gayon et al., 2004). Quelle que soit la 

dose, toutes les cellules ne sont pas détruites et donc une stabilisation complète du vin n’est pas 

possible. Les principales applications en œnologie sont une inhibition de la FML pour les 

vinifications en blanc, le retardement du développement des BL et de la FML en vins rouges ainsi 

que la stabilisation microbiologique des vins après FML même si celle-ci n’est pas complète par 

le fait que ce composé agit seulement sur les BL et non sur les BA ni les levures.  

 

4.3 Mesures d’avenir? 

4.3.1 Méthodes biologiques 

4.3.1.1 Toxines actives 

Des toxines actives contre Dekkera / Brettanomyces ont été trouvées. Celles-ci sont synthétisées 

par Pichia anomala (Pikt) et Kluyveromyces wickerhamii (Kwkt) (Comitini et al., 2004). Ces 

toxines ont montré un effet fongicide stable contre B. bruxellensis en vin pendant au moins 10 

jours. Elles entrainent une mort irréversible de B. bruxellensis pour Oro et al., 2016. Santos et al. 

(2009) ont montré que la toxine PMKT2 produite par P. membranifaciens était active et stable au 

pH et à la température du vin. Cette toxine a montré une activité « killer » contre B. bruxellensis. 
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De plus, il est maintenant connu que le virus Ustilago maydis produit également une toxine 

« killer » (KP6) efficace contre B. bruxellensis alors que S. cerevisiae est résistante (Santos et al., 

2011). Branco et al. (2013) ont mis en évidence une autre toxine produite par S. cerevisiae CCMI 

885 capable d’agir sur différentes espèces levuriennes dont B. bruxellensis. Mehlomakulu et al. 

(2014) ont montré que Candida pyralidae peut sécréter deux toxines (CpKT1 et CpKT2) 

efficaces contre B. bruxellensis mais qui n’inhibent pas S. cerevisiae ni Lactobacillus plantarum 

et Oenococcus oeni. Une autre toxine (TdKT) produite par la souche Torulaspora delbrueckii 

NPCC 1033 a montré une forte inhibition de croissance de toutes les souches de levures 

d’altération testées dont B. bruxellensis (Villalba et al., 2016). Ces toxines pourraient être dans le 

futur utilisées comme agent antimicrobien (co-inoculation levurienne, utilisation direct des 

toxines) durant le vieillissement du vin et lors de son stockage. 

 

4.3.1.2 Peptides antimicrobiens  

Des peptides dérivés de lactoferrine (LfcinB17-31 et hydrolase pepsine LF), inhibent la 

croissance de B. bruxellensis en milieu de culture et en vin (Enrique et al., 2008). Cependant il a 

été démontré que l’efficacité du premier peptide dépend de la souche testée et de la matrice 

analysée. Nehme et al. (2010) ont mis en évidence dans une fermentation séquentielle (S. 

cerevisiae puis Oenococcus oeni) une diminution de la consommation d’acide malique par O. 

oeni en raison de la présence dans le milieu synthétique de peptides inhiteurs (5 à 10 kDa). Liu et 

al. (2016) ont montré que la FML pouvait être limitée par la présence de peptides soufrés. Rizk et 

al. (2016) ont récemment montré que cet effet était également vrai en vin (Cabernet Sauvignon et 

Syrah). Ils ont également démontré que l’activité anti-FML était plus importante lorsque les 

peptides étaient sécrétés en fin de FA et que ceux-ci inhibaient directement l’activité de l’enzyme 

malolactique.   

Actuellement, il n’y a pas d’étude sur l’effet de peptides vis-à-vis des bactéries acétiques du vin.  

 

4.3.2 Méthodes physiques 

4.3.2.1 Haute pression 

L’application d’une pression de 400 à 500 MPa durant 5 à 15 min à une température allant de 5 à 

20°C peut réduire les populations de certaines levures (incluant B. bruxellensis) et des bactéries 

lactiques et acétiques par plus de 99,99% (Puig et al., 2003) sans engendrer des modifications 
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majeures des propriétés physicochimiques du vin, de l’activité enzymatique ou des propriétés 

sensorielles. Morata et al. (2012) ont également démontré qu’un traitement de 100 MPa durant 24 

h est très efficace afin de contrôler la croissance levurienne. Ce traitement pourrait donc être une 

solution d’avenir afin de pallier aux différentes contaminations.  

 

4.3.2.2 Champs électroniques pulsés  

Cette technologie consiste à l’application de pulses de courte durée (microsecondes) d’un champ 

électrique élevé 0,1 à 50 KV/cm entre deux électrodes à température ambiante. Plusieurs études 

ont montré un effet létal de ce traitement sur des levures et bactéries en milieu liquide (Amiali et 

al., 2007; Calderón-Miranda et al., 1999; Heinz et al., 2003). Cependant très peu d’études sont 

réalisées sur milieu vin (Garde-Cerdán et al., 2008). Puértolas et al. (2009) ont établi un 

traitement permettant de réduire de 99,9% la flore d’altération du moût et du vin sans observer de 

changements de couleur comme d’odeur.  

 

4.3.2.3 Courant électrique de faible intensité  

Ce procédé peut prévenir le développement des levures indésirables B. bruxellensis (200 mA 

durant 60 jours) (Lustrato et al., 2010, 2015). Ce traitement entraine une modification de la 

morphologie et de l’intégrité des cellules avec des résultats d’inhibition de cette levure identiques 

à ceux du SO2.  

 

4.3.2.4 Ultrason haute puissance  

L’utilisation des ultrasons couplée avec une eau de lavage d’au moins 60°C est également 

capable d’éliminer les levures B. bruxellensis inoculées à la surface de bois d’un fût (0 à 2 mm) et 

jusqu’à 4 mm à l’intérieur du chêne. De plus, ce traitement n’entraine pas de différence 

d’extraction des composés du bois dans le vin et ainsi les vins ont été considérés comme 

identiques par un panel de dégustateurs (Schmid et al., 2011).  

 

4.3.2.5 Microondes  

Des traitements courts de microondes (1 min, répété 3 fois) à 3000 Watt ont été testés afin 

d’éliminer les microorganismes en profondeur (8 mm) des douelles de tonneaux. González-

Arenzana et al. (2013) ont montré des diminutions de 36 à 39% pour les levures totales, de 35 à 
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67% pour Brettanomyces et de 91 à 100% pour les BL et les BA en utilisant un temps de 

traitement très court (3 min). Les intervalles d’efficacité observés viennent de l’origine des bois 

de chêne avec des porosités variables : Quercus petraea de France et Quercus alba des USA. Le 

premier présente plus de porosité entrainant plus de difficultés de désinfection.  

 

4.3.3 Méthodes chimiques 

4.3.3.1 Acides gras à chaîne courte (acides C8 et C10)   

Certains acides gras insaturés à longues chaines (C16 et C18) sont des activateurs de la 

fermentation alcoolique. Par contre, d’autres acides gras saturés à chaines plus courtes, en 

particulier les acides en C8 et C10, possèdent une action anti-levurienne importante (Lafon-

Lafourcade et al., 1984). Ils sont formés par les levures pendant la FA. Donc l’ajout de ces acides 

pourrait inhiber le développement de B. bruxellensis par exemple.  

 

4.3.3.2 Composés phénoliques 

Pastorkova et al. (2013) ont étudié le potentiel antimicrobien de 15 composés phénoliques de 

différentes classes (acides phénols, stilbènes et flavonoïdes) sur les levures et les BA entrainant 

une altération du vin. Le ptérostilbène, le resvératrol (stilbène) et la lutéoline (flavonoïde) sont les 

composés présentant un effet inhibiteur important envers tous les microorganismes testés, alors 

que la myricétine (flavonoïde) et les acides phénols testés (acide férulique et acide p-coumarique)  

ont un effet dépendant des microorganismes testés. Présents naturellement dans le raisin, les 

stilbènes notamment pourraient être une alternative intéressante afin de réduire l’utilisation des 

sulfites lors de l’élaboration du vin (Pastorkova et al., 2013). 

 

4.3.3.3 Nanoparticules d’argent  

Izquierdo-Cañas et al. (2012) ont étudié l’efficacité de l’argent colloïdal comme une alternative 

antiseptique au SO2 en vin blanc et vin rouge. A 1 g/kg de raisin, ce composé était capable de 

contrôler le développement des BL et des BA sans affecter la croissance de S. cerevisiae. La 

concentration en argent était en vins finis plus faible que la dose limite de 0,1 mg/L proposée par 

l’OIV. Les vins avaient par ailleurs des compositions chimiques proches malgré une teneur en 

éthanol légèrement plus faibles que les vins élaborées avec du SO2.    
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1 Les bactéries  

1.1 Souches bactériennes utilisées et milieux de croissance 

Dans notre étude, 4 espèces différentes de BA ont été utilisées : Acetobacter aceti DSM 3508 

(DSMZ-Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH, Braunschweig, 

Allemagne); Acetobacter pasteurianus CECT 7582 (Colección española de cultivos tipo, 

Universitat de València, Edificio de Investigación, Burjassot, Espagne); Gluconobacter oxydans 

DSM 7145; Gluconacetobacter liquefaciens CIP 103109 (Collection of Institut Pasteur, 

Biological Resource Center of Institut Pasteur, Paris, France).  

Oenococcus oeni sabo11 (souche biotechnologique isolée à partie de vin d’Afrique du Sud) a 

également été utilisée comme espèce de BL majoritairement présente dans le vin.  

 

Les BA ont été adaptées à l’éthanol par croissance en milieu Mannitol (Gullo et Giudici, 2008) 

auquel a été additionné de l’éthanol. La composition est la suivante : 2,5% (p/v) de mannitol; 

0,5% (p/v) d’extrait de levure; 0,3% (p/v) de peptone, + 5% (v/v) d’éthanol ajouté après 

autoclavage.  

 

O. oeni a été cultivée quant à elle en milieu FT80 (Cavin et al., 1988). La composition est la 

suivante : 0,5% (p/v) d’extrait de viande; 0,5% (p/v) d’extrait de levure; 0,5% (p/v) de glucose; 

0,35% (p/v) de fructose; 0,1% (p/v) d’acide D,L-malique ; 0,06% (p/v) KH2PO4; 0,045% (p/v) de 

KCl; 0,013% (p/v) de CaCl2,H2O; 0,0003% (p/v) de MnSO4,H2O; 0,013% (p/v) de MgSO4,7H2O 

et 1 mL de tween 80. Le pH a été ajusté à 5,3. 5% (v/v) d’éthanol pour l’adaptation au milieu vin 

et du Delvocid (0,005% (p/v) pour inhiber une croissance fongique ont été ajoutés après 

autoclavage.  

 

Le développement de Escherichia coli K12 ER2738 (disponible à partir de New England 

Biolabs) a été réalisé en milieu LB (Bertani, 1951). La composition est la suivante : 1% (p/v) de 

peptone, 0,5% (p/v) d’extrait de levure, 1% (p/v) de NaCl, 0,1% (p/v) de glucose.  

 

Ces milieux sont également élaborés sous forme solide en ajoutant 2% (p/v) d’agar avant 

autoclavage.  
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Chacune des bactéries utilisées est conservée dans un cryotube composé à 50% de leur milieu de 

croissance et 50% de glycérol à 40%. A partir de ces cryotubes, les cellules sont isolées sur leur 

milieu de culture solide puis utilisées afin de réaliser les cultures liquides. 

 

1.2 Conditions de croissance 

Concernant leur adaptation, les bactéries sont d’abord cultivées en milieu liquide sans éthanol. 

Les BA étant aérobies, leur croissance est réalisée en erlenmeyers sous agitation permanente. 

Alors que la bactérie O. oeni étant anaérobie facultative est cultivée en tube Falcon dans un 

incubateur avec 5% de CO2.  

Les bactéries sont ensuite adaptées à la présence d’éthanol en milieu liquide complémenté de 5% 

(v/v) d’éthanol. Ensuite, les inoculations en milieu Mannitol avec 10% (v/v) en éthanol, en vin 

blanc et en vin rouge sont réalisées grâce aux bactéries adaptées après une semaine à 28°C. 

Ensuite, toutes les cultures sont effectuées à 28°C.   

 

Le vin rouge utilisé tout au long de ce projet de thèse a été élaboré à partir de raisins issus du 

cépage Pinot Noir provenant du vignoble de l’Université de Bourgogne. Le vin blanc a été lui 

élaboré à partir de raisins issus du cépage Chardonnay de ce même vignoble. Les vins ont été 

stérilisés par filtration sur membrane 0,2 µm (Stericup-GP, polyethersulfone, SCGPU05RE, 

Millipore Express® Plus Membrane). 200 µL ont été utilisés afin de déterminer le pH et le titre 

alcoométrique volumique (TAV) de chacun des vins par l’appareil OenoFoss (FOSS™). Cet 

appareil utilise la spectroscopie infrarouge à transformée de Fourier IR-TF afin de déterminer ces 

valeurs. Le vin rouge et le vin blanc utilisés lors de notre étude ont respectivement un pH de 3,3 

et 3,0 ainsi qu’un TAV de 12,5% et 12,3% respectivement.  

 

1.3 Développement et/ou amélioration des méthodes de quantification 

Deux principales méthodes de quantification des BA ont été testées: 

- la méthode de cytométrie en flux (CMF) soit après marquage avec des composés 

permettant la discrimination Gram+ / Gram- soit après une hybridation in situ en 

fluorescence (FISH)  

- la méthode de PCR quantitative (qPCR).    
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1.3.1 CMF 

1.3.1.1 Cytomètre en flux 

Le cytomètre en flux utilisé lors de cette thèse est un BD Accuri C6. Ce dernier a deux lasers 

d’excitation à 488 et 640 nm et 4 filtres d’émission 530±15 nm, 585±20 nm, 675 longPass nm et 

675±12 nm.  

 

1.3.1.2 Utilisation du iodure d’hexidium - CMF 

Des essais de marquage des bactéries avec de l’iodure d’hexidium ont été menés. Le protocole 

utilisé est proche de celui utilisé dans les travaux de Mason et al. (1998). Les cellules sont 

centrifugées (1 mL ; 12 000 g ; 5 min) puis reprises en milieu de culture. Puis, elles sont lavées 

en PBS 1X (Biosolve, 10X Molecular biology, 162323). 100 µL sont utilisés pour être mis en 

contact avec le HI (1 µL à 1 mg/mL dans une solution de 10 mM Tris-HCl (pH 7,4)) (excitation / 

émission : 518/600 nm) et le SYTO 13 (1 µL à 2 mM en DMSO) (excitation / émission : 488/509 

nm). Le HI peut pénétrer dans les cellules Gram+ mais non les Gram-. Après marquage (15 min à 

température ambiante), 20 µL avec un débit de 34 µL/min sont analysés par cytométrie en flux 

(Accuri C6, BD).  

 

1.3.1.3 Utilisation d’une lectine fluorescente - CMF 

De plus, des essais utilisant une lectine (Wheat Germ agglutinin ; WGA) couplée au 

fluorochrome AlexaFluor® 488  (excitation/émission : 495/518 nm) ont été réalisés. Celle-ci va 

se fixer spécifiquement sur la paroi des bactéries à Gram+. Le protocole utilisé est celui mis en 

place par Holm et Jespersen (2003). Les cellules sont centrifugées (1 mL ; 12 000 g ; 5 min) puis 

reprises en milieu de culture. Les cultures sont diluées au 1/100 dans une solution tampon (3 M 

KCl, 0,035 M EDTA, pH ajusté à 7,0) puis 100 µL sont utilisés auxquels sont ajoutés 10 µL de 

WGA à 200 µg/mL. L’incubation avec la lectine se fait durant 4 min à température ambiante. Les 

échantillons sont ensuite analysés par CMF.  

 

De plus, des tests ont été menés en testant différentes solutions afin de permettre une désorption 

des polyphénols adsorbés au niveau de la paroi bactérienne. Les 5 solutions testées sont : 

- NaCl 1,5 M 

- éthanol 30% (v/v) 
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- éthanol 50% (v/v) 

- éthanol 70% (v/v) 

- eau physiologique (NaCl à 0,9 % p/v).  

Les cellules ont ensuite été incubées durant 2 h ou 22 h à température ambiante. Une mesure de 

l’absorbance à 280 nm (A280) grâce à un spectrophotomètre (Shimadzu, UV-1800) a été menée 

afin de vérifier si une désorption avait eu lieu.  

 

1.3.1.4 FISH-CMF 

1.3.1.4.1 Sondes FISH testées 

Pour toutes les expériementations suivantes, les analyses sont effectuées en milieu de culture ou 

en vin contenant des concentrations proches de 106 cellules/mL.  

 

1.3.1.4.1.1 Sonde Aceto2   

Cette sonde d’une longueur de 20 bases 1 (5'- TTC GCT CAC CGG CTT AAG GT -3') est reliée 

au fluorochrome AlexaFluor® 488 en 5’. Elle se fixe spécifiquement sur l’ADN codant l’ARNr 

16S et les transcrits de ce gène. C’est cette spécificité qui permettra de discriminer les BA des BL 

(O. oeni par exemple). Cette sonde a un Tm de 59°C. Le Tm représente une température à laquelle 

statistiquement la moitié des appariements sont réalisés. Si la température d’hybridation est 

diminuée de 2°C, cela permet d’avoir plus de la moitié des sondes qui s’hybrident. Cependant, 

plus la température d’hybridation est basse, plus le nombre d’appariements aspécifiques est élevé. 

