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Abstract - Survival and virulence changes in the VNC state of Salmonella Typhimurium in relation to simultaneous 
UV radiation, salinity and nutrient deprivation exposure. The release of enteric pathogenic bacteria in aquatic envi- 
ronments poses the problem of the fate of these bacteria under the effects of environmental factors (solar radiation, salt 
concentration, temperature, nutrient level, pH, competition). Frequently, these bacterial cells, potentially pathogenic, enter 
into a non-culturable state on routine bacteriological plating media. However, the use of direct detection methods (DAPI 
stained cells) allows the visualization of these Viable but Non Culturable cells (VNC). But, beyond the characterization of 
the viability of the cells (electron transport activity, metabolic activity, membrane integrity, structure and/or quantity of 
DNA), what happens with the virulence of these cells’? This problem was experimentally investigated according to the bac- 
terial model SalmorzelLct Typhimurium. The virulence of this strain, which is the agent of the murine typhoid, was evaluated 
on a mouse model, Experimentally, the effects of some environmental factors on the survival and on the maintenance of 
virulence of Sdmonella Typhimurium were measured in microcosms exposed to UV radiation (four germicidal lamps 
8 mW s-’ cm?, wave length: 254 nm), salt concentration (Sea Salt Sigma, 37). nutrient starvation. The microcosms were 
simultaneously submitted to these three factors, with variable exposure times. For each of those times, the viability of the 
nonculturable cells (which became nonculturable because of the exposure to the three factors) was measured through dif- 
ferent physiological states notable in the cells, after using different fluorescent dyes. The stained cells were observed by 
epifluorescence microscopy and analysed by image cytometry. So, the cellular populations are characterised by enumer- 
ation of respiring bacteria (CTC, [391), metabolising bacteria (YEK, (221 modified), bacteria owning an undamaged cyto- 
plasmic membrane (LD, Live/Dead BacLight Viability Kit. Molecular Probes Inc.): we also determined the quantity 
and/or structure of DNA of the cells (fluorescence level 01‘ DAPI stained cells). 
After exposure to the three factors for one hour (13.56 J cm-‘). while the plate count cell density rapidly decreased from 
#I 0’ cells mL-’ to < 0. I cell mL-‘, physiological states of these viable but non-culturable cells are similar to those of non- 
exposed cells. On the other hand, after exposure for three hours, only 10 ‘% of the cells deposit a CTC formazan-crystal and 
20 %I are substrate responsive cells (enlarged cells in presence of Yeast Extract and Cephalexin: YEC). Half of the cellular 
population presents an undamaged cytoplasmic membrane and the level of fluorecencc of DAPI stained cells is close to 
85 Q, which shows that the DNA of these cells is weakly damaged. After exposure to the three experimental factors for 
24 hours (3 15 .I cm-‘), weak replies to the physiological tests used in this study to characterize the viability of the non-cuI- 
turable cellular population are observed (CTC: 4 %; YEC: 2 ‘%; LD: 1 1.8 so) while the fluorescence level of DAPI stained 
cells remains firm at 80 %. At the same time, the virulence expression of VNC cells of &/mo&la Typhimurium, 
evaluated by intraperitoneal injection to the mouse (route which excludes uncontrolled parameters, unlike the per 0s route) 
does not seem to be correlated with the cellular viability such as it has been evaluated in this study. A 30 min exposure 
(6.73 J cm-‘) to the three environmental factors. leading to the non-culturability of almost the entire exposed cell 
population (0.08 culturable cell mL-‘) whereas the level of viability of those culturable cells is closed to the one of non- 
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exposed cells. The injection of 1000 of those cells (<O.OO I culturable cells in 100 FL inoculated) into the mouse (a group 
of ten mice) does not cause any mortality four weeks post-inoculation, whereas the injection of the same dose of non- 
exposed cells leads to the death of all mice in the group one week post-inoculation. According to our preliminary exper- 
iments on Sulnzonellcr Typhimurium, the loss of the state of culturability and the loss of virulence towards mice by intra- 
peritoneal route, because of the exposure to associated effects of UV irradiation (2.54 nm). salinity (37) and nutrient 
starvation, seem to be concomitant. 0 Elsevier. Paris 

