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A INTRODUCTION

Le milieu marin littoral est depuis longtemps soumis & de nombreux rejets.
Divers facteurs rendent les 1700km de cdtes de la Bretagne particulierement sensibles &
ce probléme:

- géographiques: la cOte bretonne est trés découpée et comporte de
nombreuses baies, estuaires, abers... qui sont le point de convergence de réseaux
hydrologiques importants.

- démographiques: la région du littoral abrite une forte densité de
population.

- économiques: la Bretagne est une région d’élevage ce qui provoque une
forte contamination des riviéres par les bactéries d’origine animale. Les techniques
d’épandage largement utilisées contribuent également a la contamination par les eaux
de ruissellement. '

Mais c’est aussi une région touristique: la fréquentation massive des plages et
des ports en été augmentent les rejets.

La contamination subie par le milieu marin peut étre directe par les riviéres
et les eaux de ruissellement ou indirecte par les rejets de stations d’épuration. Ces
apports comportent des flores d’origines industrielle, domestique et animale mais aussi
celles des boues de la station. Le traitement des effluents en station d’épuration ne
permet pas d’éliminer tous les germes: une quantité non négligeable d’entérobactéries
d’origine humaine et animale se retrouve dans le milieu extérieur. Ces rejets constituent
un risque sanitaire important, d’autant plus que les activités d’aquaculture et de loisirs
sont en pleine expansion.

La survie des entérobactéries dans I'environnement marin est étudiée depuis
trés longtemps. Les résultats rapportés dans la littérature sont souvent contradictoires:
pour certains auteurs le pouvoir épurateur du milieu marin est important tandis que
d’autres décrivent des temps de survie de plusieurs jours et méme de plusieurs semaines.



Les normes de contrdle sanitaire des eaux cotieres impliquent la culture des
germes présents dans 'environnement. Les nouvelles techniques de numération directe
par épifluorescence ou immunofluorescence permettent de mettre en évidence que de
nombreuses bactéries du milieu extérieur sont viables mais non cultivables.

Il est par ailleurs de plus en plus évident que les bactéries survivent et se
multiplient dans les sédiments marins.

Les entérobactéries sont rejetées soit adsorbées aux particules soit libres,
auquel cas ces derniéres peuvent s’adsorber plus ou moins rapidement au matériel
particulaire présent dans ’eau de mer. La sédimentation entraine leur accumulation 4 la
surface du sédiment. Les bactéries de contamination dans cet environnement riche en
nutriement sont capables de survivre trés longtemps.

Le sédiment marin joue donc le réle de piege et de réservoir pour les
bactéries. Les animaux vivants directement au contact du sédiment peuvent accumuler
ces bactéries. Cette accumulation peut, ensuite, éventuellement étre amplifiée par la
chaine alimentaire conduisant 2 'homme. La remise en suspension du sédiment par
divers facteurs tels que les vagues, les courants de marée, les poissons, les opérations de
draguage la navigation, les baignades peut entrainer la contamination de l'eau
surnageante.
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B LES BACTERIES, ’EAU DE MER ET LE SEDIMENT

Déja en 1943, ZOBELL montre que toute surface solide, en adsorbant la
matiére organique ou par le simple fait de I'adhérence, permet a des bactéries de
survivre en milieu hostile. Depuis, de nombreux auteurs ont confirmé et developpé par -
leurs études in vitro et in vivo cette hypothese.

I ’EAU DE MER: UN MILIEU HOSTILE

Les dénombrements bactériens effectués dans les eaux cOtiéres ou d’estuaires
montrent une décroissance des bactéries dans le temps et de la cdte vers le large.
Jusqu’a ce jour, ces analyses reposaient sur la culture des micro-organismes présents
dans l'eau. Or il apparait de plus en plus probable que de nombreuses bactéries
persistent sous forme viable mais non cultivable (KOGURE et al., 1979, COLWELL et
al., 1985, ROSZAK et COLWELL, 1987, KOGURE et al., 1987). En milieu marin les
bactéries sont soumises & de nombreux stress tels que la pression osmotique, le manque
de substrat, la température, la lumiére, les variations saisonniéres, s’ajoutent a ceci les
compétitions de flore (SIEBURTH, 1967, BELLAIR, 1977, ERKENBRECHER, 1981,
CAMBRIDGE, 1981, LESSARD et SIEBURTH, 1983). Divers auteurs font I'inventaire
des facteurs provoquant la disparition des micro-organismes non marins dans 'eau de
mer (MITCHELL, 1968, MOREL, 1972, JONES et RHODES-ROBERTS, 1981).