La température d’hybridation de cette sonde a donc été fixée à 57°C.  

 

 

Fig 3. 

Schéma d’une sonde d’oligonucléotides conjuguée à un fluorochrome.  

 

1.3.1.4.1.2 Sonde Aceto2 HRP 

Des expérimentations ont également été menées avec la sonde spécifique Aceto2, associée à 

l’enzyme peroxydase de raifort (HRP : horseradish peroxidase) qui, en présence de tyramide 

couplée au fluorochrome AlexaFluor® 488 (TSA : Tyramide signal amplification), permet la 

                                                 
1 http://probebase.csb.univie.ac.at/pb_report/probe/1571 

3’ 5’ 
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libération du fluorochrome et donc une fluorescence (Biegala et al., 2003; Not et al., 2002; 

Schönhuber et al., 1997; Sekar et al., 2003). Ces sondes permettent une amplification du signal de 

fluorescence de 10 à 20 fois par rapport à une sonde simplement couplée au fluorochrome. Ainsi, 

la détection des cellules est grandement améliorée même s’il y a peu d’ARNr dans la cellule.  

 

 

 

 

Fig 4. 

Schéma d’une sonde d’oligonucléotides conjuguée à une enzyme HRP. L’apport de son substrat 

conjugué à un fluorochrome permet l’accumulation de ce dernier dans la cellule.  

 

1.3.1.4.2 Mise en place du protocole  

Les différents paragraphes suivants présentent un protocole détaillé adapté plus particulièrement 

à la sonde Aceto2 HRP. Cependant, pour la sonde Aceto2 couplée directement au fluorochrome 

AlexaFluor® 488, les principaux changements sont les températures d’hybridation de la sonde et 

l’apport de la tyramide couplée au fluorochrome qui n’a pas lieu dans ce cas du fait du couplage 

direct du fluorochrome avec la sonde fluorescente. 

 

1.3.1.4.2.1 Désorption des polyphénols  

Cette étape n’est pas obligatoire et n’est pas toujours réalisée. Deux méthodes sont testées afin 

d’éliminer la probable interaction entre la sonde et les polyphénols adsorbés au niveau de la 

membrane des BA en vin rouge. Pour cela 1 mL de matrice contenant environ 106 cellules/mL est 

centrifugé (12 000 g durant 10 min) pour ensuite réaliser: 

- une désorption via un prétraitement à l’hexaméthaphosphate à pH 8,5 suivi d’un passage aux 

ultrasons 2 x 35 s (5s spin on – 5s spin off) (BioBlock Scientific, VibraCell, 75042).  

- deux traitements de 30 min à température ambiante au polyvinylpolypyrrolidone (polymère 

organique ayant une forte affinité pour les polyphénols) (concentration finale 1% (p/v)) suivie 

d’une centrifugation à 12 000 g durant 10 min. 

 

5’ 3’ 
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1.3.1.4.2.2 Fixation 

Après centrifugation, une étape de fixation a été testée avec l’ajout de 1 mL d’une solution de 

paraformaldéhyde à 4% (p/v) durant 20 min à 37°C. Certaines expérimentations ont été réalisées 

avec une fixation avant la perméabilisation puisque les deux cas peuvent être retrouvés dans la 

littérature. Les cellules sont ensuite centrifugées (12 000 g durant 10 min). 

 

1.3.1.4.2.3 Perméabilisation 

Afin de perméabiliser les cellules, plusieurs essais sont réalisés :  

- 1 mL d’une solution de PBS/Triton (0,5 g/L (p/v)) pendant 10 min à 4°C 

- 1 mL d’une solution à 50% v/v d’éthanol + 50% de PBS 1X durant 10 min à -20°C.  

- 1 mL d’une solution contenant : lysozyme (1 mg/mL), Tris-HCl (100 mM) et de EDTA (50 

mM) à pH 8, mise à 37°C pour une incubation de 40 min ou 24 h.  

Puis une centrifugation à 12 000 g durant 5 min est effectuée. 

 

1.3.1.4.2.4 Hybridation 

Pour l’hybridation avec la sonde HRP, différents paramètres sont testés. Tout d’abord pour le 

tampon d’hybridation (1 mL), trois compositions sont essayées :  

- 0,9 M (p/v) de NaCl; 20 mM (p/v) de Tris-HCl; 0,1% (p/v) de SDS  

- 0,9 M (p/v) de NaCl ; 20 mM (p/v) de Tris-HCl ; 0,1% (p/v) de SDS + 10% (p/v) de dextrane 

sulfate  

- 0,9 M (p/v) de NaCl ; 20 mM (p/v) de Tris-HCl ; 0,1% (p/v) de SDS + 0,5 mg/mL d’ADN de 

sperme de saumon. 

 

Puis, une fois les cellules reprises dans 1 mL de tampon d’hybridation, la sonde HRP est ajoutée. 

Afin de trouver la température d’hybridation optimale, un gradient de température est testé allant 

de 30°C à 57°C.  

Pour l’hybridation, 1 µL de sonde est ajouté aux 100 µL de solution de bactéries en tampon 

d’hybridation. Plusieurs concentrations initiales de sonde sont utilisées : 18 µM ; 1,8 µM et 0,18 

µM. Le mélange est incubé durant 2 h au bain-marie. 
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1.3.1.4.2.5 Lavage  

Afin d’éliminer l’excès de sonde, un lavage est effectué dans 1 mL de tampon de lavage (100 

mM de Tris-HCl ; 150 mM de NaCl) après centrifugation à 12 000 g durant 5 min et élimination 

du surnageant. Plusieurs conditions sont essayées :  

- absence de lavage 

- à température ambiante durant 15 min 

- pendant 30 min à 55°C, 60°C et 70°C.  

 

1.3.1.4.2.6 Ajout de la tyramide couplée à l’AlexaFluor® 488 

Après 5 min de centrifugation à 12 000 g, le surnageant est éliminé et 100 µL de tampon TNT à 

pH 5 sont ajoutés (100 mM Tris-HCl ; 150 mM NaCl ; 0,05% (v/v) Tween 20). 10 µL de 

tyramide signal amplification TSA™ Reagent, AlexaFluor® 488 Tyramide (tampon 

d’amplification + tyramide, T20948) sont ajoutés. Deux concentrations initiales différentes sont 

testées :  

- dilution de la tyramide-AlexaFluor® 488 dans le tampon d’amplification au 1/50.  

- dilution de la tyramide- AlexaFluor® 488 dans le tampon d’amplification au 1/10.  

 

L’incubation avec le « TSA mix » est faite à différentes températures allant de 30°C à 57°C et 

durant différents temps : 30 min, 1 h, 1 h 30 ou 2 h.  

Un premier passage au cytomètre est effectué afin de vérifier la présence de fluorescence et donc 

la fixation de la sonde.  

 

1.3.1.4.3 Lavage 

Une centrifugation durant 10 min à 12 000 g a ensuite été effectuée pour éliminer la tyramide en 

excès responsable du bruit de fond. Le surnageant est jeté et 100 µL de tampon de lavage (0,9 M 

NaCl ; 20 mM Tris-HCl) sont ajoutés afin d’effectuer la quantification du signal d’amplification 

par cytométrie en flux.  

 

1.3.1.4.4 Quantification du signal d’amplification par cytométrie en flux 

Les échantillons obtenus sont ensuite analysés par cytométrie en flux. L’analyse se fait grâce à :  

- 20 µL par échantillon avec un seuil en FSC-H à 10 000 (unité relative)  
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- la détection de l’émission de fluorescence du fluorochrome AlexaFluor® 488 par le filtre FL1 

(530 ± 15 nm) du cytomètre en flux.  

Afin de pouvoir analyser les résultats de façon optimale, il faut avoir entre 100 et 1000 

évènements par µL (soit 105
 à 106

 cellules/mL).  

 

1.3.2 qPCR 

La seconde technique testée afin de quantifier les BA est la PCR en temps réel (qPCR).  

 

1.3.2.1 Enumération des BA présentes (Méthode de référence) 

Après croissance des BA en milieu éthanol 10%, en vin blanc ou en vin rouge, les populations 

présentes ont été dénombrées par cytométrie en flux (CMF). Cette méthode est ici considérée 

comme la méthode de référence puisque plusieurs études ont montré que le dénombrement sur 

boîtes de Pétri n’est pas approprié pour déterminer les populations de BA en milieu stressant 

comme le vin (Bartowsky et al., 2003; Millet et Lonvaud-Funel, 2000; Sievers et al., 1992; 

Sokollek et al., 1998; Trček, 2005). Pour ce dénombrement, 1 mL d’échantillon est centrifugé à 

12 000 g durant 5 min puis repris dans 1 mL PBS 1X (Biosolve, 10X Molecular biology, 

162323). Puis, 3 µL du fluorochrome DiBAC4(3) (Bis-(1,3-Dibutylbarbituric Acid) Trimethine 

Oxonol) (ThermoFisher Scientific, Molecular Probes™, B-438, dilué en DMSO) ont été ajoutés 

(concentration finale : 6 µM). Ce composé est excité par le laser à 488 nm. La fluorescence émise 

est collectée par le filtre FL1 du cytomètre en flux. Ce marqueur est utilisé comme contre 

coloration et permet de contourner le potentiel problème de la non détection des cellules en état 

VNC liée à la méthode culture dépendante (Millet et Lonvaud-Funel, 2000). Trois répétitions ont 

été effectuées pour chaque échantillon et 20 µL avec un débit de 34 µL/min ont été analysés avec 

le cytomètre en flux.  

 

1.3.2.2 Témoin interne 

Dans cette étude, E. coli K12 ER2738 a été utilisé comme témoin interne. Ce dernier permet de 

valider l’extraction de l’ADN ainsi que de déterminer si une inhibition de PCR a lieu lors de la 

quantification. Ce genre de témoin est de plus en plus utilisé en milieu vin puisqu’il est connu 

que de nombreux inhibiteurs peuvent opérer durant l’étape d’amplification de l’ADN. Cette 

bactérie a été choisie puisqu’elle n’est pas présente en vin.  

http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/B438?ICID=search-product
http://www.lifetechnologies.com/order/catalog/product/B438?ICID=search-product
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Une courbe de corrélation (Cq/concentration) a été réalisée en milieu de culture LB à des 

concentrations de 101 à 107 cellules/mL. L’extraction a été effectuée par un kit InstaGene ™ 

Matrix (Bio-Rad) suivant les recommandations du fabricant. Les amorces spécifiques EC23S ont 

été sélectionnées pour la quantification (Forward: 5’-CATAAGCGTCGCTGCCG-3’; Reverse: 

5’-AAAGAAAGCGTAATAGCTCACTGGTC-3’) (Chern et al., 2011; Ludwig et Schleifer, 

2000). 

 

Concernant les échantillons de vin, 20 µL du témoin interne à 5.105 E. coli/mL ont été ajoutés 

dans 1 mL d’échantillon avant d’extraire l’ADN pour obtenir une concentration finale très proche 

de 104 E. coli/mL (9,8 103 cellules/mL).  

 

1.3.2.3 Extraction de l’ADN 

Après croissance des BA et addition du témoin interne dans chaque échantillon, deux extractions 

d’ADN ont été testées (voir protocoles détaillés en Annexes) : 

- la méthode Ausubel (Ausubel et al., 1992) (Annexe 1) utilisant un tampon TE (10 mM 

Tris-HCl, 1 mM disodium EDTA, pH 8,0), du SDS 10%, de la protéinase K, une solution 

de NaCl à 5 M, une solution CTAB/NaCl (10% CTAB dans 0,7 M NaCl), du 

chloroforme/alcool isoamylique, une solution de phénol/chloroforme/alcool isoamylique 

et une solution d’éthanol à 70% (v/v) 

- la méthode Lipp (Lipp et al., 1999) (Annexe 2) utilisant un tampon CTAB (20 g/L CTAB, 

1,4 M NaCl, 0,1M Tris/HCl, 20 mM EDTA), de la protéinase K, du chloroforme, une 

solution de précipitation au CTAB (5 g/L CTAB, 0,04 M NaCl), une solution de NaCl 1,2 

M, de l’isopropanol et une solution d’éthanol à 70% (v/v).  

 

Ces deux techniques utilisent le CTAB (bromure de cétyltriméthylammonium) comme 

recommandé par Jara et al. (2008). Le premier est le plus utilisé lors de l’extraction d’ADN des 

BA. Le second convient pour l’extraction et la purification de l’ADN de végétaux et d’aliments 

tirés de végétaux et convient particulièrement pour la suppression des polysaccharides et des 

composés phénoliques qui affectent la pureté de l’ADN et donc sa qualité. Cette procédure a été 

largement appliquée dans la génétique moléculaire des végétaux et a déjà été testée dans des 

essais de validation dans le but de détecter les OGM (Lipp et al., 1999, 2001). Plusieurs autres 
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variantes ont été élaborées dans le but d’adapter la méthode à une vaste plage de matrices 

alimentaires brutes et transformées, comme le maïs (Hupfer et al., 1998), la bière (Hotzel et al., 

1999), le soja (Meyer et Jaccaud, 1997) et le lait (Poms et al., 2001). 

 

De plus, l’influence du PVPP (polyvinylpolypyrrolidone) à une concentration finale de 1% (p/v) 

a été testée. L’ajout a été effectué dans le tampon de lyse (100 µL de PVPP à 10% (p/v) dans 1 

mL d’échantillon) après la centrifugation initiale des cellules. Une extraction a été effectuée pour 

chacune des bactéries en milieu de culture avec 10% (v/v) d’éthanol, en vin blanc et en vin rouge. 

Trois répétitions ont été effectuées avec trois reproductions différentes dans le temps.  

 

1.4 Quantification des BA par qPCR 

Afin d’amplifier et donc de quantifier les BA, les amorces développées par Valera et al. (2015)  

ont été utilisées. Celles-ci permettent une amplification d’une séquence du gène codant l’ARN 

ribosomique 16S (AAB-F : 5’-TGAGAGGATGATCAGCCACACT-3’ ; AAB-R : 5’-TCACA-

CACGCGGCATTG-3’), amorces synthétisées par Eurogentec® (France). Ces amorces 

n’amplifient pas les différentes levures testées, ni les BL et ni d’autres bactéries comme E. coli et 

cela in silico comme en conditions de laboratoire (Valera et al., 2015). Le mix PCR a été préparé 

avec un volume final de 25 µL avec 100 nmoles de chaque amorce et 5 µL d’ADN extrait. Les 

amplifications ont été faites en triplicat dans un thermocycler CFX96 (Bio-Rad) dans les 

conditions suivantes : 95°C pendant 10 min, 40 cycles de dénaturation à 95°C durant 15 s et 62°C 

durant 1 min.  

Pour tester la qualité de l’amplification, un traitement BSA (albumine de sérum bovin) et PVP 

(polyvinylpyrolidone) durant la qPCR à 400 ng/µL et 0,5% (p/v) respectivement ont été réalisés, 

comme Tessonnière et al. (2009). Un contrôle sans traitement a également été effectué. Le cycle 

de quantification (Cq) où la première détection de fluorescence se produit a été déterminé 

automatiquement par le logiciel Bio-Rad CFX Manager par « régression ».  

 

1.5 Détermination de l’acidité volatile selon la population de BA  

La croissance des BA ainsi que la production d’acide acétique ont été suivies au cours du temps 

en milieu Mannitol additionné de 10% (v/v) d’éthanol. La concentration en acide acétique (g/L) a 

été mesurée grâce à un kit enzymatique (Biosentec Cat. No 021) selon les instructions du 
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fabricant. La population de BA a été déterminée au cours de leurs croissances par dénombrement 

sur boîte de Pétri en milieu Mannitol (UFC/mL).  

 

Une même expérience a été menée sur un vin rouge issu du domaine de l’Université de 

Bourgogne mais sans inoculation bactérienne initiale, donc la contamination par les BA a été 

naturelle. Pour cette expérimentation, la population de BA a été déterminée par qPCR et par 

CMF. Cette dernière permet de déterminer la quantité totale de la population bactérienne. Un 

dénombrement des BL sur milieu FT80 a également été effectué afin d’éviter la surestimation de 

la population de BA par cytométrie en flux.  

 

De plus, 15 vins rouges en bouteille, issus de différentes régions viticoles, ont été analysés par 

CMF, qPCR et la concentration en acide acétique a également été déterminée.  

 

2 Les levures 

2.1 Souches levuriennes et milieux de croissance 

Afin de permettre une quantification valide de B. bruxellensis, différentes levures ont été utilisées 

afin de vérifier la spécificité des méthodes mises en place. Il s’agit de Zygosaccharomyces bailii 

MUCL 27812 (Mycothèque, de l’Université Catholique de Louvain, Louvain-la-Neuve, 

Belgique), Candida vini MUCL 27720, Pichia membranifaciens PMmb2000 (Collection IUVV), 

P. fermentans PFmb2005 (collection IUVV) et une souche commerciale de Saccharomyces 

cerevisiae FERMOL-PB2023. Leur croissance a été effectuée en milieu YPD modifié contenant 

2% (p/v) glucose; 0,5% (p/v) extrait de levure, 1% (p/v) peptone avec 0,02% (p/v) de 

chloramphénicol ajouté après stérilisation.  