Salmonella I survival I virulence I VNC I stress 

RCsumC - Le rejet de bactCries t:nt&iques pathogknes dans I’environnement aquatique pose le probl&me du devenir de ces 
microorganismes sous les effets des facteurs environnementaux (rayonnement solaire. salinitC. tempCrature, oligotrophie. 
pH. compCtition). L’&oiution frCquente de ces cellules bacteriennes potentiellement pathogirnes vers un &at non culti- 
vable implique l’absence de dCtection de celles-ci par des mCthodes traditionnelles. Cependant. I’utilisation des mCthodes 
de dCtection directes permet de visualiser ces cellulea non oultivables. Au stade suivant, il est ne’cessaire de caract6riser le 
niveau de viabilitt: de ces cellulcs non cultivables. Mais au-deli1 de la caractkrisation de I’Ctat viable de la cellule (activitC 
dcs chaines respiratoires, activitC mCtabolique, intL:gritt; Inembranaire, structure et/au quantitC d’ADN) se pose parall& 
lement le probltime du maintier du pouvoir pathopkne dc ces bact@ries. Cette probltimatique a CtC aborde’e exp&rimen- 
talement SUI- le modkle bact@rien Snlrr~or&/~~ Typhimurium. Pour e’valuer le pouvoir pathogkne de cette aouche, il est fait 
appel au mod& souris, ~SL~~I~ZOIZP/IL~ Typhimurium &ant I’agent de la typhoi’de murine. Pour Cvaluer les effets de certains 
facteurs environnementaux sur cette houche pathogknc. il a @te’ fait appel sur le plan expkrimental en microcosmes au 
rayonnement UV (quatre lampes germicides 8 mW s ’ cm ‘9 254 nm), h la salinite’ (SeaSalt Sigma, 37) et 2 I’oligotrophie. 
Ces trois facteurs 5ont appliquCs simultanement avec dcs temps d’exposition variables. Pour chaque temps d’exposition, le 
niveau de viabilit6 des cellules qui ont perdu le pouvoir de cultiver sous les effets de ccs l’acteurs est mesur& ?i travers dif- 
f6rents Ctats physiologiques, au moyen de marqueun fluol-ochromirlues. La reaction maryueur-cellule est observ& par 
microscopic en 6pifluorescencc et analys6e par cytom&rie cn images. Ainsi, les populations cellulaires sont caractCri&es 
sur le plan de la respiration (CTC. [39]), de la capacit6 cl mCtaboliser un nutriment (YEC, 122] modifie’). de I’inttgrit6 mem- 
branaire (LD. Kit Live/Dead Baclight- Molecular Probea Inc) et de la structure et/au quantitC d’ADN [ 361. Alors que la dis- 
parition du pouvoir de cultiver dc mutes les cellules exposties (x&o cultivabilitg) se rCalise en I h (13.56 J cm-‘). les e’tats 
physiologiques que prCsentent ces cellules non cultivahlos sent proches de ceux prCsente’s par les cellules d’une culture non 
exposke. Par contre. apr&s 3 h d’exposition. IO %: seulement des ccllules presentent une activitc’ dc leur chaine respiratoire 
(CTC) et 20 5% prksentent une activite m&tabolique (extrait de lcvure en pre’sence de cephalexine). La rnoitik des cellules 
prCsente une atteinte de la membrane cytoplasmique et Ic niveau de fluorescence de la population cellulaire est voisin de 
85 r/i, montrant par 13 que ces cellules ne pre’sentent ii cc stade qu’une faible atteinte de I’ADN. Apr&s 24 h d’exposition 
(3 IS J cm..‘) j ces trois facteurs stressants expCrimentaux, les tests physiologiques appliqu6s dans cette Ctude sur les ce]- 
lules non cultivables sont quasiment nCgatilk alors que le niveau de fluorescence de leur ADN marqu6 se maintient 5 80 %‘. 
En parall2le. le cuivi du pouvoir pathogi-ne de ces ccllule\ de S&zo~lrllo Typhimurium, e’value’ par injection intrapkri- 
tone’ale B la souris (voie permettant de s’affranchir de paramktres non contr61Cs cornme la voie per os), ne parait pas &oluer 
en fonction de la disparition de la viabilitC cellulaire mesurCe par les tests utilisCs dans cette etude. Une exposition de 
30 min (6,73 J cm--‘) aux trois Fdcteurs stressants expc’rimentaux fait disparaitre lc pouvoir de cultiver de la quasi-totalit 
des cellules exposkes (0,08 cellules cultivables mL-‘) alors que oes cellulcs presentent un &at de viabilitk pro&e de celui 
d’une souche non exposke. L’injection de 1000 de ces cellules (< 0,001 cellule cultivable dans I()() pL injcctkj L la souris 
(un lot de dix souris) n’entraine aucun Ctat pathologique ni mortalit sur quatre semaincs d’observations alors que ]‘i]ljec- 

tion du m&me nombre de cellules non expos&s aux rroih factcurs stressants entraine la mart du lot de souris en une 
semaine. 

D’aprks ces quelques exp&imentations prCliminaires sur .S~lO~lorrellu Typhimurium. la perte du pouvoir de cultiver parait 
s’accompagner de la perte de la virulence testCe the,: la souris par voie intrapkritongalc apr&s exposition aux cffets associes 
de I’irradiation UV. de la salinitC 37 et de I’oligotrophie. 0 Elsevier, Paris 
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SURVIE ET VIRULENCE DE S. TYPHIMURIUM VNC STRESSEE 

I. INTRODUCTION 

En environnements aquatiques expCrimentaux (microcos- 
mes) il a CtC possible de mettre en Cvidence des cellules 
d’ent&obacttries non dktectables par les mCthodes cultu- 
rales indirectes (MPN, heterotrophic plate count 1 I8 1) en 
faisant appel & de nouvelles mkthodes directes telles que 
les marquages cellulaires fluorescents (A.O. DAPL) 
[S. 1.5, 431. I’immunofluorescence [ 121, la PCR 14). 

L’exposition aux facteurs environnementaux tels que la 
carence nutritive. la tempkrature, la salinite 1271. la 
lumikre visible [3. 161 de cellules bactCriennes issues 
d’un tube digestif, conduit plus ou moins rapidement 2 la 
perte du pouvoir de cultiver de ces cellules. Bien que non 
cultivables, une fraction importante des cellules bactC- 
riennes conserve une certaine activitC physiologique. cn 
particulier la capacitC de me’taboliser un nutriment, rnise 
en Cvidence par le Direct Vi&/e Courzt (DVC) 122. 421 : 
elles sont d&rites comme viables non cultivables (VNC). 
Cet &at de dormance cellulaire qui peut s’accompagner 
de changement de taille WI de forme des cellules [40, 4 I ] 
conditionne leur survie i long terme clans I’environne- 
ment aquatique. 

L’Ctat viable mais non cultivable a CtC CtudiC sur des 
bactCries pathoghnes par diff&ents auteurs : Arronwncu 

.sairnonicidu [ 1 ]. C~unpylobacter jejuni [ 2 I . 401, Escheri- 

chk coli enterotoxinogkne 145, 461. Scdmonrll~~ enteriti- 

dis [ 43 1. Sulmorwll~~ ptwtyphi, Sta~~h~loc~o~cus [ 91. 