La survie des bactéries peut étre influencée par le phytoplancton: la matiére
organique excrétée par celui-ci exerce un réle régulateur sur les concentrations
bactériennes ( BIANCHI, 1973, MARTIN et LELONG, 1981). De plus le phytoplancton
est, lui-méme, trés souvent colonisé par les bactéries (FLOODGATE, 1972,
FERGUSON et PALUMBO, 1979, KOGURE et al., 1982, FUKAMI et al.,, 1983,
WRIGHT et COFFIN, 1983, ALBRIGHT et al, 1985, ALBRIGHT et al. 1986,
LAANBROEK et VERPLANKE, 1986).



1) les formes de malnutrition

La pauvreté de I'eau de mer en éléments nutritifs provoque chez les bactéries
I'apparition de formes de malnutrition. Cet état s’accompagne de changements
physiologiques réversibles: modification de la paroi, diminution du volume bactérien et
augmentation des capacités d’adhésion (DAWSON et al, 1981, MORITA, 1982,
KJELLEBERG et HERMANSSON, 1984).

L’adhésion au matériel particulaire permet a ces bactéries en état de carence
alimentaire d’entrer dans un état de "dormance" caractérisé par une activité
métabolique trés faible mais supérieure cependant 3 celle des bactéries libres
(WRIGHT, 1978, KIELLEBERG, 1982, HUMPHREY et al,, 1983, FUKAMI et al,,
1983, GORDON et al, 1983, FLETCHER, 1986, IRIBERRI et al, 1987,
KIJELLEBERG et al., 1985, KIELLEBERG et al., 1987).

HANSON et WIEBE (1977), en région cétiére ont montré que plus de 70%
de l'activité bactérienne observée est associée a des particules de taille supérieure a
180um. La majorité des bactéries métaboliquement actives sont donc adsorbées sur des
particules.

2) fréquence des bactéries adhérentes

Dans un milieu pauvre en éléments nutritifs, les bactéries adhérentes au
matériel particulaire sont plus nombreuses que les bactéries libres ce qui laisse présager
que l'adhésion aux particules est un moyen de survie pour les bactéries . Cette
observation est confirmée par de nombreux auteurs:

- dans l'eau de mer : JANNASH et PRITCHARD (1972), WEIBE et
POMMEROY (1972), GOULDER (1977),NOVISTKY et MORITA (1978), HARVEY
et YOUNG (1980), GOULDER et al. (1981), BENT et GOULDER (1981)

- dans I'eau douce : GEESEY et al (1977), GEESEY et COSTERTON
(1979), JONES et RHODES-ROBERTS (1981).

L’adhésion des bactéries procure une protection contre l'attaque de divers
micro-organismes (bactériophages...) ou produits toxiques: par exemple contre Paction
du chlore (BRACEWELL et al,, 1980, HERSON et al, 1987, BERMAN et al.,
1988).Cette protection est accentuée par I'accumulation de polysaccharide 4 la surface
des bactéries.



LOCALISATION % BACTERIES |REFERENCE BIBLIOGRAPHIQUE
ADHERENTES
Océan
Pacifique 20-50 JANNASH et JONES 1959
Pacifique 33-50 SOROKIN 1971
Atlantique nord <1 HOBBIE et al. 1972
Atlantique nord (cétes) trés peu WIEBE et POMMEROY 1972
Atlantique nord (cétes) 15 FERGUSON et RUBLEE 1976
Long Island N.Y. trés peu FERGUSON et PALUMBO 1979
cdtes de Bilbao <l=-22> IRIBERRI et al.l1987
Estuaire et marais salant
Riviére Newport 1-7 PALUMBO et al. 1984
surface d'estuaire trés peu BOWDEN 1977
Humber (Angleterre) 56-94 (été) GOULDER 1977
Humber (Angleterre) 94-98 (hiver) GOULDER 1977
Kiels fjord (RFA) 2.9-8.1 ZIMMERMAN 1977
marais salant (cdéte ouest) 18-75(été) WILSON et STEVENSON 1980
marais salant (céte ouest) |13-31(hiver) WILSON et STEVENSON 1980
marais salant (Californie) 20-90 HARVEY et YOUNG 1980
Eau douce
Baie de Quinte, Ontario. 17,50% BURNISON 1975
Lac Tanning (Danemark) 73 RIEMANN 1978
étang cdtier (US,nord est) <10 KIRCHMAN et MITCHELL 1982
Lac Mendota <1-30 IPEDROS-ALIOS et BROCK 1983
étang <10 KIRCHMAN 1983

SRR

Tableaul: Pourcentage des bactéries adhérentes aux particules
(d'aprés IRIBERRI et al.,

1987) .