 

Différentes souches de Brettanomyces bruxellensis ont également été utilisées. Certaines ont été 

isolées par l’Institut Technique de la Vigne et du Vin (Beaune, France) telles que LO2E2, 

LO2E6. Deux autres souches CRB Oeno LO417 et GSLEV17 ont été utilisées et sont issues 

respectivement de la collection de l’Institut des Sciences de la Vigne et du Vin (Bordeaux, 

France) et de Inter-Rhône (Interprofession des vins AOC Côtes du Rhône et de la vallée du 

Rhône, Orange, France).  

http://www.isvv.fr/
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2.2 Conditions de culture 

Pour adapter les levures au milieu vin, deux adaptations ont été réalisées.  

 

La première, effectuée afin d’avoir une biomasse relativement rapidement, consistait à inoculer 

des levures en phase stationnaire en milieu YPD supplémenté avec 5% (v/v) d’éthanol. Après 24 

h d’incubation à 28°C, les cellules sont transférées dans un nouveau milieu de culture YPD 

supplémenté avec 10% (v/v) d’éthanol. Après une incubation de 24 h à 28°C, les cellules sont 

transférées en vin rouge. Comme pour les bactéries, le vin rouge est élaboré à partir de raisin de 

cépage Pinot Noir issu du vignoble de l’Université de Bourgogne (pH : 3,3 ; TAV : 12,5%) 

stérilisé par filtration (0,2 µm). 

 

La seconde adaptation a été mise en place pour l’étude sur la résistance de B. bruxellensis au SO2 

en vin rouge. Cette adaptation consistait à une première culture en milieu YPD supplémenté avec 

5% (v/v) d’éthanol. Lorsque les cellules ont atteint leur phase stationnaire, les cellules sont 

inoculées à un vin rouge dilué au ½ avec de l’eau physiologique (NaCl 0,9% (p/v)). Les levures 

sont ensuite incubées durant une semaine à 28°C et c’est à partir de cette culture que le vin rouge 

est inoculé.  

 

Brettanomyces bruxellensis est dénombré grâce au milieu sélectif ITV (Gerbaux et al., 2000) (10 

g/L extrait de levure, 20 g/L bacto-peptone, 20 g/L glucose, 0,1 g/L acide p-coumarique, 0,1 g/L 

acide férulique, 0,03 g/L vert de bromocresol, 0,2 g/L chloramphénicol, 0,006% (p/v) 

cycloheximide, 20 g/L agar; le pH est ajusté à 5). Une incubation durant une semaine à 28°C est 

nécessaire avant de dénombrer les colonies.  

 

Concernant Saccharomyces cerevisiae, le dénombrement a été fait en milieu YPD solide après 

une incubation de 2 jours à 28°C.  
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2.3 Méthodes de quantification 
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2.3.1 Etude interlaboratoires de la quantification de B. bruxellensis par des kits 

commerciaux en vin rouge 

2.3.1.1 Participants et équipements 

Trois laboratoires ont été sélectionnés afin de participer à une étude interlaboratoires de 

quantification de B. bruxellensis en vin rouge par des kits commerciaux de qPCR : 

- le service technique d’Inter-Rhône (Orange, France) 

- Microflora de l’Institut des Sciences de la Vigne et du Vin (Bordeaux, France) 

- le laboratoire de recherche VAlMiS de l’UMR PAM (Dijon, France). 

 

Le premier laboratoire utilise un système de quantification iCycler Bio-Rad IQ5, alors que les 

deux autres laboratoires utilisent un CFX96 Bio-Rad. La détection du cycle où est mesurée une 
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première fluorescence (Cq) est déterminée automatiquement par le logiciel Bio-Rad CFX 

Manager® par une méthode de « régression ».  

 

2.3.1.2 Conditions 

Chaque laboratoire a utilisé une souche de B. bruxellensis afin de contaminer artificiellement du 

vin rouge de sa région respective. Inter-Rhône, Microflora et VAlMiS ont utilisés les souches 

GSLEV17, IOEB LO417 et LO2E6 respectivement. Le vin rouge utilisé était issu de chacune des 

régions viticoles (Côtes du Rhône, Bordeaux, Bourgogne) et chacune des levures adaptées a été 

inoculée à 4 concentrations différentes (niveaux 102, 103, 104 et 105 cellules/mL). De plus, 5 vins 

potentiellement contaminés ont également été analysés par les trois laboratoires. Dans cette 

étude, les laboratoires sont appelés Laboratoire 1, Laboratoire 2 et Laboratoire 3, pour ne pas 

faire de relations entre les résultats et le laboratoire qui a mené l’expérimentation.   

 

2.3.1.3 Enumérations de B. bruxellensis 

2.3.1.3.1 Méthode de référence 

Dans cette étude interlaboratoires, la méthode de référence est le dénombrement sur boîte de 

Pétri. La population de chaque échantillon a donc été quantifiée après développement sur milieu 

sélectif ITV et incubation durant une semaine à 28°C.   

 

2.3.1.3.2 Méthode alternative 

Dans notre étude, la méthode alternative est le dénombrement de B. bruxellensis par des kits 

commerciaux de qPCR. Trois kits ont été testés que l’on appellera Kit 1, Kit 2 et Kit 3 afin de ne 

pas faire de discrimination entre les marques. Les protocoles d’extraction et d’amplification ont 

été réalisés selon les instructions des fabricants. Pour deux kits, une droite étalon a dû être 

réalisée alors que pour un des kits, la quantification de B. bruxellensis est effectuée directement 

selon le résultat d’amplification. Chaque laboratoire a testé 2 kits, donc chaque échantillon a été 

analysé par un kit identique par deux laboratoires différents.  

Pour tester si les kits commerciaux amplifient les cellules mortes de B. bruxellensis, des vins 

rouges des Côtes du Rhône, de Bourgogne et de Bordeaux, contenant B. bruxellensis, ont été 

supplémentés avec une importante concentration en mSO2 (> 2 mg/L). Une quantification par les 
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kits des levures présentes ainsi que la cultivabilité des cellules ont été effectuées après 2 semaines 

d’incubation.  

 

2.3.1.4 Construction des profils d’exactitude et analyses statistiques  

La construction des profils d’exactitude a été menée comme dans l’étude de Boubetra et al. 

(2011). Brièvement, un critère d’acceptabilité a été défini à ± 0,3 log cellules/mL pour la 

méthode alternative. Les valeurs cibles, étant les médianes des résultats obtenus par la méthode 

de référence, ont été déterminées. Pour chaque niveau cellulaire, l’écart type de reproductibilité 

(sR), l’intervalle de tolérance attendu (β-ETI), les limites d’acceptabilité (λ) et la différence entre 

la valeur de la population par qPCR et la valeur cible (Biais) ont été déterminées. Ces différentes 

valeurs permettent la construction d’un profil d’exactitude pour chaque vin et chaque kit.  

 

L’écart type de reproductibilité (sR) est calculé grâce à l’écart type entre les triplicat (sr) et l’écart 

type entre les laboratoires (sL) :  

 

L’intervalle de tolérance attendu (β-ETI) est défini comme un intervalle qui couvre un 

pourcentage moyen de la distribution des variables. Par exemple, le β-ETI est calculé pour 

contenir 80% des futures mesures, en moyenne. Le β-ETI peut être exprimé comme :  

 

 

 

où kM est le facteur de couverture, donné par l’équation :  

 

 

 

où sr est l’écart type de répétabilité, Qt est le percentile de la distribution du test de Student, β est 

la probabilité choisie (80% dans cette étude), I est le nombre total de laboratoires, J est le nombre 

de réplicas, v est le nombre de degré de liberté, et G est donnée par l’équation : 
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où H = sL
2 /sr

2 = sR
2 /sr

2 -1, sR
2 est la variance de reproductibilité et sr

2 la variance de répétabilité. 

Le nombre de degré de liberté, v, est donné par l’équation : 

 

 

 

où i est le nombre de laboratoires réalisant l’expérimentation donnée (1<i<I).  

 

2.4 Etude de la résistance de B. bruxellensis au dioxyde de soufre 

2.4.1 Conditions expérimentales 

Pour cette partie de l’étude, les souches LO2E2 et CRB Oeno LO417 ont été adaptées au vin par 

croissance en vin rouge additionné à 50% (v/v) avec de l’eau physiologique (voir paragraphe 2.2. 

de ce chapitre).  

Les expérimentations ont été menées en bouteille de 120 mL avec bouchon avec un septum en 

silicone afin de faire des prélèvements stériles en utilisant une seringue. Ce système prévient 

l’oxygénation du vin en remplaçant le volume prélevé par du gaz Argon. Chaque condition a été 

réalisée en triplicat et l’incubation est faite à 22°C.  

 

2.4.2 Détermination du SO2 libre en vin rouge 

La méthode de Ripper (titration iodométrique) couplée à une sonde voltmètre et un ampèremètre 

(Metller Toledo, DM143-SC; électrode double platine) a été utilisée pour déterminer le SO2 libre 

dans le vin rouge en utilisant un titrateur (Mettler Toledo, DL50). L’électrode a un courant 

imposé de 1 µA qui mesure l’évolution du potentiel, ce qui permet de suivre la variation des 

concentrations en électrolytes au cours du dosage. La méthode a été optimisée au laboratoire.  

La titration de la solution d’iode utilisée est effectuée chaque jour d’analyse. Pour cela, une 

solution de Na2S2O3 de concentration connue est utilisée (1 mL à 0,1 M est ajouté à 50 mL d’eau 
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distillée). A cela est ajouté 1,33 mL d’iodure de potassium à 30% permettant de stabiliser la 

solution ainsi que 2 mL de H2SO4 au 1/3 permettant d’acidifier le milieu.  

 

Une fois la titration de l’iode effectuée, la titration des échantillons peut alors être menée. Le 

dosage du SO2 libre est effectué dans 50 mL de vin. Les mêmes solutions précédemment utilisées 

sont ajoutées à l’échantillon. L’apparition d’un courant électrique dans l’échantillon est détectée à 

l’aide d’une électrode double de platine. La mesure est arrêtée lorsque la solution oxydante 

d’iode se trouve en excès et donc que tout le SO2 présent dans l’échantillon a été oxydé en SO4
2-. 

Le volume d’iode obtenu permet alors de calculer la concentration en SO2 selon la formule 

suivante:  

  

 

 

avec N en équivalent réducteur ou oxydant par L (Eq/L) et V en mL.  

 

Une courbe de corrélation a été effectuée entre le SO2 total ajouté et le SO2 libre retrouvé après 

une nuit d’incubation (temps pendant lequel la combinaison du SO2 ajouté avec des molécules du 

vin telles que sucres, éthanal… se fait). Pour chaque vin utilisé, une courbe de corrélation a été 

réalisée du fait des différences de combinaison pouvant être relativement importantes entre les 

vins.   

 

Dans nos conditions, 25, 36 et 43 mg/L de SO2 total ont été ajoutés en vin rouge à partir d’une 

solution de SO2 à 5% (p/v) afin d’obtenir 10, 16 et 20 mg/L de SO2 libre respectivement. Le SO2 

moléculaire de notre vin peut alors être calculé grâce à l’algorithme sur le site internet de l’IFV 2 

demandant d’indiquer les valeurs de SO2 libre, le pH, la température et le TAV de notre vin.  

Nous avons donc respectivement 0,5, 0,9 et 1,1 mg/L de SO2 moléculaire dans nos conditions.  

De plus, des essais ont été menés afin d’analyser le comportement des cellules lorsque le stress 

sulfite est levé. Pour éliminer l’impact du SO2 moléculaire sur les levures, le pH a été augmenté 

                                                 
2 http://www.vignevin-sudouest.com/services-professionnels/formulaires-calcul/so2-actif.php 

http://www.vignevin-sudouest.com/services-professionnels/formulaires-calcul/so2-actif.php
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jusqu’à 4 avec NaOH 10 M (300 µL par bouteille de 120 mL) pour réduire la concentration en 

mSO2 proche de 0 mg/L.     

 

2.4.3 Suivi de croissance 

Les cellules en phase stationnaire adaptées au vin ont été utilisées afin d’inoculer le vin rouge à 

103, 104 et 105 cellules/mL. Le SO2 a été ajouté au moment de l’inoculation. Pour chaque jour 

d’analyse, 2,5 mL ont été prélevés.  

 

2.4.3.1 Cultivabilité 

Un dénombrement sur milieu ITV gélosé a été effectué. Pour cela 100 µL de vins contaminés 

ainsi que les dilutions en cascade effectuées sont étalées.  

  

2.4.3.2 Viabilité cellulaire 

Concernant la viabilité cellulaire, l’activité enzymatique a été mesurée par un marquage au FDA 

(voir protocole décrit précédemment 2.3.1.5). 

 

2.4.4 Détermination de la perméabilité cellulaire 

Un suivi de la perméabilité cellulaire a également été effectué au cours du temps par le marqueur 

fluorescent PI (voir protocole décrit précédemment 2.3.1.3). 

 

2.4.5 Détermination de la taille des levures 

La taille cellulaire relative est déterminée par le cytomètre en flux et plus particulièrement par la 

valeur médiane de la lumière diffractée (Forward Scatter) (unité relative). Les ratios entre la taille 

des levures à un temps donné et la taille initiale ont été calculés au cours du temps.  

 

2.4.6 Dosage du 4- éthylphénol (4-EP) par UHPLC  

Une mesure de la concentration en 4-EP a été effectuée au cours du temps. La méthode 

développée, adaptée et optimisée au laboratoire suite à différentes études trouvées dans la 

littérature (Larcher et al., 2007; Nicolini et al., 2015) permet le dosage de ce composé sans 

préparation de l’échantillon. Dans notre étude, 500 µL de vin rouge contaminé ont été centrifugés 

à 9 000 g durant 5 min à température ambiante afin d’éliminer les levures et récupérer seulement 



Chapitre 2 : Matériels et Méthodes 

 

81 

 

le surnageant avant de faire les analyses. L’équipement utilisé était un système HClass UPLC 

(Ultra Performance Liquid Chromatography; Waters) équipé d’un détecteur de fluorescence. La 

colonne utilisée était une Coreshell Raptor ARC-18 (2,7 µm; 100 x 3,0 mm; 9314A1E). En 

conditions optimales, le four est thermostaté à 30°C et la chambre à échantillon à 8°C. 2 µL de 

chaque échantillon ont été injectés. Deux solvants ont été utilisés (A et B). Un mélange eau-

acétonitrile-acide formique 100 :1,25 :0,05 (v/v) a été utilisé comme solvant A et un mélange 

acétonitrile-acide formique 100 :0,01 (v/v) comme solvant B. La méthode optimisée a consisté en 

un gradient progressif comme suit : 32% B (0-1,5 min), 35% B (1,5-2 min), 100% B (2-5 min). 

Cela a été suivi par une période de 6 min en conditions initiales avant injection de l’échantillon 

suivant. Le débit a été fixé à 1,3 mL/min. l’excitation des composés a été faite à 280 nm avec une 

détection à 305 nm. L’analyse des données et l’intégration des pics ont été effectuées grâce au 

logiciel Waters Empower II. La quantification de 4-EP a été mesurée par comparaison de l’aire 

sous la courbe obtenue pour un échantillon et la courbe étalon. Cette dernière a été effectuée avec 

des concentrations en triplicat de 0,1 à 2 mg/L en 4-EP (r²=0.9906). L’identification du 4-EP 

observée est basée sur le temps de rétention comparé à celui du standard testé. 
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Comme expliqué précédemment, les bactéries acétiques (BA) sont les principales bactéries 

d’altération du vin pouvant entrainer un réel problème économique pour les producteurs de vins. 

Donc, la quantification précise et sensible de ces bactéries est très importante. Si à l’heure 

actuelle des techniques existent, les méthodes sont principalement mises en place en milieu de 

culture synthétique et non directement sur des échantillons de vin. Elles utilisent dans la majorité 

des cas la méthode de PCR en temps réel et présentent des sensibilités plus ou moins importantes 

selon les travaux publiés dans la littérature. Ces méthodes d’analyse sont mises en place puisque 

ces bactéries montrent des croissances relativement faibles sur milieu de culture lorsqu’elles sont 

issues d’un milieu stressant comme le vin (Bartowsky et al., 2003; Millet et Lonvaud-Funel, 

2000; Sievers et al., 1992; Sokollek et al., 1998; Trček, 2005).   

 

C’est pourquoi, dans un premier temps, nous nous sommes orientés vers le développement d’une 

méthode simple, rapide et sensible permettant de quantifier les BA directement en vin rouge par 

cytométrie de flux. Tout d’abord, des tests ont été menés en utilisant des fluorochromes et une 

sonde fluorescente spécifique des BA couplée à la cytométrie en flux (CMF). La CMF présente 

de nombreux avantages par le fait qu’elle permet d’analyser la taille, la granulosité ainsi que la 

fluorescence de chacune des cellules (voir Revue en paragraphe 3. de la partie synthèse 

bibliographique).  