Vibrio cholercie 17. 4X], Vibrio i~uln~ficu~s [ 3 I 1, Yersir2in 

rnterocolitico [ 441. 

Plus rCcemment, certains auteurs ont CtudiC la pathogCnie 
des cellules bacteriennes pathogknes viables mais non 
cultivables : Shigrlla dwenterk Type I 137, 381, Vibrio 

cholerae 01 [Xl. Vibrio v~dn~ficu.s [26. 32, 331. 

La pathoge’nie potentielle des cellules bactkriennes patho- 
g&es viables mais non cultivables parait mkriter une 
attention toute particulikre % cause de son int&Ct en santk 
publique. 

Le but de cette e’tude dont les rCsultats pre’liminaires sent 
prksente’s dans cette publication est d’Cvaluer les effets de 
I’application simultanCe de trois facteurs de stress (rayon- 
nement UV. salinitC. oligotrophie) : 

- sur la perte du pouvoir de cultiver des cellules d’une 
souche de Salnronrlln Typhimurium, 

- sur la caract&isation par cytornetrie en images des e’tats 
physiologiques que prCsentent ces cellules viables mais 
non cultivables, 

- sur la conservation ou non du pouvoir pathogkne des 
cellules VNC de cette souche bactkrienne pathog&ne 
testCe sur modkle animal (injection intraptritontale $ la 
souris). 

2. MATfiRIELS ET M6THODES 

2.1. Souche bactkienne 

Salrnonrll~~ Typhimurium C52, dCrivCe de la souche sau- 
vage C5, utilisCe dans cette Ctude a Ctt gracieusement 
mise g notre disposition par M. le P“ Popoff (Institut Pas- 
teur. Paris). Elle posskde les caractkres mCtaboliques 
typiques du genre Salrlwnelkr et ses caractbres antigCni- 
ques sont les suivants : OMA+, 0:4,5+, HMA+, H:i+, 
H: I ,2+. De plus, Suhnonellu Typhimurium CS2 Porte un 
plasmide cryptique de 90 kb. associC au pouvoir patho- 
gtine de cette souche. Cette derniitre engendre chez la 
souris la typhoi’de murine (proche de la typhoide 
humaine) entrainant la mort par septickmie. 

Une culture de Sa/moncllrr Typhimurium CS2 en bouillon 
Trypcase Soja (37 “C, 18 h) (bioMCrieux), centrifugie 
(3000 rpm/lO min) et lavke trois fois en tampon TRIS- 
HCI pH7, I (TRIS, Sigma). constitue l’inoculum bactCrien 
utilisC pour ensemencer les microcosmes. 

2.2. Protocole experimental 

Les microcosmes sont constituCs de cristallisoirs en 
Pyrex (diamktre de 30 cm), contenant chacun un litre 
d’eau de mer artificielle (40 g de Sea Salt -Sigma par litre 
d’eau distillce. soit 37 de salinitC), stCrilisCe par filtration 
sur membrane NuclCpore (0.2 pm de porositC). La hau- 
teur d’eau dans les microcosmes est environ de 3 cm. 
Chaque microcosme, soumis h une agitation magnttique 
constante apr&s ajout de I’inoculum bacttrien, titre # IO’ 
cellules rnL--‘, 

Le dispositif expkrimental de l’exposition des microcos- 
mes au rayonnement UV (254 nm) consiste en quatre 
lampes germicides (8 mW s-l cm-‘) monttes en se’rie et 
disposCes & 30 cm au-dessus de la surface liquide des 
niicrocosmes. 

Dans un premier temps, un microcosme est utilisk prdala- 
blement pour mesurer la cinCtique des diffkrents Ctats 
physiologiques cellulaires et des concentrations en cel- 
lules totales et cultivables de la population de S&I~~IP//U 
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Typhimurium C52 soumise simultanement aux stress 
rayonnement UV, salinite, oligotrophie. 

Dans un deuxieme temps, compte tenu de cette cine’tique. 
trois temps d’exposition a ces iacteurs stressants (30 mitt, 
I h ct 24 h en double) ont Cte retenus. Ceci vise i obtenit 
des populations bacteriennes dans lesquelles les cellulcj 
se presentent dans des Ctats physiologiques differems. 
Apks chaque temps d‘expo:,ition, 200 mL de chaque 
microcosme sont centrifuges (3000 rpm/ IO min) et IavCs 
(tampon Tris-HCI pH 7. I) trois fois. A partir de ce culot, 
sont realisees lex suspensions bacteriennes stressees 
(tampon Tris) qui seront testees vis B vis du pouvoir 
pathogcine sur le modele animal (souris). 

2.3. DCnombrement et mesure des ktats physiologi- 
ques des cellules bactkriennes totales 

Le denombrement des cellules bacteriennes. cultivables 
et totales, ainsi que la mesure de leurs Ctats physiologi- 
ques sont realist% au moment de I’introduction de I’inocu- 
lum dans lcs microcosmes, ainsi que dans les 
microcosmes avant exposition aux facteurs stressants. 
A la fin de I’exposition g ces licleurs et avant I’injection 
aux souris, les cellules eventuellemenl cultivables. et en 
parallele les cellules VNC (cultivabilite niveau <c zero ,>), 
sent Cgalement denombrees. 

Lcs cellules de SLI/IIIOIZC/~CI Typhimurium CS2 cultivables 
sont denombrees soit par etalement sur g&se nutritive 
(GN, bio.MCrieux), wit par tiltration (Membrane Gelmnn 
Science. GN6 Grid. de porosite 0,4S pm) de la totalite de 
la suspension restante du microcosme : la membrane 
filtrante est incubee sur gelosc nutritive (37 “C/34 h). 