 

Malgré de nombreux développement de protocoles, aucune méthode satisfaisante de 

dénombrement spécifique des bactéries acétiques en vin rouge par CMF n’a pu être proposée. 

Ainsi, la suite des expérimentations s’est orientée vers la mise en place d’une quantification par 

PCR en temps réel (qPCR) et cela directement en vin rouge.  

 

Dans la première partie de ce chapitre, les résultats obtenus avec les différents tests mis en place 

par cytométrie en flux couplée à l’utilisation de marqueurs fluorescents et d’une sonde FISH 

spécifique des BA sont présentés. La seconde partie de ce chapitre est consacrée à la mise au 

point de la quantification des BA par qPCR en vin rouge (sous forme d’un article publié dans 

Frontiers in Microbiology).  
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1 Par marquages fluorescents couplés à la cytométrie en flux (CMF) 

1.1 Utilisation de marqueurs spécifiques pour la discrimination des bactéries 

Gram+/ Gram- 

1.1.1 Iodure d’hexidium - CMF 

Afin de discriminer les BA (Gram-) de O. oeni  (Gram+), principale BL retrouvée en œnologie, le 

marqueur HI a été utilisé. Suite au protocole de Mason et al. (1998), une discrimination entre A. 

aceti et O. oeni a été mise en évidence en milieux de culture (respectivement en milieu Mannitol 

pour les BA et milieu FT80 pour la BL). Un mélange des milieux contenant les deux types de 

bactéries a été effectué avant analyse (Fig. 5).  

 

Fig. 5  

Discrimination par cytométrie en flux de A. aceti et O. oeni 

suite à une croissance en milieu de culture après marquage 

au Syto 13 (concentration finale : 20 µM) et à l’iodure 

d’hexidium (concentration finale : 10 µg/mL) (15 min à 

température ambiante) en utilisant les filtres d’émission de 

fluorescence verte (530 ± 15 nm) (axe des abscisses; Syto 

13) et rouge (>675 nm) (axe des ordonnées; HI). Le 

quartile LL correspond à l’autofluorescence des cellules. Le quartile LR représente la 

fluorescence verte des cellules. Le quartile UR représente la fluorescence verte + rouge. Le 

quartile UL représente la fluorescence rouge des cellules. 20 µL ont été analysés à 34 µL/min. 

 

La discrimination étant possible en milieu de culture, ce protocole a été testé sur 

Gluconacetobacter liquefaciens et O. oeni en vin rouge (Fig. 6). Cependant, en vin, aucune 

différence entre les deux genres bactériens n’a été mise en évidence. Ga. liquefaciens fluoresce 

comme O. oeni. Cela pourrait venir du fait que l’éthanol a perméabilisé la membrane de la 

bactérie Gram- et a donc permis l’entrée du HI, rendant les deux populations fluorescentes. Le HI 

ne peut donc pas être utilisé pour discriminer les BA des BL dans le vin.  

 
 

Syto 13 - H 

HI -H 
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Fig. 6  

Fluorescence rouge de Ga. liquefaciens (histogramme 

rouge) et O. oeni  (histogramme noir) en vin rouge après 

marquage à l’iodure d’hexidium (concentration finale : 10 

µg/mL) par cytométrie en flux en utilisant le filtre 

d’émission de fluorescence rouge (> 675 nm) (axe des 

abscisses; HI). L’axe des ordonnées (count) représente le 

nombre de cellules analysées. La délimination verticale 

correspond à l’autofluorescence des cellules. 20 µL ont été 

analysés à 34 µL/min. 

 

1.1.2 Lectine fluorescente – CMF 

Comme le fluorochrome HI ne peut être utilisé en vin, des essais ont été menés avec une lectine 

fluorescente. Cette dernière se fixe spécifiquement sur la paroi des bactéries Gram+, donc couplée 

à la cytométrie en flux (Holm et Jespersen, 2003), une discrimination entre les BA et O. oeni peut 

être possible.  

 

Les premiers tests ont été effectués en milieu de culture. La Fig. 7 présente les résultats de 

fluorescence verte des BA testées et de O. oeni.  

 

Comme une discrimination est possible en milieu de culture, le même protocole a été mené en vin 

rouge. Dans ce cas, les BA présentaient une fluorescence identique à celle de O. oeni, donc 

aucune discrimination entre les BA et O. oeni n’a été mise en évidence (histogrammes non 

présentés). La principale hypothèse de cette fluorescence aspécifique est la présence de 

polyphénols adsorbés au niveau de la paroi des bactéries interagissant avec la lectine lors du 

marquage. Afin d’éliminer les possibles polyphénols absorbés au niveau de la paroi. 5 solutions 

ont été testées. Le culot bactérien a été repris en NaCl 1,5 M ou en éthanol 30%, 50% ou 70% 

(v/v) puis incubé (voir paragraphe 1.3.1.2. du chapitre Matériels et Méthodes). Un témoin eau a 

été effectué. Aucune amélioration de discrimination des BA de O. oeni n’a été possible. C’est 

pourquoi, il a été décidé de continuer les expérimentations en utilisant la méthode FISH afin de 

permettre une discrimination des BA par rapport à O. oeni.  
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Fig. 7  

Mesure de la fluorescence verte (filtre d’émission de fluorescence FL1 530 ± 15 nm, axe WGA-

488) émise par les BA et O. oeni en milieu de culture après marquage avec la lectine couplée à 

l’AlexaFluor® 488 (concentration finale à 20 µg/mL). L’axe des ordonnées (count) représente le 

nombre de cellules analysées. La délimination verticale correspond à l’autofluorescence des 

cellules. 20 µL ont été analysés à 34 µL/min. 

 

1.2 Sonde Aceto2 couplée au fluorochrome AlexaFluor 488 

1.2.1 En milieu de culture  

Des premiers essais ont été menés sur les 4 principales BA retrouvées en cas de contamination du 

vin, c'est-à-dire A. aceti, A. pasteurianus, G. oxydans et Ga. liquefaciens. Ces tests ont été 

effectués en milieu de culture dans un premier temps afin de tester in vitro si la sonde Aceto2 

retrouvée sur le site internet ProbeBase permet la discrimination des BA de O. oeni (témoin).  

A. aceti 

Ga. liquefaciens 

G. oxydans A. pasteurianus 

O. oeni 
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En suivant le protocole de (Wallner et al., 1993) caractérisé par une hybridation de 2 h à la 

température optimale de la sonde (concentration finale : 10 nM) sans perméabilisation ni fixation 

des cellules aux préalables, un marquage a été effectué. Après hybridation, une analyse de la 

fluorescence des bactéries par le cytomètre en flux a été menée (Fig. 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 8  

Mesure de la fluorescence verte (filtre d’émission de fluorescence verte FL1 530 ± 15 nm) émise 

par les BA et O. oeni en milieu de culture après marquage avec la sonde Aceto2 couplée à 

l’AlexaFluor® 488 (concentration finale à 1 µM). L’axe des ordonnées (count) représente le 

nombre de cellules analysées. La délimination verticale correspond à l’autofluorescence des 

cellules. 20 µL ont été analysés à 34 µL/min. 

 

O. oeni 

G. oxydans 

Ga. liquefaciens 

A. aceti A. pasteurianus 
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La meilleure discrimination est observée pour A. aceti puisqu’une fluorescence de plus de 97% 

est observée (Fig. 8). Les autres BA, A. pasteurianus, G. oxydans et Ga. liquefaciens  

présentaient des fluorescences de 37%, 77% et 73% respectivement supérieures à celle de O. 

oeni. Ces résultats indiquent donc que la sonde est capable, sous réserve d’amélioration pour 

certaines espèces, de discriminer les BA de O. oeni en milieu de culture.  

 

1.2.2 En vin blanc  

Les mêmes essais ont été menés après croissance de chaque bactérie en vin blanc. Les résultats de 

fluorescences sont exposés dans la Figure 9.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 9  

Mesure de la fluorescence verte (filtre d’émission de fluorescence FL1 530 ± 15 nm) émise par 

les BA et O. oeni en vin blanc après marquage avec la sonde Aceto2 couplée à l’AlexaFluor® 

488 (concentration finale à 1 µM). L’axe des ordonnées (count) représente le nombre de cellules 

analysées. La délimination verticale correspond à l’autofluorescence des cellules. 20 µL ont été 

analysés à 34 µL/min. 

Ga. liquefaciens 

A. aceti A. pasteurianus 
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Trois populations de BA présentaient une fluorescence verte. La meilleure fluorescence est pour 

Ga. liquefaciens (86,5%). D’autres expérimentations ont été effectuées afin de valider ces 

résultats. Cependant aucune reproductibilité entre les essais n’a pu être obtenue.  

 

1.2.3 En vin rouge  

Les mêmes essais ont été menés après croissance de chaque bactérie en vin rouge. Cependant, les 

BA ne présentaient aucun décalage de fluorescence par rapport à O. oeni. Les principales 

hypothèses de la non-discrimination lors de ces expérimentations ont été :  

- une trop faible concentration en sonde  

- une incapacité de la sonde à pénétrer à l’intérieur de la cellule 

- une trop faible présence d’ARNr cible. 

 

Afin de répondre à la 1ère hypothèse, une augmentation de la concentration en sonde a été testée 

(concentration finale : 1 µM au lieu de 10 nM). Une augmentation de la fluorescence a alors été 

constatée pour les BA et pour O. oeni. Un marquage non spécifique a donc lieu dans ces 

conditions. Afin de réduire cette aspécificité, du dextrane sulfate ou du sperme de saumon ont été 

ajouté au tampon d’hybridation. Cependant, aucune amélioration n’a été constatée.  

 

Donc la concentration en sonde à 10 nM a été retenue afin de continuer les expérimentations. 

Pour répondre à la seconde hypothèse, une optimisation de l’entrée de la sonde à l’intérieur de la 

cellule a été testée. Pour cela, deux protocoles ont été menés via l’hexamétaphosphate de sodium 

et le PVPP. Ces deux techniques permettent respectivement de perméabiliser les cellules ou 

d’adsorber les composés phénoliques du vin pouvant inhiber l’entrée ou interagir avec la sonde 

fluorescente. Aucune amélioration n’a eu lieu avec l’utilisation de ces deux produits chimiques.  

 

Suite à ces résultats, nous avons travaillé sur la 3ème  hypothèse. Pour cela, une sonde couplée à 

une enzyme a été expérimentée comme décrit ci-dessous.  

 

1.3 Sonde Aceto2 couplée à l’enzyme HRP 

Afin de pouvoir discriminer les BA de O. oeni en vin, il a été décidé d’utiliser la même séquence 

oligonucléotidique que précédemment mais cette fois-ci couplée à une enzyme HRP. L’utilisation 
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de cette sonde permet d’amplifier le signal de fluorescence (voir Revue paragraphe 3. du chapitre 

synthèse bibliographique). Après hybridation, l’utilisation de tyramide conjuguée au 

fluorochrome AlexaFluor® 488 permet une accumulation de fluorescence à l’intérieur de la 

cellule conduisant à une meilleure discrimination entre les microorganismes.  

 

1.3.1 En milieu de culture 

Pour les tests, seule A. aceti a été utilisée comme BA. En milieu de culture, une bonne 

discrimination entre les bactéries acétiques et lactiques (A. aceti / O. oeni) a été mise en évidence 

(Fig. 10).  

 

Fig. 10  

Mesure de la fluorescence verte (filtre FL1 530 ± 15 nm du 

cytomètre en flux) émise par O. oeni (histogramme rouge) 

et par A. aceti  (histogramme noir) en milieu de culture 

après 2 h d’incubation à 35°C avec la sonde Aceto2 

couplée à l’enzyme HRP (concentration finale 180 nM). 

L’incubation avec la TSA conjuguée à l’AlexaFluor® 488 

(dilution 1/50 en tampon d’amplification) est réalisée 

durant 30 min à 45°C. 

 

 

1.3.2 En vin rouge  

Le protocole de Wallner et al. (1993) a été essayé en vin rouge mais n’a pas fonctionné, celui-ci 

ne comporte pas d’étapes de perméabilisation et de fixation des cellules. Ces deux étapes ont 

donc été mises en place afin d’observer si elles permettaient de faciliter et d’améliorer 

l’hybridation de la sonde.  

 

En ce qui concerne l’étape de fixation des cellules, la solution contenant du paraformaldéhyde 

4% a été testée. Cette étape n’améliorerait pas les résultats finaux.  
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Concernant l’étape de perméabilisation des cellules avec une solution de PBS/Triton ou une 

solution de 50% EtOH + 50% PBS, cela n’influait pas sur les résultats de manière positive. 

Cependant, la solution contenant du lysosyme, EDTA et Tris-HCl a donné de meilleurs résultats. 

C’est donc cette solution qui a été sélectionnée pour la suite des manipulations. Cependant il a été 

observé que le temps d’incubation n’influait pas, puisqu’après 24 h d’incubation, il n’a pas été 

observé de meilleure discrimination. 

Ensuite, une optimisation de l’étape d’hybridation avec la sonde a été menée. Le tampon de base 

était : 0,9 M de NaCl ; 20 mM de Tris-HCl et 0,1% de SDS. À ce tampon a été ajouté : soit 10% 

de dextrane sulfate soit 0,5 mg/mL d’ADN de sperme de saumon, afin d’améliorer le rendement 

d’hybridation ou de bloquer les sites aspécifiques sur la membrane où la sonde pourrait se fixer. 

Cependant, ces deux ajouts n’ont pas apporté d’amélioration au marquage des BA.  

 

Puis, différentes concentrations finales en sonde ont été testées : 180 nM, 18 nM et 1,8 nM. Il a 

été observé que la concentration en sonde n’avait pas d’influence sur la discrimination. Les 

manipulations ont donc été réalisées avec une concentration initiale en sonde à 18 µM afin de 

favoriser l’hybridation. 

 

Comme les premiers essais présentaient une fluorescence des BA identique à celle de O. oeni 

avec une concentration en tyramide conjuguée à l’AlexaFluor® 488 au 1/50ème, alors cette 

concentration en substrat a été augmentée passant de 1/50ème
 à 1/10ème (Pernthaler et al., 2002). 

 

Pour récapituler, le protocole optimisé comporte : 

- une perméabilisation durant 40 min à 37°C en tampon lysozyme (1 mg/mL), Tris-HCl 

(100 mM) et de EDTA (50 mM) à pH 8 

- une hybridation avec la sonde spécifique des BA à 180 nM durant 2 h à 35°C  en tampon 

d’hybridation (0,9 M de NaCl ; 20 mM de Tris-HCl ; 0,1% de SDS) 

- un lavage durant 30 min à 55°C en tampon de lavage (100 mM de Tris-HCl ; 150 mM de 

NaCl) 

- une incubation en tampon TNT (100 mM de Tris-HCl ; 150 mM de NaCl ; 0,05% (v/v) de 

Tween 20, pH 5) de la tyramide couplée à l’AlexaFluor® 488 (1/10e) durant 30 min à 

45°C 
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- un lavage en tampon (100 mM de Tris-HCl ; 150 mM de NaCl) 

- un passage des échantillons au cytomètre en flux.  

-  

Les résultats sont présentés dans la Fig. 11. Il est observé une discrimination d’A. aceti puisqu’il 

y a un décalage de la fluorescence par rapport à O. oeni d’environ 65%. Une discrimination et 

une quantification de la bactérie acétique A. aceti a donc été obtenue grâce à ce protocole et 

directement en vin rouge indiquant une hybridation spécifique de la sonde sur les BA. 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 11  

Mesure de la fluorescence verte (FL1 530 ± 15 nm) émise par A. aceti et O. oeni en vin rouge 

après 2 h d’incubation à 35°C avec la sonde couplée à l’enzyme HRP (concentration finale 180 

nM). L’incubation avec la TSA conjuguée à l’AlexaFluor® 488 (dilué au 1/10 en tampon 

d’amplification) est réalisée durant 30 min à 45°C. L’axe des ordonnées (count) représente le 

nombre de cellules analysées. La délimination verticale correspond à l’autofluorescence des 

cellules. 

 

La discrimination des BA par rapport à O. oeni étant positive, ce protocole a fait l’objet de tests 

de validations. Malgré de nombreux essais, aucun n’a permis une nouvelle discrimination entre 

les deux bactéries. Cela met donc en évidence un problème de répétabilité de la méthode pouvant 

être due à de nombreux facteurs tels que la matrice vin rouge, la durée de présence des bactéries 

acétiques dans le vin mais également l’état physiologique des bactéries.  

 

A. aceti O. oeni 
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Toujours dans l’optique de discriminer les deux genres bactériens, une autre température 

d’hybridation a été testée (57°C) afin de favoriser une hybridation spécifique de la sonde. Cette 

température est l’optimum de la sonde Aceto2 déterminée précédemment. La durée de 

l’incubation avec la sonde est toujours de 2 h. Après hybridation, la tyramide conjuguée à 

l’AlexaFluor® 488 a été ajoutée au mélange. Sur tous les essais menés, seuleument une 

expérimentation a permis une discrimination entre les deux bactéries avec une différence de 

fluorescence de 57%.  

Malgré les nombreux essais menés afin de développer un protocole permettant de discriminer les 

BA de O. oeni par CMF, il est relativement difficile d’obtenir un protocole répétable en vin 

rouge. Les difficultés rencontrées lors de la mise en place de ces protocoles sont principalement 

la petite taille des bactéries et la présence de composés du vin, principalement les polyphénols 

adsorbés au niveau de la paroi bactérienne, pouvant interagir avec les différents marqueurs 

utilisés ou avec la sonde. Les solutions de désorption des composés fixés sur la paroi testées dans 

cette partie ne se sont pas révélées efficaces. De plus, dans certains vins rouges, la précipitation 

de certains composés du vin entraine un bruit de fond interférant avec le signal des bactéries lors 

de leur passage au cytomètre en flux.   

 

C’est pourquoi, nous nous sommes intéressés par la suite au développement d’une méthode de 

quantification des BA en vin rouge par PCR en temps réel. Les résultats obtenus ont fait l’objet 

d’une publication dans Frontiers in Microbiology en juin 2016 présentée dans le paragraphe 

suivant. 
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2 Par PCR en temps réel (qPCR)
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3 Résultats complémentaires  

Avant de mettre en place les expérimentations en vin rouge, des tests avaient été menés sur les 

mêmes BA mais en milieu de culture. Après validation de l’extraction et de la quantification par 

quantification du témoin interne E. coli (3,6 ± 0,1 log cellules/mL), une quantification des BA a 

pu être effectuée. Le tableau 4 montre l’efficacité, les r2 et l’interception en y de chacune des 

bactéries testées.  

 

Tableau 4 

Paramètres issus d’une gamme étalon réalisée en triplicat en milieu de culture de chacune des 

bactéries : A. aceti, A. pasteurianus, G. oxydans et Ga. liquefaciens. 

 

 

 

 

 

 

Ces résultats aboutissent à une limite de quantification d’environ 30 cellules/mL. Une différence 

entre la LOQ en vin rouge explicitée dans l’article (5,3. 103 cellules/mL) et la LOQ en milieu de 

culture est donc mise en évidence.  

 

La principale hypothèse pouvant expliquer cette différence est que l’ADN des cellules, qui se 

sont développées dans le vin rouge, est extrait moins efficacement. Le témoin interne utilisé dans 

ces essais ne peut mettre en évidence cette différence puisqu’il valide qu’il n’y a aucune perte au 

cours de l’extraction et aucune inhibition de PCR. Cependant, si l’efficacité d’extraction entre les 

cellules en vin rouge et les cellules en milieu de culture est différente, cela ne peut pas être mis en 

évidence par ce témoin interne.  

 

 

 
Efficacité r2 y-interception 

A. aceti 106 0,999 33,7 

A. pasteurianus 140 0,981 36,9 

G. oxydans 112 0,997 33,2 

Ga. liquefaciens 114 0,993 34,6 
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Une étude interlaboratoires, GNBrett, portée par Inter-Rhône à Orange et financée en partie par 

FranceAgriMer, a été montée afin que le groupe national de travail augmente les connaissances 

actuelles sur B. bruxellensis, levure d’altération dans le vin, d’un point de vue génétique, 

physiologique mais également sur la résistance et l’adaptation de cette levure au stress SO2. De 

plus, comme B. bruxellensis est la principale levure d’altération retrouvée en œnologie, des 

quantifications précises et sensibles des populations levuriennes présentes dans les vins sont 

absolument nécessaires. Ainsi, un autre objectif du projet est de tester, d’améliorer et de 

développer de nouvelles techniques permettant une quantification rapide, sensible et précise de B. 

bruxellensis et ce directement en vin rouge.  

 

À ce jour une technique FISH couplée à la cytométrie en flux a été précédemment développée au 

laboratoire afin de quantifier cette levure en matrice vinaire (Serpaggi et al., 2010). Cependant les 

résultats sont disponibles après 48 h environ, ce qui peut être considéré comme long par rapport à 

la technique de qPCR. C’est pourquoi dans le souhait d’avoir une méthode déterminant très 

rapidement la population présente en vin, nous nous sommes fixé l’objectif d’améliorer cette 

méthode afin d’obtenir des résultats plus rapidement tout en gardant une efficacité maximale.  

 

Parallèlement, nous avons comparé des kits d’extraction et de quantification par PCR en temps 

réel de cette levure en matrice vin. En effet, bien que de nombreux laboratoires de recherche ou 

prestataires de services en œnologie utilisent ces kits, aucune étude n’a été menée afin de tester 

l’efficacité des kits et la répétabilité d’un ou de différents échantillons. C’est pourquoi, un axe du 

projet GNBrett porte sur l’étude de ces kits commerciaux appliqués à différents vins rouges 

artificiellement ou naturellement contaminés (vins provenant de plusieurs régions viticoles : 

Bordeaux, Côtes du Rhône et Bourgogne). Dans le cadre de cette comparaison, trois kits ont été 

retenus pour réaliser les expérimentations.  

 

Nous présentons dans ce chapitre tout d’abord les résultats obtenus sur les différentes 

améliorations apportées au marquage FISH spécifique pour B. bruxellensis couplé à la cytométrie 

en flux. Ensuite, dans une seconde partie de ce chapitre les résultats issus de l’étude 

interlaboratoires sur les trois kits commerciaux testés sont exposés.  
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1 Amélioration du protocole de quantification de B. bruxellensis par 

FISH couplée la cytométrie en flux 
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2 Comparaison inter-laboratoires de la quantification de B. bruxellensis 

en vin rouge par des kits commerciaux 

 

Article accepté pour publication dans le journal OENO One 

  

Evaluation of three Brettanomyces qPCR commercial kits: results from an 

interlaboratory study 
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wine 

 

Abstract  

 

Aim: Brettanomyces bruxellensis is well adapted to high ethanol concentrations and low pH 

which allows it to develop in difficult environments, such as wine. B. bruxellensis is mainly 

found in red wine and is regarded as a spoilage yeast due to its production of ethylphenols and 

other compounds responsible for organoleptic defects. The detection and quantification of this 

yeast is essential to preventing wine spoilage. Several specific detection and quantification kits 
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based on real time quantitative PCR (qPCR) are commercially available. Although these kits are 

frequently used by private enological and research laboratories, no scientific reports on the 

reliability and performance of these kits, including interlaboratory and interassay comparisons, 

have been published. The aim of this work was to compare commercially available kits for the 

quantification of B. bruxellensis in red wine to classical method (plate counting on selective 

medium) in an interlaboratory study.  

Methods and results: Three different commercial kits were tested on three different wines from 

Bordeaux, Côtes du Rhône, and Burgundy inoculated with B. bruxellensis at four different 

concentrations. Five naturally contaminated wines from different French wine regions were also 

tested. Our results suggest that all the kits tested probably over or underestimate the quantity of 

B. bruxellensis in red wine and, under specific conditions, give false positives.  

Conclusion: Quantification may be very heterogeneous depending on the wine, laboratory, or 

population level. Underestimations or false negative results may have serious consequences for 

winemakers. Overestimation may be partly due to the quantification of dead cells by qPCR.  

Significance and impact of the study: This study highlights that quantification of B. 

bruxellensis in red wine using commercial kits requires a high level of expertise in molecular 

biology. We recommend that all users use a microbiological internal control to validate DNA 

extraction yield. 

 

Introduction 

 

The yeast Brettanomyces bruxellensis is a source of wine spoilage, especially in red wines. 

Compounds naturally present in grape juice and wine that originate from the grapes are generally 

esterified (p-coutaric, fertaric and caftaric acids) (Dugelay et al., 1993). Enzymes with an esterase 

activity can release the free form of the acids (p-coumaric, ferulic and caffeic acids) (Gerbaux et 

al., 2002). These acids are decarboxylated to vinylphenols by yeast, fungi and lactic acid bacteria. 

B. bruxellensis is able to reduce these vinylphenols to ethylphenols leading to an unpleasant taste 

(Chatonnet et al., 1997, 1995).  

 

The detection and quantification of this yeast is necessary to prevent wine spoilage. The isolation 

of yeast on Wallerstein Laboratory Nutrient (WLN)-based medium is routinely used as a simple 
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test in the wine industry (Rodrigues et al., 2001) as recommended by the Oenological Codex 

2016 Edition. In addition, several DNA-based techniques are used to detect or quantify this yeast 

by culture dependent or independent methods, such as RNA-FISH (Röder et al., 2007; Serpaggi 

et al., 2010; Stender et al., 2001), PNA-FISH (Stender et al., 2001), ITS PCR coupled to RFLP 

(Esteve-Zarzoso et al., 1999), DGGE (Cocolin et al., 2004; Prakitchaiwattana et al., 2004; Renouf 

et al., 2006), TGGE (Hernán-Gómez et al., 2000), loop mediated isothermal amplification 

(Hayashi et al., 2007), and quantitative PCR (qPCR) (Delaherche et al., 2004; Phister and Mills, 

2003; Tessonnière et al., 2009; Willenburg and Divol, 2012). Several specific qPCR-based 

quantification kits have been developed based on previous studies reporting the efficiency of 

qPCR to specifically quantify B. bruxellensis and are commercially available.  

 

In this study, we report on the variability of three qPCR kits designed to quantify B. bruxellensis 

in red wine based on data generated from three laboratories specialized in wine analyses. Each 

laboratory followed the commercial protocols to generate comparable data. The laboratories used 

standardized protocols and the same batch of DNA isolation and amplification reagents to limit 

variability.  

 

Materials & Methods 

 

Participants  

Three laboratories were selected for participation: the VAlMiS lab (Dijon, FR), the Microflora-

ISVV lab (Bordeaux, FR) and the Inter-Rhône lab (Orange, FR). The names of the laboratories 

were randomly codified (lab 1, lab 2 and lab 3).  

 

Conditions 

Each laboratory used a different strain of B. bruxellensis to artificially contaminate red wine. The 

Inter-Rhône, Microflora, and VAlMiS labs used the strains GSLEV17, CRBO LO417 (Centre de 

Ressources Biologiques Oenologiques, ISVV, Villenave d’Ornon, France), and LO2E6, 

respectively, and red wine of each region was inoculated at four different population levels: 102, 

103, 104, and 105 cells/mL, referred to as levels 1, 2, 3, and 4, respectively. The cells were 

adapted to ethanol by growing them on YPD agar (10 g/L yeast extract, 20 g/L bacto-peptone, 20 
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g/L glucose, 20 g/L agar) supplemented with 5% (v/v) ethanol at 28°C for 5 days. Stationary 

phase cells were used to inoculate diluted red wine (50% red wine: 50% physiological saline 

water) and incubated for one week at 28°C. The adapted cells were then used to inoculate filter 

sterilized red wine from each region. 

 

Moreover, five naturally contaminated wines from different wineries were also analyzed by the 

three laboratories. 

 

Methods for the enumeration of B. bruxellensis 

Reference method  

The reference method consisted of counting B. bruxellensis colonies on nutritive media plates. 

Each sample was enumerated in Petri dishes on ITV selective medium: 10 g/L yeast extract, 20 

g/L bacto-peptone, 20 g/L glucose, 0.1 g/L p-coumaric acid, 0.1 g/L ferulic acid, 0.03 g/L 

bromocresol green, 0.2 g/L chloramphenicol, 0.006% (w/v) cycloheximide, 20 g/L agar; pH 

adjusted to 5 (Gerbaux et al., 2000).  

 

Alternative method 

The alternative method consisted of qPCR performed with commercial kits. Three different 

commercial kits (arbitrarily named Kit 1, Kit 2, and Kit 3) were tested for B. bruxellensis DNA 

extraction and amplification. DNA extraction and amplification protocols were performed 

according to the manufacturers’ instructions. Standard curves were used in two kits, whereas one 

kit allowed direct quantification based on the amplification of reference DNA. Each laboratory 

used two kits, i.e. each sample was analyzed by the same kit in triplicate by two different 

laboratories. PCR reactions reactions were performed on a CFX96 real-time PCR system (Bio-

Rad) for two laboratories and on an iCycler IQ5 system (Bio-Rad) for the third. Results were 

analyzed using Bio-Rad CFX Manager® software. The PCR cycle where fluorescence first 

occurred (quantification cycle: Cq) was determined automatically after setting the regression 

method. 

 

Red wines from Côtes du Rhône, Burgundy, and Bordeaux were supplemented with a high level 

of molecular sulfite (approximately 2 mg/L mSO2) to determine whether the kits quantify dead B. 
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bruxellensis. Cell quantifications using the three kits were performed after two weeks. The total 

B. bruxellensis population and culturable cells present in the red wines were determined by flow 

cytometry (FCM) or microscopy methods and plate counting, respectively. Viability was 

determined by FCM. Solutions containing cells used to determine total populations were stained 

with dyes (propidium iodide and fluorescein diacetate) according to the protocol described in the 

study of Salma et al. (2013).  

 

Construction of the accuracy profiles and statistical processing 

The construction of the accuracy profile was performed as described by Boubetra et al. (2011). 

The acceptability criterion was defined as ± 0.3 log units/mL for the alternative method in our 

study. Target values, based on the median values obtained using the reference method, were 

determined. The results were generated using the alternative method, and the reproducibility 

standard deviation (SD) (sR), the limits of acceptability (λ), the proportion of β-expectation 

tolerance interval (β), and the difference between the level determined by qPCR and the target 

value (Bias) were determined for each inoculation concentration. The accuracy profiles were 

constructed using these results.  

 

The reproducibility standard deviation (SD) (sR) is calculated based on the SD between triplicates 

(sr) and SD between labs (sL):  

 

 

A β expectation tolerance interval (β-ETI) is defined as an interval that covers an average 

percentage of a variable distribution. For example, a β-ETI can claim to contain 80% of future 

measurements, on average. A β-ETI can be expressed as: 

 

 

 

where kM is the coverage factor, given by the equation:  
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where sr is the repeatability standard deviation, Qt the percentile of a Student t test distribution, β 

the chosen probability (80% in this study), I the number of laboratories, J the number of 

replicates, v the number of degrees of freedom, and G given by the equation: 

 

 

where H = sL
2 /sr

2 = sR
2 /sr

2 -1, sR
2 is the reproducibility variance, and sr

2 the repeatability 

variance. The number of degrees of freedom, v, is given by the equation: 

 

 

 

where i is the number of laboratories performing the analysis (i < I). In our study, i was equal to 

2.  

 

 

Results 

 

Reference results 

We calculated the reference values, also called target values, for each level of contamination 

from the median values obtained using the reference method (plate counting). Table 1 shows the 

theoretical values (102, 103, 104, and 105 cells/mL). B. bruxellensis populations counted by 

plating were very close to the expected cell population except for one wine. The Bordeaux wine 

had a population that was lower than the theoretical values due to the inability to obtain a high 

cell concentration for this B. bruxellensis strain in this wine and a likely decrease in viability after 

inoculation.  
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Table 1 

Mean ± standard deviation (log10 CFU/mL) of culturable populations determined by plate 

counting on selective medium of red wines artificially contaminated at four population levels 

analyzed by the three laboratories, in triplicate. 

 
  Levels( log10 CFU/mL)  

Theoretical values  
2 3 4 5 

Values found Burgundy wine 2.3 ± 0.6 3.7 ± 0.3 4.8 ± 0.4  5.8 ± 0.4 

 
Bordeaux wine 0.4 ± 0.3 1.1 ± 0.6 2.5 ± 0.5 3.7 ± 0.1  

 
Côtes du Rhône wine 2.6 ± 0.6 3.4 ± 0.9 4.5 ± 0.6  5.4 ± 0.6  

 

 

Linearity  

Linearity of the results for each wine and each kit was determined by plotting the logarithmic 

results obtained by plate counting (mean of the three labs) against the values determined using 

the qPCR commercial kits. The correlation coefficient (r²) values are shown in Table 2. The 

mean r² values were 0.9558 ± 0.0471 for Kit 1, 0.8934 ± 0.0820 for Kit 2, and 0.9094 ± 0.0670 

for Kit 3. With four population levels, the degree of freedom is equal to 2 for this statistical 

analysis. With a risk of error (α) of 10%, the critical r² value is 0.9. Eight of 18 results were not 

valid (r² < 0.9) (Table 2).  

 

Table 2 

r² values according to the kit, lab and wine analyzed at the four population levels, in triplicate. 

  r² values                       
 

Burgundy Wine  
Bordeaux wine   

Côtes du Rhône wine   
Kits Lab 1 Lab 2 Lab 3  

Lab 1 Lab 2 Lab 3  
Lab 1 Lab 2 Lab 3  

Means  
Kit 1 nd 0.9960 0.9867  

nd 0.9584 0.9715  
nd 0.8648 0.9574  

0.9558 
Kit 2 0.9560 nd 0.8684  

0.9105 nd 0.7551  
0.9908 nd 0.8797  

0.8934 
Kit 3 0.9557 0.9670 nd   0.7985 0.9655 nd   0.8723 0.8974 nd  

0.9094 
nd: not determined  
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Validation criteria and statistical results  

Counts obtained using the alternative method are presented in log10 units. The validation criteria 

and statistical results for the Côtes du Rhône, Burgundy, and Bordeaux wines are shown in 

Supplementary data 1, Supplementary data 2 and Supplementary data 3, respectively.  

 

Repeatability was calculated for each wine according to population level and kit. The mean 

repeatability was 0.257, 0.183, and 0.390 log10 cells/mL for Kits 1, 2, and 3, respectively.  