Le denombrement ct la mesure des etats physiologiqucs 
des cellules totalea marquees par les tluorochromea se 
fait de fac;on standardisee au moycn d’un microscope h 
Cpifluorescence couple a un analyseur d’images ] IS]. 
Ceci permet une approche cellulaire objective d’une 
population bacterienne b&e sur une visualisation ccllu- 
lake individuelle ]2]. 

Le denombrement des cellules totales cst elfectut: par 
marquage au fluorochrome DAPI (4.6Diamidino-2-phi- 
nyl-indole. Sigma) ]36). L’observation microscopique est 
realisee selon le protocole decrit par 121. 

La mesure des Ctats physiologiques des cellules bacte- 
riennes totales comprend la mesure des activites respira- 
toire et metabolique. de I’intenaite de fluorescence de 
I’ADN et de l’integrite de la membrane cytoplasmique. 

L’activite respiratoire de chaque cellule denombre’e est 
appre’ciee par la reduction du CTC (5-cyano-2,3-ditolyl 
tetrazolium chloride) 1391. L’activite metabolique des cel- 
lules est mesuree par une variante de la methode d&rite 
par 1221. L’antibiotique utilise dans cette variante est la 
cephalexine ]2]. 

L’intensite de la fluorescence re’emise des cellules mar- 
quees au DAPI depend de la fixation du fluorochrome sur 
les bases A-T de I’ADN et peut refleter son &at structural 
et/au son abondance. Ce niveau de fluorescence est 
apprecie sur une Cchelle de 256 niveaux de gris par I’ana- 
lyseur d’images [2]. 

L’evaluation de I’inte’grite de la membrane cytoplasmique 
est bake sur la penetration passive intracellulaire de deux 
tluorochromes (Kit Live/Dead Baclight-Molecular Pro- 
bes Inc). Selon le protocole decrit par Molecular Probes, 
apres excitation des cellules marquees, la fluorescence 
rouge des cellules est le signe dune alteration membra- 
wire alors que la fluorescence verte met en evidence 
I’integrite de la membrane cytoplasmique. 

2.4. Infection animale 

La lignee pure de souris C57Bl/oJ/Rj a et6 retenue pour 
sa trb grande sensibilite a Sulmnnella Typhimurium. Ces 
souris sont consanguines heteroxeniques (specijc-patho- 

~e~z ,fi-w) : elles sont fournies par le CERJ, 53940 Le 
Genest-sur-Isle, France. 

Le pouvoir pathogene des cellules de .%rltnonell~~ Typhi- 
murium soumises aux trois facteurs environnementaux 
sera Cvalue par la mesure du pourcentage de mortalite B la 
dose letale IO0 (DLlOO) apres injection intraperitoneale 
chez les souris C57B1/6J/Rj. 

Le choix de I’injection intraperitoneale s’est appuye sur 
des essais prealables ayant permis de conclure h une 
meilleure sensibilite (DL 100 < IO’ cellules), reproductibi- 
lit6 et rapidite de reponse de cette voie par rapport a la 
voie d’injection per OS (DLSO CvaluCe B IO1 cellules et 
DL 100 estimee par extrapolation superieure B 6 x I()” 
cellules). 

L’inoculation intraperitoneale de 100 uL d’une suspen- 
sion de cellules bacte’riennes strcssees (# IO’ cellulen) est 
cffectuee sur un lot de dix souris BgCes de six semaines. 
Parallelement. une memc quantite’ de cellules provenant 
dune suspension de Salnronell~~ Typhimurium C52 non 
soumise aux trois facteurs stressants (temoin pathogene), 
est injecte’e ?I un autre lot de six souris. Les souris sont 
is&es apres inoculation. 

942 



SURVIE ET VIRULENCE DE S. TYPHIMURIUM VNC STRESSCE 

La mortalid des souris inoculkes est suivie quotidienne- 
ment pendant quatre semaines. Les souris mortes sont 
autopsikes. Le foie et la rate sont mis en culture. Les 
colonies dkveloppkes sont identifikes par skroagglutina- 
tion sur lame. Au bout de quatre semaines, les souris sur- 
vivantes sont sacrifikes (asphyxie au CO,) et leurs 
broyats foie-rate sont mis en culture. 

3. RfiSULTATS 

Cette Ctude vise, 5 travers quelques essais, B tester sur un 
modkle animal (souris), le pouvoir pathogkne des cellules 
de Sulmotzell~z Typhimurium C.52 viables non cultivables 
aprGs exposition, plus ou moins prolonge’e, au rayonne- 
ment UV dans un environnement salin (37) et oligotro- 
phe. La variation du temps d’exposition permet d’obtenir 
des populations cellulaires VNC prksentant des ktats 
physiologiques diffe’rents. 

La cinktique de l’kvolution des dinombrements des cellu- 
les cultivables et des cellules totales d’une part, et des 

mesures des Ctats physiologiques des cellules totales en 
fonction du temps d’exposition aux facteurs stressants 
d’autre pa&( 1 h, 2 h, 3 h. et 24 h) est repr&entCe sur la 
,figure 1. 

I)& 1 h d’exposition aux trois facteurs stressants. le 
dtnombrement des cellules cultivables de Snlmo- 

~wlla Typhimurium C52 devient nkgligeable (0,03 cel- 
lule mL.I). 

Quelque soit le temps d’exposition aux facteurs stres- 
sants, l’abondance des cellules totales, &al&e par la 
mCthode directe DAPI. reste constante. 