 

 

 

Supplementary data 1 

Validation criteria and statistical results for the Côtes du Rhône wine. 

Parameters  
No. of log

10
 CFU or cells/mL with a β of 80% and a λ of 0.3 at indicated contamination level

a 
Levels  1  

2  
3  

4 
  Kit 1 Kit 2 Kit 3  

Kit 1 Kit 2 Kit 3  
Kit 1 Kit 2 Kit 3  

Kit 1 Kit 2 Kit 3 
Target value  2.600  2.600  2.600  

 3.410  3.410  3.410  
 4.460  4.460  4.460  

 5.420  5.420  5.420 
No. of participants (I)  2  2  2  

 2  2  2  
 2  2  2  

 2  2  2 
Avg of the level (alternative)   2.711  1.321  0.766  

 3.892  2.391  1.715  
 4.950  3.425  5.336  

 6.196  5.283  6.395 
Repeatability SD (s

r
)  0.196  0.197  0.428  

 0.134  0.113  0.330  
 0.180  0.072  0.086  

 0.121  0.077  0.170 
Between-lab SD (s

L
)  0.279  0.460  1.055  

 0.529  0.957  2.418  
 0.234  0.133  0.420  

 0.237  0.220  0.454 
                Reproducibility SD (s

R
)  0.341  0.500  1.138  

 0.546  0.963  2.440  
 0.295  0.151  0.429  

 0.266  0.234  0.484 
                Coverage factor (k

M
)  2.766  3.359  3.400  

 3.621  3.736  3.726  
 2.599  3.128  3.672  

 3.202  3.490  3.453 
TI SD (s

IT
)  0.402  0.602  1.372  

 0.664  1.178  2.982  
 0.346  0.180  0.523  

 0.318  0.283  0.585 
                
Absolute lower TI limit  1.768 -0.359 -3.103  

 1.915 -1.209 -7.376  
 4.184  2.952  3.762  

 5.346  4.468  4.723 
Absolute upper TI limit  3.654  3.002  4.635  

 5.868  5.991  10.806  
 5.717  3.898  6.911  

 7.046  6.098  8.067 
                
Bias  0.111 -1.279 -1.834  

 0.482 -1.019 -1.695  
 0.490 -1.035  0.876  

 0.776 -0.137  0.975 
                
Lower TI limit (β=80%) -0.832 -2.959 -5.703  

-1.495 -4.619 -10.786  
-0.276 -1.508 -0.698  

-0.074 -0.952 -0.697 
Upper TI limit (β=80%)  1.054  0.402  2.035  

 2.458  2.581  7.396  
 1.257 -0.562  2.451  

 1.626  0.678  2.647 
                
Lower acceptability limit (-λ) -0.3 -0.3 -0.3  

-0.3 -0.3 -0.3  
-0.3 -0.3 -0.3  

-0.3 -0.3 -0.3 
Upper acceptability limit (+λ)  0.3  0.3  0.3    0.3  0.3  0.3    0.3  0.3  0.3    0.3  0.3  0.3 
a β: tolerance probability; λ: acceptability limit in log10 units. 
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Supplementary data 2 

Validation criteria and statistical results for the Burgundy wine. 

Parameters  
No. of log

10
 CFU or cells/mL with a β of 80% and a λ of 0.3 at indicated contamination level

a 
Levels  1  

2  
3  

4 
  Kit 1 Kit 2 Kit 3  

Kit 1 Kit 2 Kit 3  
Kit 1 Kit 2 Kit 3  

Kit 1 Kit 2 Kit 3 
Target value  2.260   2.260  2.260  

 3.740  3.740  3.740  
 4.830  4.830  4.830  

 5.780  5.780  5.780 
No. of participants (I)  2  2  2  

 2  2  2  
 2  2  2  

 2  2  2 
Avg of the level (alternative)   1.098  0.542  0.965  

 2.246  1.001  2.147  
 3.635  2.086  4.710  

 4.958  3.851  5.574 
Repeatability SD (s

r
)  0.147  0.291  0.190  

 0.262  0.223  0.716  
 0.154  0.194  0.251  

 0.680  0.202  0.119 
Between-lab SD (s

L
)  0.634  0.747  1.360  

 0.446  0.637  1.457  
 0.524  0.368  0.872  

 0.383  0.928  0.441 
  

         
       

Reproducibility SD (s
R
)  0.651  0.802  1.373  

 0.518  0.675  1.624  
 0.546  0.416  0.907  

 0.780  0.949  0.457 
          

     
   

Coverage factor (k
M

)  3.645  3.427  3.723  
 3.036  3.491  3.240  

 3.572  3.168  3.579  
 1.800  3.659  3.601 

TI SD (s
IT

)  0.792  0.968  1.678  
 0.616  0.817  1.945  

 0.663  0.496  1.102  
 0.871  1.157  0.555 

 
          

        
Absolute lower TI limit -1.274 -2.206 -4.148  

 0.674 -1.356 -3.115  
 1.684  0.770  1.462  

 3.554  0.378  3.929 
Absolute upper TI limit  3.469  3.289  6.078  

 3.818  3.358  7.409  
 5.587  3.402  7.958  

 6.362  7.324  7.220 
         

        
Bias -1.162 -1.718 -1.295  

-1.494 -2.739 -1.593  
-1.195 -2.744 -0.120  

-0.822 -1.929 -0.206 
                
Lower TI limit (β=80%) -3.534 -4.466 -6.408  

-3.066 -5.096 -6.855  
-3.146 -4.060 -3.368  

-2.226 -5.402 -1.851 
Upper TI limit (β=80%)  1.209  1.029  3.818  

 0.078 -0.382  3.669  
 0.757 -1.428 3.128  

 0.582  1.544  1.440 
                
Lower acceptability limit (-λ) -0.3 -0.3 -0.3  

-0.3 -0.3 -0.3  
-0.3 -0.3 -0.3  

-0.3 -0.3 -0.3 
Upper acceptability limit (+λ)  0.3  0.3  0.3    0.3  0.3  0.3    0.3  0.3  0.3    0.3  0.3  0.3 
a β: tolerance probability; λ: acceptability limit in log10 units. 

 

 

Kit 1 underestimated the four population levels in Burgundy wine by a mean of 1.2 log10 

cells/mL. The population levels determined by Kit 1 for the Côtes du Rhône and Bordeaux red 

wines were overestimated by 0.5 and 1.1 log10 cells/mL relative to the reference method.  

 

Kit 2 underestimated all population levels in the Burgundy and Côtes du Rhône wines (bias of -

2.3 and -0.9 log10 cells/mL, respectively). This kit also underestimated the lowest three 

population levels in the Bordeaux wine, with a bias of -0.9 log10 cells/mL, whereas the highest 

population level had a bias of approximately 0.6 log10 cells/mL.  
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Supplementary data 3 

Validation criteria and statistical results for the Bordeaux wine. 

Parameters  
No. of log

10
 CFU or cells/mL with a β of 80% and a λ of 0.3 at indicated contamination level

a 
Levels  1  

2  
3  

4 
  Kit 1 Kit 2 Kit 3  

Kit 1 Kit 2 Kit 3  
Kit 1 Kit 2 Kit 3  

Kit 1 Kit 2 Kit 3 
Target value  0.410  0.410  0.410  

 1.114  1.114  1.114  
 2.477  2.477  2.477  

 3.650  3.650  3.650 
No. of participants (I)  2  2  2  

 2  2  2  
 2  2  2  

 2  2  2 
Avg of the level (alternative)   0.988  0.662  0.974  

 2.283  0.944  0.829  
 3.561  1.575  2.300  

 5.059  1.986  5.315 
Repeatability SD (s

r
)  0.389  0.174  0.133  

 0.273  0.222  0.694  
 0.211  0.193  1.348  

 0.337  0.237  0.217 
Between-lab SD (s

L
)  0.252  0.619  1.375  

 0.761  0.116  0.000  
 1.047  0.000  0.000  

 1.405  0.415  0.069 
  

      
          

Reproducibility SD (s
R
)  0.464  0.643  1.381  

 0.808  0.250  0.694  
 1.068  0.193  1.348  

 1.445  0.478  0.228 
  

               
Coverage factor (k

M
)  1.851  3.587  3.747  

 3.478  1.779  1.625  
 3.675  1.625  1.625  

 3.636  3.073  1.675 
TI SD (s

IT
)  0.522  0.782  1.690  

 0.977  0.279  0.750  
 1.302  0.209  1.456  

 1.759  0.569  0.249 
     

            
Absolute lower TI limit  0.130 -1.646 -4.202  

-0.528  0.499 -0.299  
-0.363  1.260  0.110  

-0.194  0.518  4.934 
Absolute upper TI limit  1.846  2.970  6.149  

 5.094  1.389  1.958  
 7.486  1.889  4.491  

 10.312  3.453  5.696 
      

           
Bias  0.578  0.252  0.564  

 1.169 -0.170 -0.284  
 1.084 -0.903 -0.177  

 1.409 -1.664  1.665 
               

  
Lower TI limit (β=80%) -0.280 -2.056 -4.612  

-1.642 -0.615 -1.413  
-2.840 -1.217 -2.368  

-3.844 -3.132  1.284 
Upper TI limit (β=80%)  1.436  2.560  5.739  

 3.980  0.276  0.844  
 5.009 -0.588  2.014  

 6.662 -0.197  2.046 
                
Lower acceptability limit (-λ) -0.3 -0.3 -0.3  

-0.3 -0.3 -0.3  
-0.3 -0.3 -0.3  

-0.3 -0.3 -0.3 
Upper acceptability limit (+λ)  0.3  0.3  0.3    0.3  0.3  0.3    0.3  0.3  0.3    0.3  0.3  0.3 
a β: tolerance probability; λ: acceptability limit in log10 units. 

 

Kit 3 also led to an underestimation of all population levels in the Burgundy wine (mean bias of 

0.8 log10 cells/mL). This kit also underestimated two population levels in the Bordeaux and Côtes 

du Rhône wines, with a bias of -0.2 and -1.8 log10 cells/mL, respectively, whereas two others 

were overestimated by a mean of 1.1 and 0.9 log10 cells/mL.  

 

In summary, we could not establish any relation between the population level and the 

reproducibility or bias.  

 

We compared the reproducibility standard deviation (SD) and absolute bias between the kits 

(Table 3). All absolute values for the reproducibility SD were high (from 0.4 to 1.1 log10 

cells/mL). The best bias was 0.5 and the highest was 2.3 log10 cells/mL. Based on these results, 

no kit precisely quantified B. bruxellensis levels in red wine because the reproducibility SD and 
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bias exceeded the acceptability limits. B. bruxellensis levels were frequently underestimated, 

highlighting the imprecision of this contamination measure and the risk of obtaining false 

negative results.  

 

Table 3 

Absolute mean standard deviations of reproducibility and bias according to the wine tested and 

the kit used, independent of the contamination levels. 

Absolute means (log
10 

cells/mL) 

 
Burgundy wine 

 
Bordeaux wine 

 
Côtes du Rhône wine 

 
Kit 1 Kit 2 Kit 3 

 
Kit 1 Kit 2 Kit 3 

 
Kit 1 Kit 2 Kit 3 

Reproducibility SD 0.624 ± 
0.119 

0.710 ± 
0.226 

1.090 ± 
0.516  

0.946 ± 
0.415 

0.391 ± 
0.208 

0.913 ± 
0.556  

0.362 ± 
0.127 

0.462 ± 
0.366 

1.123 ± 
0.935 

Bias 1.168 ± 
0.275 

2.283 ± 
0.537 

0.804 ± 
0.750  

1.060 ± 
0.350 

0.747 ± 
0.843 

0.672 ± 
0.898  

0.465 ± 
0.273 

0.867 ± 
0.501 

1.345 ± 
1.555 

 

 

Accuracy profiles 

We generated accuracy profiles to visualize the level of imprecision in quantifying B. 

bruxellensis levels in red wine. Examples of the accuracy profiles for the Côtes du Rhône wine 

calculated from the results obtained using Kits 1, 2, and 3 are presented in Fig. 1a, 1b, and 1c, 

respectively. The acceptability limit for this study was ± 0.3 log10 cells/mL. This value was the 

maximum acceptable limit and the performance of each kit was tested to determine whether the 

alternative method is at least as good as the reference method. For this wine, only two values 

obtained using Kit 1 (level 1) and Kit 2 (level 4) were within the acceptable limits. However, the 

β-ETIs were not within these limits, meaning that there is an 80% probability that future analyses 

will be outside these limits.  
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Figure 1 

Accuracy profiles of the alternative method based on the results of Kit 1 (a), Kit 2 (b), and Kit 3 

(c) for the Côtes du Rhône red wine with a β equal to 80% and a λ of ± 0.3 log10 unit. The X axis 

shows the results from the reference method (log10 CFU/mL) and the Y axis the differences 

between the reference method and the qPCR kits.    

    

 

 

The accuracy profiles for the Burgundy red wine are presented in Supplementary data 4. Only 

two values were within the acceptable limits (levels 3 and 4 with Kit 3) but the bias (β-ETIs) was 

outside the acceptable limits.  

  



Chapitre 4 : Quantification de B. bruxellensis en vin rouge 

135 

 

 

 

Supplementary data 4 

Accuracy profiles of the alternative method based on the results of Kit 1 (a), Kit 2 (b), and Kit 3 

(c) for the Burgundy red wine with a β equal to 80% and a λ of ± 0.3 log10 unit. The X axis shows 

the results from the reference method (log10 CFU/mL) and the Y axis the differences between the 

reference method and the qPCR kits.    

 

 

 

The accuracy profiles for the Bordeaux wine are presented in Supplementary data 5. Two 

values obtained with Kit 2 were within acceptable limits (levels 1 and 2) as were two values 

obtained with Kit 3 (levels 2 and 3), but, as above, the β-ETIs were not within these limits.  
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Supplementary data 5 

Accuracy profiles of the alternative method based on the results of Kit 1 (a), Kit 2 (b), and Kit 3 

(c) for the Bordeaux red wine with a β equal to 80% and a λ of ± 0.3 log10 unit. The X axis shows 

the results from the reference method (log10 CFU/mL) and the Y axis the differences between the 

reference method and the qPCR kits.    

 

Analysis of dead yeast  

We performed trials with the commercial kits on cells subjected to sulfite treatment to test 

whether overestimation of B. bruxellensis populations may be due to the quantification of dead 

yeast. The results are shown in Table 4. None of the three wines contained culturable B. 

bruxellensis. Only the Côtes du Rhône wine contained a viable population of B. bruxellensis, 

whereas the red wines from Burgundy and Bordeaux did not, validating the cell death caused by 

the sulfite treatment.  
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The quantification results using the kits were precise for the same kit and sample (repeatability) 

for the three red wines.  

 

 

Table 4 

Analyses of red wines containing B. bruxellensis killed by a high sulfite dose (2 mg/L molecular 

SO2). The experiments were performed on Côtes du Rhône, Burgundy and Bordeaux red wines. 

The results are expressed in log10. Total B. bruxellensis populations were determined by flow 

cytometry or microscopy, the culturable populations by plate counting (reference method), and 

quantification by commercial kits (Kit 1, Kit 2 and Kit 3; alternative method), in triplicate. 

  Methods used  Côtes du Rhone wine   Burgundy wine   Bordeaux wine 
Total population FCM or Microscopy 4.1  

5.4  
5.5 

Viable population FCM or Microscopy 3.7  
0  

0 
Reference method  Selective medium 0  

0  
0 

Alternative method  Kit 1 5.4 ± 0.1  
nd  

1.8 ± 0.1 

 
Kit 2 nd  

5.3 ± 0.1  
6.1 ± 0.1 

 
Kit 3 4.6 ± 0.9   5.1 ± 0.0   nd 

 

 

The viable population in the Côtes du Rhône wine was higher than the culturable population, 

probably due to viable but non-culturable (VBNC) cells. Kits 1 and 3 led to an overestimation of 

1.7 and 0.9 log10 cells/mL, respectively, relative to the viable population determined by FCM 

combined with viability staining. Such overestimation may come from the quantification of dead 

cells.  

 

The population levels determined for the Burgundy wine from Kits 2 and 3 were approximately 

identical to the total population (dead cells).  

 

The quantification of B. bruxellensis in the Bordeaux wine by Kit 1 largely underestimated the 

population (-3.7 log10 cells/mL), whereas Kit 2 led to an overestimation of the population (+0.6 

log10 cells/mL).  
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Quantification of B. bruxellensis in five potentially contaminated red wines  

B. bruxellensis populations present in five red wines (Wine 1, Wine 2, Wine 3, Wine 4, and Wine 

5) from different wineries were determined by plate counting and quantification using the 

commercial kits. The results are shown in Table 5.  

 

Only two results for Wine 1 were not significantly different from the enumeration results by plate 

counting (from Kit 1 performed by lab 3 and Kit 3 performed by lab 1) (Table 5). No culturable 

cells were detected in Wine 2, whereas there were two positive results from the kit 

quantifications. The results for Wine 3 were significantly identical to plate counting when the 

quantifications were performed by lab 3 with Kit 1 and lab 1 with Kit 3. Two quantifications 

were significantly different from the populations determined by plate counting for Wine 4 (Table 

5). Wine 5 did not contain culturable B. bruxellensis, whereas four kit-based quantifications were 

positive.  