Avant l’exposition aux facteurs stressants (TO), les mesu- 
res des activitks respiratoire, mktabolique et de I’integritC 
membranaire sont infkrieures & 100 o/o (respectivement 
66,7, 67 et 91 5%). Ceci est en fait 1% aux trois centrifuga- 
tions et lavages effectue’s lors dc la prkparation de I’inocu- 
lum bactkrien utilisk pour ensemencer les microcosmes. 
Aprks exposition, les diffkrents Ctats physiologiques 
consid&% Cvoluent en function du temps d’exposition et 
d’une faGon hiCrarchisCe. En I h d’exposition, les valeurs 

P 

Ih 2h 3h 
Temps d’exposition aux 3 facteurs stressants 

-.+ ,Cell. cultivable-s (log10 _ +-Cell. totales (log 10) despiration (%) 
-Actkit m&abolique ( 92 ) +IntkgritQ membranaire (%) &Fluorescence (%) 

24h 

Figure 1. Evolution temporelle des abondances (loglO) dex cellules totale!, et cultivables ainsi que der pourcentages des Ctats physiologiqucs 
cellulaires d’une population de S&r~onrlla Typhimurium CS2 exposke simultan6ment aux trois factcurs strehsants (oligotrophie. salinitC ct 
rayonnement UV). TO : cellules de Salmonella Typhimurium CS2 non exposees aux l’acteurs stresssants. 

Figure 1. Cultumble and total counts (loglO) and physiological states (%) of Sulnronrllo Typhimurium C51 cellular population over time 
under the effects of simultaneous exposure to Ihe three experimental factors (UV radiation, salinity, nutrient starvation). 
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des mesures des activitks respiratoire et mktabolique 
diminuent et passent respectivement B 57 et & 32 o/O. Pen- 
dant Ie m&me temps d’exposition, la valeur de I’intCgritC 
membranaire est faiblement affectCe, de m&me que celle 
de la fluorescence qui demeure &gale B 100 %. 

Lors d’une exposition d’une durCe de 2 h, I’aItCration des 
activitks respiratoire et m&aboIique s’accentue (35 et 
22 5%) et I’intCgritk membranaire, bien que prksentant une 
valeur Cleve’e (> 80 5%). diminue progressivement. L’altk- 
ration du niveau de r&mission de la fluorescence ne 
dCbute qu’i partir d’une exposition de 2 h aux facteurs 
stressants. 

Aprks 3 h d’exposition, I’aItCration des activitks respira- 
toire et mktabolique s’accentue (18 et 9 %) mais c’est sur- 
tout l’atteinte de I’inte’gritC membranaire qui apparait 
(56.7 X), alors que la mesure de la fluorescence reste 
encore ClevCe (X5.6 %). 

Apr& 24 h d’exposition de la suspension cellulaire aux 
facteurs stressants, la diminution du niveau de la fluores- 
cence se poursuit mais reste j une valeur encore e’leve’c 
(79 c/r). Par contre, Ies valeurs des activids respiratoire, 
mktabolique et de 1’intCgrite’ membranaire sont faihles 
(respectivement 4. 2 et 1 I .8 %J). 

Au travers de cette ciktique, il apparait que l’exposition 
aux trois facteurs stressants, entre autres le rayonnement 
UV. al&e la physiologie dea cellules de Sulmonrll~~ 

Typhimurium CS2 B des niveaux diffkrents selon le temps 
d’exposition, dont la premiere conskquence est la perte 
tr& rapide du pouvoir de cultiver de ces cellules. 

A partir de la cinktique des Ctats physiologiques et dans le 
but d’kvaluer Ie pouvoir pathogkne des cellules non culti- 
vables de Sulmnnella Typhimurium CS2 vis-B-vis du 
modkle souris, trois temps d’exposition aux facteurs strea- 
sants ont Cte’ retenus afin d’obtenir des suspensions cellu- 
laires VNC prksentant des e’tats physiologiques 
contrast&s. Dans cette optique, quatre microcosmes sent 
respectivement soumis g 30 min, I h et 2 x 24 h aux fac- 
teurs stressants. Les rksultats des dknombrements cellu- 
Iaires et des &valuations des e’tats physiologiques obtenus 
dans chacun des microcosmes expose’s sont p&en& 
dans le tuOle~lu 1 et sur la jigure 2. Dans cette expkrience, 
I’activite’ me’tabolique, ITntCgrite membranaire et la fluo- 
rescence des cellules stress&es ont @te’ prises en compte, 
l’activitk respiratoire n’ayant pu &tre mesurke pour un 
probkme de rkactif. 

Les re’sultats concernant les de’nombrements des cellules 
cultivables et totales confirment ceux obtenus lors de 
I’Ctude de la cinktique Cjigclre I). Quelle que soit Ia durke 

Tableau I. Valeurs des abondancrs des cellules cultivables et tota- 

les de .Sulmonrllu Typhimurium C52 dans quatre microcosmes 
exposCs respectivement pendant 30 min. 1 h et 2 x 24 h aux troix 
facteurs stressants. 

Table I. Culturable and total cellular concentrations of Sdfnonrlk~ 
Typhimurium after 30 min, one hour and 2 x 24 h exposure time 

(four microcosms) to the three environmental factors. 

Microcosme MicrocosmeMicrocosmeMicrocosme 
<< 30min * << 1 b Y I II 

a 24b B << 24h >> 

Celluleh 0.08 0.03 0 0 

cultivables/mL 

log10 7.2 J,:! J,2 7.1 

(Celluleh 

totales+l)/mL 

de I’exposition aux facteurs stressants, les cellules de 
Srdmor~ella Typhimurium CS2 ne subissent aucune Iyse. 
tandis que la perte du pouvoir de cultiver de ces cellules 
est presque totale dks 30 min d’exposition. Les mesures 
de l’activitk mktabolique des cellules des microcosmes 
(c 30 min )) et <( I h b) sont respectivement Cgales h SO et 
3 % et vont dans le sens de ceux obtenus lors de I’ktude 
de la cinktique. Les valeurs des mesures de l’intkgrite’ 
membranaire sont e’galement proches de celles obtenues 
lors de la cirktique (>90 5% 1. de m&me que pour les 
valeurs de la Fluorescence. Les cellules exposkes 24 h ~LIX 

facteurs stressants, Iors d’une expe’rience en double. prC- 
sentent une activitk mktabolique nulle. une intkgrid 
membranaire voisine de z&o et un niveau d’intensitk de 
fluorescence de 60 et 7.5 ‘%. Le bon niveau de concor- 
dance des rksultats obtenus Iors de ces deux expe’riences 
de 24 h d’exposition milite en faveur d’une Constance 
dans les effets des facteurs stressants CtudiCs. 

A partir de chacun des microcosmes exposks aux facteurs 
stressants. une suspension cellulaire de Sulmorzellr 
Typhimurium C52 est re’alise’e en vue de I’injection $ la 
souris ( 100 pL) sur laquelle sont contraI& Ie niveau de la 
cultivabilite’ cellulaire et les diffkents Btats physiologi- 
ques des cellules bactkriennes stresskes (r~thleau /I). 

Les trois centrifugations et lavagcs re’alisks lors de la prC- 
paration des suspensions de cellules stresskes constituent 
un facteur de stress supplkmentaire infligk aux cellules ; 
les valeurs de I’intCgrite’ membranaire et du niveau de la 
fluorescence sont infkrieures de IO 5 20 % par rapport & 
celles obtenues dans les microcosmes aprks exposition 
aux facteurs stressants. 
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membranaire(%j n Ruorescenee 

Figure 2. kvolution des pourcentages des differems Ctats physiologiques que presentem les cellules de Su/mofw//u Typhimurium en fonction 

du temps de l’exposition aux facteurs stressants. A (Microcosme 30 min) ; B (Microcosme 1 h) ; C (Microcosme I 24 h) ; D (Microcosme It 24 h). 

Figure 2. Effects of simultaneous exposure to the three experimental factors over time on S~lmorzrlla Typhimurium cellular physiological 

states. A (Microcosm 30 nun); B (Microcosm I h); C (Microcosm I 24 hj; D (Microcosm II 24 h). 

Tableau II. Valeurs des abondances des cellules cultivables et totales et des pourcentages des Ctats physiologiques des suspensions cellulaires 

streskes inocultes 6 la souris a partir des microcosmes expose’s pendant des temps differents (30 min, I h et 2 x 24 h) aux facteurs stressants. 

TCmoins pathopenes I et 2 : suspensions cellulaires non exposees aux facteurs stressants. 

Table Il. S~~b~ronrllrr Typhimurium cellular physiological states (S), number of culturable and total cells inoculated to mice after exposure to 

the three environmental factors (30 ntrn. I h . 24 h ), 24 h II cellular suspensions). Pathogen controls 1 and 2: non-exposed cellular susprn- 

sionx. 

Nb de cellules. 
cultivables 

/lOOpL 

Suspension cellulaire 30 nun 0 

Suspension cellulaire I h 0 

Suspension cellulaire I 24 h 0 

Suspension cellulaire II 24 h 0 

Nb de cellules 
totales 
/lOOpI, 

Activitk 
mktabolique 

9% 

IntegritC 
membranaire 

7c 

Fluorescence 
7c 

9.6. I ()I so 77.7 x5,5 
k2.2 

9.1.10? <6 73 71 

+_I.3 

1,2.10’ 0 0 51.2 
A(j.45 

66.10 0 <o. 1 1 71.4 

+-I).6 

Temoin 4. IO’ 4.l.iO’ 82 %,!I I00 
pathogene 1 +0.6 

TCmoin 4,s. lo? 4.5.lO.’ 17 78 100 
pathogene 2 k-1.1 

Lors de chaque injection de cellules de Saltnonellu 
Typhimurium C.52 aprks exposition d’une duke dbterm- 
n6e aux effets des facteurs stressants B un lot de souris, 

des injections <c tCmoin >> sont r6alisCes en m&me temps 
sur d’autres lots de souris : une injection de cellules de 
Salmonella Typhimurium non exposkes et done non 
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Tableau III. Efftts de l’injection intra-ptrironkale (100 pL) de suspensions de cellules de Salmonella Typhimurium C.52 soumises aux facteurs 
strescants pendant des laps de kmph differents (30 min. I h et 2 x 24 h) et de suspensions de cellules non soumises aux facteurs stressants 
(Gmoins pathogenrs I et 2) g des lots de souris. 

Table III. Effects of inlraperitoneal injection ol’ mice (I 00 pL) with Strlnwnellu Typhimurium C52 cellular suspensions exposed to the three 
experimental factors for variable times (30 min. 1 h. 2 x 24 h) ant1 non exposed cellular populadons (pathogen controls). 

Semaine Nb de 
souris/lot 

Mortalit cumulCe par semaine Mortalitk totale Mortalit& 
% 

l&e Z&me 3kme 4kme 

Suspension cellulaire 30 min IO 0 0 0 0 O/IO 0 
Suspension cellulaire I h I 0 0 0 0 0 o/ IO 0 
Suspension cellulaire I 24 h I 0 1) 0 0 0 o/ IO 0 
Suxpcnsion cellulaire II 24 h 10 0 0 0 0 O/IO 0 
T6moin pathoghne I 10 10 0 0 0 1 Ol I 0 100 
T&win pathogkne 2 I 0 IO 0 0 0 10110 100 
T&win Tris tampon 6 0 0 0 0 O/h 0 