 

The results of B. bruxellensis quantification of naturally contaminated red wines validate the 

previous results performed in artificially contaminated red wines. The results were similar or the 

population was underestimated when the yeast was detected by plate counting. No significant 

overestimation was made for these red wines. 

 

Table 5 

Quantification (log10 cells/mL) of B. bruxellensis in five naturally contaminated red wines (Wine 

1, Wine 2, Wine 3, Wine 4, and Wine 5) using the commercial kits. The standard deviations were 

calculated from three independent triplicates. Asterisks indicate data significantly different from 

plate counting results (ANOVA with a Dunnett test; * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001).  

  Kit 1   Kit 2   Kit 3     

 
Lab 2 Lab 3  

Lab 1 Lab 3  
Lab 1  Lab 2  

Petri dish 
Wine 1 2.3 ± 1.0** 3.4 ± 0.1  

1.8 ± 0.2*** 2.4 ± 0.0**  
3.3 ± 0.8 0.0 ± 0.0***  

3.6 ± 0.3 
Wine 2 0.0 ± 0.0 -0.1 ± 0.2*  

0.0 ± 0.0 0.0 ± 0.0  
0.4 ± 0.0*** 0.0 ± 0.0  

0.0 ± 0.0 
Wine 3 0.2 ± 0.3*** 1.9 ± 0.1  

0.0 ± 0.0*** 0.4 ± 0.5***  
2.2 ± 0.2 0.0 ± 0.0***  

2.1 ± 0.5 
Wine 4 1.4 ± 1.0* 3.0 ± 0.0  

1.0 ± 0.1** 1.8 ± 0.2  
2.3 ± 1.0 1.5 ± 1.4  

2.8 ± 0.4 
Wine 5 0.0 ± 0.0 2.3 ± 0.2***  

1.1 ± 0.1*** 1.4 ± 0.1***  
1.5 ± 0.6*** 0.0 ± 0.0  

0.0 ± 0.0 
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Discussion 

Accuracy profiling was applied to analyze an alternative method against the reference method. In 

our study, the reference method chosen was plate counting on selective medium as this approach 

is the most widely used by enological laboratories to study the culturability of this yeast. Three 

commercial kits that quantify B. bruxellensis in red wine were used as the alternative method.  

  

Using a β of 80% and a λ equal to ± 0.3 log10 cells/mL, none of the kits were validated because 

the level of B. bruxellensis determined by these kits was under or overestimated with a bias that 

was generally higher than the acceptable limit. Moreover, the predicted results resulted in a large 

discrepancy, leading to a large incertitude of future quantifications. However, the quantification 

results were precise for the same kit and sample (repeatability). 

 

Using the results of the accuracy profile, a correction factor can be applied if, for example, all 

results are slightly and repeatedly overestimated according to the population levels. However, in 

our study, the kits sometimes overestimated the population at one level and underestimated it at 

another. We observed no continuous error between the alternative and reference methods, making 

it impossible to apply a correction factor to the results. Moreover, as the tolerance intervals were 

higher than the acceptability limits, no quantification limit could be determined.   

 

These results highlight the poor quantification by the commercial kits, given the experiments 

were performed by three laboratories specialized in the wine field and in the use of qPCR 

technics. It is necessary for all winemakers to use the same quantification methods to monitor B. 

bruxellensis populations. The reference method based on plate counts provides reliable results. 

Nutritive media have different selectivity and it is essential to always use the same nutritive 

media to monitor yeast from the same tank throughout vinification and aging. It is also essential 

to have knowledge and know how in molecular biology and qPCR analysis, because of the 

sensitivity of the method.  

 

Overestimation of B. bruxellensis using the qPCR kits may be due to the presence of VBNC cells 

in the wine which may not be detectable by plate counting (Du Toit et al., 2005; Millet and 

Lonvaud-Funel, 2000; Serpaggi et al., 2012). As we show here, it may also be due to the fact that 
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the kits do not discriminate live from dead or VBNC cells, confirming previous studies (Andorrà 

et al., 2010; Vendrame et al., 2014; Willenburg and Divol, 2012). Propidium monoazide (PMA) 

and ethidium monoazide bromide can discriminate between live and dead microorganisms 

(Andorrà et al., 2010; Rizzotti et al., 2015; Vendrame et al., 2014) and could be used in this 

context.  

 

The best solution to prevent underestimation is the use of an internal control. The internal control 

is often a microorganism not found in wine (Longin et al., 2016; Tessonnière et al., 2009) and 

added to the samples at a known concentration before DNA extraction. If, for example, Yarrowia 

lipolytica is added as an internal control (Tessonnière et al., 2009), a first amplification of this 

yeast must be performed to validate the quantification. Similar values for the quantification of the 

internal control and the initial added population that are not significantly different indicate that 

the DNA extraction yield is acceptable. B. bruxellensis quantification is feasible under these 

conditions. 

 

To conclude, our study highlights that commercial kits for the quantification of B. bruxellensis 

have different extraction yields leading to different quantification results. The drawbacks of the 

methods described above could negatively affect a winemaker’s decision and lead to wine 

spoilage due to over or underestimation. It is thus necessary to add a standardized qPCR protocol 

for B. bruxellensis quantification in wines. One such standardized protocol based on the work of 

Tessonnière et al. (2009) which includes a microbial internal control is already available in the 

OIV methods (OIV-OENO 414-2011). Although longer than commercial kit protocols, it has 

been shown to be sensitive and efficient. However, in this protocol, the target DNA corresponds 

to the RAD4 gene. Thus, the amplification of this gene after cell death needs to be assessed to 

prevent overestimation. Alternatively, the commercial kits could be improved by using both a 

microbiological internal control and PMA. 
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Comme nous l’avons vu précédemment, des techniques permettant une quantification plus ou 

moins efficace de B. bruxellensis existent et sont utilisées par les laboratoires d’analyses 

spécialisés. Cependant, afin d’éviter une contamination ou afin de limiter l’altération lorsqu’une 

contamination est avérée, les vignerons utilisent majoritairement le dioxyde de soufre. Mais, de 

nos jours, certains vignerons souhaitent diminuer les doses d’intrants apportés à leur vin afin 

d’aboutir à des vins biologiques ou naturels issus d’une viticulture limitant également l’utilisation 

de produits phytosanitaires (agriculture biologique, agriculture raisonnée). Ces nouvelles 

pratiques entrainent une augmentation des possibilités de contamination. Donc, il faut 

approfondir les connaissances sur la résistance et l’adaptation de B. bruxellensis afin de maitriser 

les contaminations tout en diminuant les doses de dioxyde de soufre apportées au vin.  

 

Diverses études ont été menées afin de déterminer les doses de SO2 moléculaire nécessaire afin 

de tuer ou inhiber B. bruxellensis (Barata et al., 2008; Conterno et al., 2006; Du Toit et al., 2005; 

Zuehlke et Edwards, 2013). Néanmoins, la plupart de ces études ont été réalisées en milieu 

synthétique et non en condition vin réel. De plus, l’effet du SO2 selon la population présente dans 

le vin n’a pas été étudié. Donc, dans l’optique de mieux connaitre et comprendre le 

comportement de B. bruxellensis lors d’un stress sulfite, des expérimentations ont été menées sur 

différentes souches avec différents niveaux de population en vin rouge contenant différentes 

doses de SO2.  

 

Les expérimentations ont été initialement pensées par le groupe GNBrett puisqu’un axe de 

l’étude interlaboratoires précédemment décrite porte sur l’étude de la réponse de B. bruxellensis 

au stress sulfite. Après la réalisation de pré-tests la première année (validation d’une résistance 

différente entre les souches, validation des doses de SO2 moléculaire aboutissant à un état VNC 

dans certaines conditions), les expérimentations ont été discutées et modifiées afin d’élaborer les 

conditions nous permettant d’atteindre nos objectifs.  

 

Nous présentons dans ce chapitre les résultats issus de deux souches de Brettanomyces 

bruxellensis  inoculées à trois niveaux de population différents dans trois conditions de stress 

SO2. Le principal but est d’apporter aux vignerons une solution efficace de contrôle de ce 

microorganisme en adaptant la dose ajoutée en SO2 selon la population de B. bruxellensis 
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présente. En complément, nous nous intéresserons à la faculté ou non pour B. bruxellensis à 

produire du 4-éthylphénol lorsqu’elle est en état VNC. En effet les études réalisées jusqu’à ce 

jour sont contradictoires (Agnolucci et al., 2010; Barata et al., 2008; Du Toit et al., 2005; 

Serpaggi et al., 2012; Zuehlke et Edwards, 2013).   
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Supplementary material 1 

Example of determination of the median values over time allowing the ratio calculation (Tx/T0). 

(a) shows the median value of the cell size initially inoculated, (b) shows the median size of cells 

at 50 days incubated in red wine without sulfite and (c) shows the median size of cells at 50 days 

incubated in red wine with 1.1 mg/L active sulfite. In this example, T50 was determined as 1.7 

times larger than cells initially inoculated whereas the size of cells incubated with 1.1 mg/L 

mSO2 did not change over time.  
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Supplementary material 2 

Table shows B. bruxellensis populations over time determined by FCM (FDA staining) and plate 

counting (selective medium) according to the initial population levels and the molecular sulfite 

amounts (corresponding to results show in the Fig. 1c). Standard deviations represent errors 

between the three independent enumerations. 
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Supplementary material 3 

Results of Pearson correlative test thanks to XlStat® software for the two strains (LO2E2 and 

LO417) according to the initial population level, sulfite amount and viability (V) or culturability 

(C) of the cells. Bold values mean a significant correlation (p value <0.05) between the 

experiments.  

 

 

 

 

 

Supplementary material 4 

Ratio between the cell size over time (values of the median FSC (relative unit) determined by 

FCM) and the initial cell size of B. bruxellensis LO2E2 and LO417 when they were inoculated at 

105 cells/mL with 0.9 or 1.1 mg/L mSO2. In this figure, pH was increased at 4 day 9. 

Measurements were performed over time in red wine in triplicate. 
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Résultats complémentaires  

Dosage du SO2  

Deux méthodes de dosage du SO2 ont été testées (la méthode officielle : méthode Franz-Paul et 

une méthode usuelle automatisée : méthode Ripper). Pour la méthode Ripper, la précision est 

estimée à 10 mg/L. Pour la méthode officielle, la répétabilité est de 1 mg/L pour une teneur totale 

inférieure à 50 mg/L et de 6 mg/L pour une teneur supérieure à 50 mg/L et la reproductibilité est 

de 9 mg/L pour une teneur totale inférieure à 50 mg/L et de 15 mg/L pour une teneur supérieure à 

50 mg/L (Recueil OIV, Méthode OIV-MA-AS323-04A).  

 

La méthode de Franz-Paul n’a pas été retenue pour deux raisons : i) longueur de l’analyse et ii) 

non-automatisation possible. La méthode Ripper présente une difficulté d’appréciation  du virage 

du réactif coloré notamment en vin rouge. L’automatisation de cette méthode lève cette 

difficulté ; en effet, l’appareil arrête la mesure dès que l’iode se trouve en excès et donc que tout 

le SO2 a été oxydé. Si le vin contient beaucoup de substances oxydables (notamment des 

composés phénoliques), il faut faire une correction en effectuant une mesure sur un vin désulfité 

chimiquement (par ajout de H2O2). Cette correction a été appliquée au vin utilisé ; elle a été 

considérée comme négligeable car la quantité d’iode utilisée pour oxyder les composés du vin 

autres que le SO2 a été inférieure à 0,1 mL d’I2 0,01 M.   

Le SO2 libre contenu dans le vin rouge auquel ont été additionnées différentes concentrations de 

SO2 total allant de 10 mg/L à 160 mg/L a été dosé par la méthode Ripper automatisée. Les 

résultats sont présentés dans la Fig. 12. Ces dosages nous ont permis d’établir une courbe de 

corrélation permettant d’estimer la fraction de SO2 restant libre après ajout de la solution aqueuse 

de dioxyde de soufre à partir d’une solution sulfureuse à 5% (p/v). 
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Fig. 12 

Courbe de corrélation représentant le SO2 libre en fonction du SO2 total (de 10 à 160 mg/L) 

ajouté au vin rouge. Les mesures ont été réalisées par la méthode Ripper automatisée.  

 

Une combinaison importante est mise en évidence avec les faibles quantités ajoutées de SO2 total 

(Fig. 12). En effet, les concentrations allant de 10 mg/L à 60 mg/L présentent un ratio de SO2 

libre par rapport au SO2 total de 1/5. Cependant, plus les concentrations en SO2 total sont élevées, 

plus la fraction de SO2 libre devient importante. Ces résultats pourraient s’expliquer par le fait 

que le vin utilisé lors de cette étude n’a jamais été ou très faiblement sulfité auparavant. En effet, 

il faut tenir compte d’une combinaison de la dose ajoutée d’autant plus importante que la teneur 

en SO2 libre est faible (Ribéreau-Gayon et al., 2012). Ces mêmes conditions ont également été 

analysées par un laboratoire prestataire spécialisé dans les analyses en œnologie (Terroirs et 

Conseils, Meursault, France). Les résultats retrouvés par celui-ci sont similaires à ceux obtenus 

par notre méthode.  

 

Une nouvelle courbe de corrélation a été réalisée sur des concentrations en SO2 total allant de 10 

mg/L à 50 mg/L pour plus de précision (Fig. 13).  
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Fig. 13 

Courbe de corrélation représentant le SO2 total en fonction du SO2 libre (de 10 à 50 mg/L) en vin 

rouge. Les mesures ont été réalisées par la méthode Ripper automatisée.  

 

L’équation de cette gamme est y = 0,5376x - 2,7895 et peut donc être utilisée afin de déterminer 

la concentration de SO2 total à ajouter à un échantillon afin d’avoir une concentration de SO2 

libre donnée. Dans nos conditions, 25, 36 et 43 mg/L de SO2 total ont été ajoutés en vin rouge à 

partir d’une solution sulfureuse à 5% (p/v). Ces concentrations ont permis une mesure de 10, 16 

et 20 mg/L de SO2 libre, correspondant pour notre vin à respectivement 0,5, 0,9 et 1,1 mg/L de 

SO2 moléculaire. La concentration en SO2 libre présent a été vérifiée avant chaque 

expérimentation.  

 

Pour chaque concentration, un suivi de la perte du SO2 libre donc du SO2 moléculaire au cours du 

temps a été effectué.   
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Les travaux réalisés dans le cadre de cette thèse portaient sur la mise au point de méthodes de 

quantification des microorganismes d’altération du vin, principalement les bactéries acétiques et 

la levure Brettanomyces bruxellensis. À ce jour, différentes méthodes existent pour quantifier ces 

microorganismes. Cependant, celles-ci ne sont pas toujours adaptées à la matrice vin ou peuvent 

prendre plusieurs jours avant d’avoir un résultat. C’est pourquoi nous nous sommes focalisés sur 

les techniques de cytométrie en flux mais également sur la PCR en temps réel. Ces deux 

méthodes quantitatives présentent de nombreux avantages comparées à la méthode de 

dénombrement sur boîte de Pétri. Le principal est qu’elles fournissent un résultat de 

quantification des cellules après seulement 24 h à 48 h contrairement au dénombrement classique 

qui demande 4 à 7 jours d’incubation.   

 

La première partie de cette thèse s’est intéressée à développer une méthode sensible et rapide afin 

de quantifier les BA. Pour cela, des marqueurs fluorescents, tels que l’iodure d’hexidium et une 

lectine fluorescente, couplés à la cytométrie en flux ont été utilisés. Après de nombreuses 

tentatives, aucun protocole n’a été jugé comme satisfaisant c'est-à-dire sensible, rapide et 

reproductible en vin rouge. Comme aucune discrimination Gram+ versus Gram- n’a montré de 

résultats satisfaisants, la méthode FISH couplée à la CMF a été testée. Cependant, bien que la 

sonde utilisée soit spécifique des BA en milieu de culture, de nombreuses difficultés ont été 

mises en évidence en vin rouge et cela probablement en raison de la présence de nombreux 

composés phénoliques. Il faudra donc continuer les essais de désorption des polyphénols en 

modifiant les solutions utilisées (solution d’éthanol à 40% (v/v) par exemple) de manière à 

permettre une fluorescence suite à un marquage avec la sonde FISH. De plus, afin d’améliorer la 

spécificité de l’hybridation, d’autres cibles pourraient être utilisées comme les ARN messagers 

par exemple (single molecule RNA FISH)3. Instables après la mort cellulaire, ceux-ci 

permettraient de quantifier seulement les bactéries vivantes. Cependant, le faible nombre de 

transcrits d’un gène pourrait entrainer une faible fluorescence suite à une hybridation in situ en 

fluorescence, donc l’utilisation de la sonde Aceto2 couplée à une « boîte quantique » (Quantum 

dot) pourrait permettre d’obtenir un signal fort même si peu de sondes sont hybridées. Le 

principal avantage de l’utilisation des quantum dots est que ces nanoparticules peuvent être 

excitées à une seule longueur d’onde et émettent une fluorescence différente selon leur taille. Une 

                                                 
3 http://singlemoleculefish.com/ 
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autre perspective envisageable serait l’utilisation de bactériophages modifiés génétiquement. En 

effet Vinay et al. (2015) ont montré qu’après une infection effectuée sur les bactéries cibles, il 

était obtenu une fluorescence des bactéries cibles (Vinay et al., 2015). Le protocole développé 

dans leur étude a ainsi permis la quantification des deux bactéries testées : E. coli et S. enterica 

après seulement deux heures d’incubation avec les bactériophages. D’après ces auteurs, il va être 

possible de concevoir des outils de biocapteurs spécifiques pour détecter une souche bactérienne 

donnée ou des détecteurs de large gamme si plusieurs phages spécifiques sont mélangés dans un 

même échantillon. Pour adapter cette technique aux BA, il faudra soit un bactériophage 

spécifique des bactéries Gram- soit un bactériophage spécifique des espèces de BA. Grâce aux 

outils de biologie moléculaire, le bactériophage pourrait être transformé afin d’intégrer un gène 

codant une GFP par exemple avec un promoteur permettant une forte transcription. La mise en 

place d’un tel outil ainsi que le développement d’un protocole rapide et fiable peut cependant 

prendre beaucoup de temps puisqu’à ce jour, un seul bactériophage isolé à partir d’une bactérie 

du genre Gluconobacter est connu4.  