stress&s (te’moin pathogkne) et une injection de Tampon 
Tris (pH 7.1) support de la suspension bactkrienne 
(tkmoin ne’gatif). L’injection intrape’ritone’ale aux souris 
de suspensions de cellules de Snlmonella Typhimurium 
CS3 (# I x IO3 cellules 100 FL-’ ) apr&i exposition aux 
facteurs stressants pendant 30 min. 1 h et 24 h n’entraine 
aucune mortalitk sur une duke de quatre semaines alors 
que la totalit de ces cellules a perdu son pouvoir de cdl- 
tiver (tuhleuu In). La mise en culture du foie et de la rate 
pre’levk sur les souris inoculkes avec les suspensions cel- 
lulaires exposCes nux facteurs stressants tkmoigne de 
I’absence de cellules de Sul~wnc~l/~ Typhimurium cultiva- 
bles dans ces organes. Par contre, I’injection de cellules 
cultivables (# 4 x IO’ cellules 100 FL-‘), non stress&s 
par le rayonnement UV, la salinitk et I’oligotrophie, occa- 
sionne 100 % de mortal% en we semaine dans les deux 
lots de souris (te’moins pathogitnes I et 2). Parallklement, 
on constate la prCsence de cellules de Salnzonellu Typhi- 
murium cultivables au niveau du foie et de la rate pre’le- 
ve’s chez toutes ces souris inoculkes. 

Aprks 30 min d’exposition. la perte du pouvoir de cultivcr 
s’accompagne d’une perk du pouvoir pathogkne chez la 
souris et en m&me temps d’une diminution de I’activitC 
mdtabolique cellulaire (50 %). 

Aprks une exposition d’une heure aux facteurs stressants, 
len niveaux des Ctats physiologiyues sent peu di%rents 
de ceux des cellules exposkes pendant 30 min, B I’excep- 
tion de I’activitC mktabolique qui est fortement atteinte 
(< 6 r% ). 

Aprks 24 h d’exposition des cellules aux facteurs stres- 
sank les niveaux de leurs &tats physiologiques sent pra- 
tiquement nuls pour I’activitC mCtabolique et l’intkgritd 

membranaire et diminue’s de moitie’ dans la suspension 
cellulaire I et d’un tiers dans la suspension cellulaire 11 
pour le niveau de &mission de la fluorescence. 

L’atteinte prkcoce de I’activitt me’tabolique en mCme 
temps que la perte du pouvoir de cultiver pourrait Dire 
penser que ces deux facteurs ont un rcile important dans la 
perte du pouvoir pathogkne. Cependant, cette ktude prkli- 
minaire ne permet pas, compte tenu du nombre d’essais, 
de confirmer ou d’infirmer que la perte du pouvoir patho- 
g&ne est IiCe B la perk du pouvoir de cultiver etlou 
au niveau de I’activite’ mktabolique de la cellule back- 
rienne. 

4. DISCUSSION ET CONCLUSION 

L’exposition aux trois facteurs stressants des cellules de 
Snlmonellu Typhimurium induit systkmatiquement et 
rapidement un Ctat cellulaire dit viable non cultivable, 
dont il est possible d’kvaluer le niveau des atteintes des 
fonctions me’taboliques en rapport avec la durde d’exposi- 
tion 2 ces facteurs stressants. 

Lors d’une Ptude sur I’inactivation de diverses backries 
pathogknes par le rayonnement LJV, Chang et al. [6] 
mentionnent que pour Sulmoneiict typlzi une exposition 
de 2 h au rayonnement UV avec une intensitC de 6 B 7 
mW s-’ c& conduit B une rkduction de 3 B 4 log en cel- 
Ides cultivables saris donner la valeur avant exposition. La 
conjonction de plusieurs facteurs stressants (rayonnement 
L’V. salinite’ et oligotrophie) joue un rble de synergie 
puisqu’avec une intensitk de rayonnement UV comparable, 
les cellules de la souche .Qzlmmndla Typhimurium C52 
pre’sentent une perte du pouvoir de cultiver pratiquement 
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totale dks 30 min d’exposition. Les cellules non cultivables 
conservent pendant les deux premieres heures d’exposition 
aux trois facteurs stressants leur inte’grite’ membranaire et 
un niveau de fluorescence voisin de ceux des cellules cul- 
tivables, tandis que leur activite metabolique (respiration 
et capacitt de s’allonger en presence de nutriments) est 
fortement diminde. Cette inhibition progressive du meta- 
bolisme cellulaire bacdrien dam les deux premieres heu- 
res d’exposition aux facteurs stressants pourrait &tre la 
consequence d’une production accrue de photocomposes. 
par la composante UV des facteurs stressants, issus de la 
reduction de 1’0, (accepteur final d’electrons de la chaine 
respiratoire) en produits hautement toxiques tels que O:, 
HzOz, OH. A partir de la deuxieme heure, l’impact des fac- 
teurs stressants se traduit par Ie debut de la diminution du 
niveau de r&mission de la fluorescence de 1’ADN bacte- 
rien. L’atteinte de la structure de I’ADN cellulaire pourrait 
trouver son origine dans le processus de dimerisation cntre 
les bases pyrimidiques adjacentes sur UII m&me brin 1251. 
L’existence de liaisons covalentes se traduit par une acces- 
sibilite moindre des bases A-T pour le Iluorochrome 
DAPI, d’oti une diminution du niveau de la Iluorescencc 
reemise. Ces liaisons empechent la replication de I’ADN et 
conduisent a l’inactivation bacterienne. Une duree d’expo- 
sition plus longue. au-de15 de 2 h, est necessaire pour 
observer une alteration << physique )> des cellules. Le pour- 
centage de l’alteration de la membrane cytoplasmique des 
cellules soumises aux facteurs stressants pendant 24 h est 
proche de 100 % alors que I’abondance des cellulcs tota- 
les reste constante, visualisant ainsi I’absence du pheno- 
mene de lyse cellulaire. 