 

Nous nous sommes ensuite dirigés vers l’utilisation de la PCR quantitative afin de permettre une 

quantification fiable des bactéries acétiques en vin rouge. Un protocole a été adapté afin de 

répondre à toutes les contraintes retrouvées en milieu vin. La méthode permet une quantification 

fiable, sensible et relativement rapide des BA présentes en vin rouge. La robustesse des résultats 

de quantification développés dans notre étude par cette méthode est issue de l’adaptation du 

protocole d’extraction afin d’isoler efficacement l’ADN bactérien en vin rouge ainsi que 

l’utilisation d’un témoin interne afin de valider l’extraction de l’ADN et son amplification par 

PCR. La limite de quantification a été déterminée en vin rouge comme étant inférieure à 103 

cellules/mL si la prise d’essai est de 10 mL.  

 

Cependant, en œnologie, de nombreux intrants chimiques conduisent à la mort cellulaire dont le 

principal utilisé par les vignerons est le dioxyde de soufre. Il est maintenant connu que 

l’utilisation de cette méthode de quantification peut entrainer une erreur par la présence de 

microorganismes morts dans le milieu. Donc, un suivi régulier des vins en fûts lors du 

vieillissement est la seule solution afin de pouvoir constater une possible augmentation de la 

                                                 
4 http://www.phage.ulaval.ca/?pageDemandee=phage&noPhage=201&id=41&L=1 
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population des BA. Sinon, la solution la plus utilisée dans la littérature afin de quantifier que les 

microorganismes vivants par qPCR est d’utiliser du propidium monoazide (PMA). Après son 

entrée dans les cellules mortes, le PMA se fixe à l’ADN inhibant ensuite toutes quantifications. 

Cependant, la présence d’éthanol en vin entraine une augmentation de la perméabilité 

membranaire. Cette dernière peut entrainer l’entrée du PMA à l’intérieur de la cellule alors que 

celles-ci n’est pas morte. Cela peut donc conduire à une sous-estimation de la population vivante. 

Un protocole d’adaptation a été développé afin de que les microorganismes vivants présents dans 

le vin retrouvent une intégrité membranaire totale évitant l’entrée du PMA. Ce protocole 

d’adaptation cellulaire pourrait alors être mis en place avant de quantifier les BA en vin rouge 

avec la méthode développée dans cette étude. La seconde possibilité est de changer de cibles 

PCR (ARN au lieu de l’ADN). Après extraction des ARN totaux, un protocole de retro-

transcription pourrait alors être effectué avec des amorces spécifiques ciblant des gènes de 

référence (gène de ménage) spécifiques des bactéries acétiques. Cependant, Vandecasteele et al. 

(2001) ont montré que le niveau d’expression de ces gènes varie selon les différents stades de 

croissance bactérienne. Quintero et al. (2009) ont mis en évidence que seuls les gènes codant 

pour les ARN ribosomiques sont adéquates pour ces études.   

 

La seconde partie de cette thèse s’est intéressée à la levure d’altération Brettanomyces 

bruxellensis. Toutes les études menées sur cette levure d’altération lors de cette thèse font partie 

intégrante d’un projet national GNBrett, rassemblant de nombreux laboratoires publics comme 

privés. Ce groupe de travail a été développé afin d’enrichir les connaissances actuelles sur cette 

levure d’un point de vue génétique et physiologique mais également pour améliorer les méthodes 

de quantification de cette levure en milieu vin.  

 

Dans un premier temps, nous nous sommes attachés à améliorer le protocole FISH couplé à la 

CMF déjà existant afin d’obtenir un résultat de quantification plus rapide mais toujours aussi 

efficace. Pour cela, une désorption des polyphénols adsorbés au niveau de la paroi des levures est 

réalisée par le lavage des cellules avec une solution d’éthanol. Cette dernière permet également 

une fixation ainsi qu’une perméabilisation des cellules qui seront ensuite hybridées avec la sonde 

spécifique existante. De plus, il a été démontré que cette méthode était très spécifique avec une 

sensibilité suffisante afin de détecter les cellules avant toutes altérations du vin. Concernant la 
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quantification par CMF, suite à de nombreuses expérimentations, un résultat est maintenant 

disponible en 18 h comparé aux 48 h nécessaire précédemment. Cependant, cette méthode permet 

une quantification globale de la population de B. bruxellensis en vin rouge puisqu’il a été 

démontré que les levures mortes étaient quantifiées. Des tests avec l’utilisation du fluorochrome 

PI (marquant seulement les cellules dites mortes) ont alors été menés. Après incubation, aucune 

différence de fluorescence entre les cellules mortes et les cellules vivantes n’a pu être évaluée. 

Les principales hypothèses de ces résultats sont que le fluorochrome PI devient instable durant 

l’hybridation de la sonde (56°C durant 16 h) ou que celui-ci ressort des cellules. La première 

hypothèse est la plus plausible. De plus, comme la désorption des polyphénols est réalisée avec 

une solution d’éthanol, le marquage avec le PI ne peut pas s’effectuer après ceux-ci du fait de 

l’augmentation de la perméabilité membranaire des cellules. Donc, afin de quantifier seulement 

la population vivante de B. bruxellensis, il serait intéressant de continuer les expériementations 

dans cette voie, c'est-à-dire faire un double marquage (cellules vivantes : simplement marquées ; 

cellules mortes : doublement marquées). Des dénombrements sur milieu gélosé devront toujours 

être mis en place afin de vérifier les résultats obtenus par CMF.  

 

Dans un deuxième temps, un des objectifs de cette thèse a été de tester et comparer différents kits 

commerciaux permettant l’extraction de l’ADN de B. bruxellensis ainsi que son amplification. La 

répétabilité et la reproductibilité de kits commerciaux quantifiant cette levure en vin par qPCR 

ont été analysées par trois laboratoires dont VAlMiS. Ceux-ci permettent une quantification de 

cette levure en matrice vinaire. Trois d’entre eux ont été sélectionnés afin de réaliser l’étude 

interlaboratoires. L’analyse de ces kits s’est portée sur trois vins issus de trois régions vinicoles 

différentes, contaminés artificiellement à quatre niveaux de populations en B. bruxellensis. De 

plus, 10 vins naturellement contaminés ont été testés. Les quantifications ont été effectuées en 

triplicat. Le principal résultat de cette étude est qu’aucun de ces trois kits ne s’est montré à la 

hauteur des espérances que les fournisseurs peuvent avoir envers ceux-ci. Des surestimations 

ainsi que des sous-estimations ont été mises en évidence lorsque les résultats sont comparés à la 

méthode de référence, c'est-à-dire un dénombrement sur boîtes de Pétri. De plus, n’utilisant pas 

d’inhibiteur d’amplification pour les cellules mortes, ces dernières sont dénombrées. Donc ces 

kits ne peuvent pas donner de résultats fiables sur des vins ayant été sulfités par exemple. Afin de 

contourner ce problème, le monoazide de (PMA) pourrait être utilisé comme présenté 
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précédemment. De plus, comme ces kits n’utilisent pas de contrôle interne quantitatif, la perte 

d’ADN lors de l’extraction ou l’inhibition partielle de la PCR ne peut pas être mise en évidence. 

Il serait donc important d’ajouter un contrôle de quantification microbiologique tel que l’a fait 

Tessonnière et al. (2009). Le projet GNBrett est entré dans sa 3ème année au mois de septembre 

2016. Un axe du projet GNBrett est prévu suite à la 3ème année afin de diffuser ces informations 

et de sensibiliser les personnes utilisant ces kits au sein des laboratoires.  

 

Dans un troisième temps, une étude originale portant sur la résistance au stress sulfite de deux 

souches de Brettanomyces inoculées à différents niveaux de population initiaux a été menée. Le 

principal objectif était d’évaluer l’impact de la concentration levurienne sur la résistance de celle-

ci au stress SO2. De plus, comme les articles retrouvés dans la littérature sont divergents au sujet 

de la production de 4-éthylphénol (4-EP) lorsque B. bruxellensis est en état VNC, des 

expérimentations ont été menées afin de tester cela en vin rouge.  

Les expériementations menées lors de cette étude ont tout d’abord validé que la résistance au SO2 

est souche dépendante et qu’en présence de SO2, la taille des levures est inférieure à celles 

inoculées sans SO2. De plus, il a été démontré qu’une population initiale de 105 cellules/mL 

entrainait une résistance accrue, avec une ressortie des cellules de l’état VNC plus rapide ou avec 

une cultivabilité retrouvée plus rapidement comparée aux expérimentations réalisées avec 

initialement 103 et 104 cellules/mL. Donc, une adaptation du traitement SO2 peut être faite selon 

la population contaminante. Connaissant ces résultats, il serait maintenant intéressant d’étudier la 

diversité de cette levure à la cave et cela sur différents millésimes afin de déterminer si une ou 

plusieurs souches opèrent, souches pouvant être plus ou moins sensibles au sulfite, dans une 

même cave lors de la vinification, du vieillissement du vin ou en bouteille. Si une seule souche 

est présente et récurrente dans une cave, cela permettrait de personnaliser le traitement après 

avoir caractérisé la résistance au SO2 de la souche retrouvée. 

De plus, cette dernière étude a permis enfin de montrer que B. bruxellensis était incapable de 

produire des quantités de 4-EP susceptibles de marquer négativement le vin lorsqu’elle se 

trouvait dans le vin en état VNC. Cet état arrive souvent en vin dû principalement au stress SO2 

mais également à l’éthanol. Donc la non détection de 4-EP après presque 2 mois d’incubation de 

cette levure en état VNC en vin rouge enrichi en acide p-coumarique est très positive. Soit la 

production est impossible par les cellules en VNC soit la production est tellement faible qu’il 
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n’est pas possible de la quantifier avec la méthode d’analyse utilisée. Dans les deux cas, les 

teneurs sont très inférieures au seuil de perception de cette molécule couramment admis, c'est-à-

dire 0,6 mg/L en vin rouge (Chatonnet et al., 1992a).   
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Annexe 1 

- la méthode Ausubel (Ausubel et al., 1992) adaptée 

o centrifuger 1 mL d’échantillon à 12 000 g durant 5 min  

o Resuspendre le culot dans 567 µL de tampon TE (10 mM Tris-HCl, 1 mM 

disodium EDTA, pH 8.0), 30 µL de SDS 10% et 3 µL de protéinase K à 20 

mg/mL ont été ajoutés 

o incuber 1 h à 37°C 

o ajouter 100 µL de solution NaCl à 5 M et agiter minutieusement  

o ajouter 80 µL de solution CTAB/NaCl (10% CTAB dans 0.7M NaCl), agiter et 

incuber 10 min à 65°C 

o extraire l’ADN avec un volume équivalent de chloroforme/alcool isoamylique, 

puis centrifuger 5 min 

o transférer le surnageant aqueux dans un nouveau tube. Extraire l’ADN avec un 

volume identique de phénol/chloroforme/alcool isoamylique. Centrifuger 5 min. 

o transférer la phase aqueuse dans un nouveau tube. Extraire l’ADN avec 0,6 

volume d’isopropanol. Laver le précipité avec de l’éthanol à 70%. Centrifuger et 

jeter le surnageant et sécher brièvement le culot d’ADN. 

o Resuspendre le culot dans 50 µL d’eau pure.  
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Annexe 2 

- la méthode Lipp (Lipp et al., 1999) adaptée 

o 1 mL d’échantillon centrifugé à 12 000 g durant 5 min  

o Ajouter 300 µL d’eau pure, 500 µL de tampon CTAB (20 g/L CTAB, 1.4M NaCl, 

0.1M Tris/HCl, 20 mM EDTA), 20 µL de protéinase K à 20 mg/mL et incuber à 

57°C durant 60 min 

o Centrifuger 10 min à 16 000 g 

o Transférer le surnageant dans un tube contenant 500 µL de chloroforme 

o Centrifuger 10 min à 16 000 g 

o Transférer 600 µL de la couche supérieure dans un nouveau tube contenant 500 

µL de chloroforme 

o Centrifuger 5 min à 16 000 g 

o Transférer 550 µL de la couche supérieure dans un nouveau tube  

o Ajouter 2 volumes de solution de précipitation au CTAB (5 g/L CTAB, 0,04 M 

NaCl) 

o Incuber 60 min à température ambiante  

o Centrifuger 5 min à 16 000 g 

o Dissoudre le précipité dans 350 µL de NaCl (1,2 M) 

o Ajouter 350 µL chloroforme et mélanger 30 s 

o Centrifuger 10 min à 16 000 g 

o Transférer 350 µL de la couche supérieure dans un nouveau tube 

o Ajouter 0,6 volume d’isopropanol et mélanger  

o Centrifuger 10 min à 16 000 g 

o Ajouter 500 µL d’éthanol 70% et mélanger délicatement 

o Centrifuger 10 min à 16 000 g 

o Jeter le surnageant et ajouter 50 µL d’eau pure.  

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

Résumé 

 

 

Les nouvelles pratiques utilisées pour l’élaboration du vin amènent à une recrudescence des altérations 

microbiennes. C’est pourquoi, de nouvelles méthodes doivent être développées afin de quantifier ces 

microorganismes de façon précise, rapide et avec de faibles coûts. Les principales altérations du vin sont dues 

aux bactéries acétiques (BA) (A. aceti, A. pasteurianus, G. oxydans et Ga. liquefaciens) et à Brettanomyces 

bruxellensis. Par l’action d’enzymes, les 1ères transforment l’éthanol en acide acétique alors que B. 

bruxellensis transforme les acides hydroxycinnamiques en éthyles phénols (EP) (molécules odorantes 

désagréables). La cytométrie en flux couplée à la technique d’hybridation in situ en fluorescence a tout 

d’abord été étudiée. Aucun résultat reproductible n’a été développé pour les BA en vin rouge alors que pour 

B. bruxellensis, le protocole existant a été amélioré avec une quantification possible en 18 h. La PCR en temps 

réel a également été utilisées afin de quantifier ces microorganismes. Un protocole a été développé pour la 

quantification des BA en vin rouge (103 cellules/mL) avec l’utilisation d’un témoin interne microbiologique 

permettant de valider le rendement de l’extraction de l’ADN. Pour B. bruxellensis, trois kits commerciaux ont 

été analysés lors d’une étude interlaboratoires. Les quantifications se sont révélées significativement 

différentes des énumérations sur boite de Pétri avec une quantification des cellules mortes. De plus, il a été 

étudié et validé l’effet population de B. bruxellensis sur l’efficacité du SO2. Il ressort également de ces 

expérimentations que les cellules en état viable mais non cultivable ne produisent pas d’EP.  
 

Abstract 

New practices used to elaborate wine lead to an increase of wine spoilage due to microorganisms. That is 

why, new technics have to be developed to quantify these microorganisms accurately, quickly and with low 

costs. The main wine spoilages are due to acetic acid bacteria (AAB) (A. aceti, A. pasteurianus, G. oxydans 

and Ga. liquefaciens) and Brettanomyces bruxellensis development. AAB transforms ethanol to acetic acid 

while B. bruxellensis transforms hydroxycinnamic acids to ethyl phenols (EP) (unpleasant odor molecules). In 

order to detect these wine spoilage microrganisms, flow cytometry coupled to fluorescent in situ hybridization 

has been assessed. No reproducible results have been developed for AAB in red wine while for B. 

bruxellensis, the existing protocol has been improved with a possible quantification after 18 h compared to 48-

72 h in the previous protocol. The real-time PCR was also used to quantify these microorganisms. A protocol 

has been developed for the AAB quantification in red wine (103 cells/mL) with the use of a microbiological 

internal control to validate the DNA yield after extraction. For B. bruxellensis, three commercial kits were 

analyzed in an interlaboratory study. Quantifications were significantly different to the enumerations by Petri 

dish, with dead cell quantifications. Moreover, we demonstrated that the effectiveness of sulfite is dependent 

of the B. bruxellensis population. It also appears from these experiments that cells in viable but not culturable 

state do not produce EP.  