En ce qui concerne le facteur salinite, plusieurs auteurs 
considerent que ce parametre joue un role secondaire 
dans I’inactivation de Salnzonalla lors dune courte 
periode d’incubation en eau de mer 19. 28, 291. Cepen- 
dant, pour une incubation prolongee de Sulmotzell~~ 
Typhimurium en microcosme eau de mer. Gales [ 141 
montre que le role du facteur tc salinite >> est du m&me 
ordre d’importance que la partie LJV du spectre solaire 
dans la disparition du nombre de cellules cultivables 
(CFU). En milieu marin, les ent&robactCries. en l’occur- 
rence Salrnonellr~ Typhimurium, peuvent dans certains 
cas. en fonction de leur vecu avant le rejet en mer 1 IO]. 
s’adapter au stress osmotique. Cependant, dans la pre- 
sente etude, les conditions de stress auxquelles sont sou- 
mises les cellules de Sr~/monrlla Typhimurium C52. c’est- 
i-dire rayonnement UV, forte salinite et oligotrophie, 
saris preadaptation B une forte osmolarite et en l’absence 
d’osmoprotecteurs necessaires B l’osmoregulation 1231, 

entrainent une perte tres rapide du pouvoir de cultiver des 
cellules bacteriennes. 

La persistance dans l’environnement de batteries patho- 
genes viables non cultivables. et done non detectees par 
les methodes microbiologiques trdditionnelles (CFUI. 
pose le probleme de la conservation ou non du pouvoir 
pathogitne de ces cellules. Les resultals preliminaires 
obtenus clans cette etude montrent que la perte de cultiva- 
bilite de Sultnonella Typhimurium CS2, apres une brevle 
exposition aux trois facteurs stressants, entraine la perte 
du pouvoir pathogene de cette souche vis & vis de I’animal 
modele, la souris, alors qu’une fraction elevee des cellules 
de la population bacterienne reste physiologiquement 
active. Bien qu’aucune etude n’ait CtC faite concernant 
SnOnonrlln Typhimurium dans de telles conditions 
(application simultanee de trois facteurs stressants dont Ic 
rayonnement UV), il existe dea travaux traitant de l’evo- 
lution de la virulence de plusieurs especes bacteriennes 
pathogenes viables non cultivables. Les conclusions des 
travaux des differents auteurs divergent selon le genre ou 
I’espece bacterienne considere, le facteur ayant induit 
l’etat VNC et le mode d’evaluation du pouvoir pathogene 
(adhesion, invasion, production de toxines). 

Pour Oliver et Bockian [ 321, lex cellules de tihl-io lulrii- 
,fi’ws uniquement stresakea par une incubation en eau de 
mer h 5 “C, presentem une baisse considerable de la viru- 
lence apres injection intraperitoneale chcz In souris. 
Endommagees par le chlore, Its cellules de Sdrnorw//u 
Typhimurium et d’E. co/i. perdent leur capacite d’adhe- 
sion in vitro aux cellulcs Cpithelialrs. et par consequent 
perdent leur virulence avant de perdre leur cultivabilite 
[24]. Ce phenomene parait lie h l’alteration des pili et 
autres adhesines ne’cessaires a I’adhesion des batteries 
[47]. Dans les memes conditions d’exposition au chlore, 
la perte de virulence des cellules de Yersinia VNC est 
causee non pas par la perte de la capacite d’adhesion mais 
par celle d’invasion 1241. 

Compte tenu de ces donnees hibliographiques, plusieurs 
hypotheses peuvent &tre emises quant h l’interprttation 
des resultats obtenus dans cctte etude. Bien que les &apes 
d’adhesion et d’invasion des cellules bacteriennes au 
niveau des cellules intestinales ne puissent &tre appre- 
c&s lors dune injection intraperitoneale, il est possible 
que certains determinants de virulence de ,‘$ll~~~c)r~~~ll~~ 
Typhimurium necessaires a la propagation de l’infection 
au-deli de la barriere intestinale aient 6tC alter& 

La presence d’un plasmide (90 kb) est indispensable pour 
conferer aux cellules de Smltnot~elk~ Typhimurium leur 
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pleine virulence, c’est-i-dire pour que I’infection se pro- 
page au-delh de la barribre intestinale [I 3, 19, 30, 351. Ce 
plasmide intervient entre autres en f’avorisant la crois- 
sance de cette bactkrie dans les tissus de l’hhte, en parti- 
culier ceux riches en macrophages (rate) [ 13, 201. Les 
effets des trois lacteurs stressants, notamment le rayonne- 
ment UV. sur les cellules de Sdmonrll~ Typhimurium 
pourraient avoir des conskyuences sur le maintien du 
plasmide de virulence de ces cellules et/au sur son acti- 

vit6 par d’kventuelles mutations. Certaines donn@c$ 
bibliographiques concernant t3. coli concluent au main- 
tien des plasmides dans les cellules VNC lors de stress 
divers [5, 181. Cependant. Palmer et al. 1341 insistent sur 
la n6cessitC de recouvrement de la cultivabilitk des cellu- 
les VNC. aprks incubation dans un milieu nutritif liquide 
(BHI, Difco) pour restituer une dktection plasmidiyue 
positive. 

Le rayonnement UV, connu pour ses propri&Cs mutag& 
nes. pourrait occasionner en plus des troubles mktaboli- 
ques cellulaires mis en evidence dans cette Ctudc. des 
troubles aux conskquences structurales tels que la sup- 
pression de la production de cytotoxine. IocalisCe au 
niveau de la membrane cytoplasmique ou encore I’alte’ra- 
tion de la structure du LPS (endotoxine impliqu6e dans la 
rksistance h l’action lytique du complkment) ou enfin des 
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modifications se traduisant par I’atteinte de la phagocy- 
tose par les macrophages [ 1 I]. 
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cence) soient Cgalement implique’es. 

L’examen du maintien et de I’activitC du plasmide des cel- 
lules de Srrhnorrelln Typhimurium CS2. devenues viablea 
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