Par le biais de I'adhérence, les bactéries peuvent entrer en contact direct
avec les éléments nutritifs liés aux particules ce qui leur procure un avantage nutritif
(BRIGHT et FLETCHER, 1983).De plus 'adhérence au matériel particulaire permet 4
la bactérie d’étre transportée dans la colonne d’eau au gré des courants (PEDROS-
ALIO et BROCK, 1983).

Le nombre de bactéries adhérentes dépend de la densité de matiéres en-
suspension ce qui explique les grandes variations de données selon les auteurs :

- 1a valeur la plus faible (1%) est trouvée dans 'océan Atlantique nord (eau
marine trés peu chargée en particules).

- la valeur la plus forte (entre 94 et 98%) corespond 2 une eau d’estuaire en
hiver (Tab.1).

CAMMEN et WALKER (1982) observent les mémes variations dans leur
étude dans la baie de Fundy: au large la flore bactérienne est essentiellement constituée
de bactéries libres, tandis qu’en zone cétiere 94% des bactéries sont liées aux particules.

Dans I'estuaire de 'Elorn, POMMEPUY ( 1983) met en évidence que 99%
des bactéries sont adsorbées sur le matériel disponible en suspension lorsque les
courants sont importants (crue de I’Elorn ou vive eau).

II ADHESION : UN MECANISME COMPLEXE

L’adhésion de bactéries & des surfaces solides dans un systéme aqueux est
une interaction complexe entre la bactérie, le substrat solide et la phase liquide.

1) Roéle de la surface d’adhésion

La surface d’adhésion est le composant majeur pour le processus d’adhésion,
ses caractéristiques influencent grandement le mécanisme d’adhésion (SCHUMACHER
et PETERS, 1987.)



Ses 3 principales caractéristiques sont:

- les facteurs physico-chimiques (données chimiques et thermodynamiques)

- les facteurs physiques (texture de la surface)

- facteurs biologiques (significatifs lorsque le substrat est un autre organisme)
(FLETCHER et MARSHALL, 1982).

La tension superficielle de surface est un facteur déterminant pour
’adhérence bactérienne: de nombreuses bactéries adhérent aux surfaces a basse énergie
,rares sont celles qui adhérent aux surfaces a haute énergie (FLETCHER, 1979).

L'importance de la surface et de son revétement a été démontrée dans de
nombreuses expérimentations in vitro. FLETCHER (1975) a montré que les protéines
telles que I'albumine bovine, la gélatine, le fibrinogéne et la pepsine inhibent ’adhésion
en s’adsorbant sur la surface d’adhésion. Cette action peut s’expliquer soit par la
création d'un "échafaudage” macromoléculaire auquel la bactérie est incapable
d’adhérer, soit par 1a modification du micro-environnement ionique de la surface.

Certaines bactéries adhéreront préférentiellement a4 des surfaces
hydrophobes tandis que d’autres préférerons des surfaces hydrophiles (FLETCHER et
PRINGLE, 1983).

Par exemple, PRINGLE et FLETCHER (1986) ont cherché a évaluer les
capacités d’adhésion des bactéries en fonction de I'’hydratation du substrat. L’eau
adsorbée diminue Padhésion de 2 genres testés, Pseudomonas fluorescens et
Acinetobacter sp., en modifiant le micro-environnement ionique, ou en diminuant
I’énergie libre de Tinterface liquide/surface ou encore en occupant stériquement
I’approche des surfaces réduisant ainsi ’adsorption spontanée des cellules.

2) Mécanisme de l'adhésion bactérienne chez les bactéries a gram
négatif

L’adhésion des bactéries pathogénes sur des tissus se fait par des structures
spécialisées telles que par exemple les fimbriae. Les contraintes de type mécanique
subies par les bactéries en milieu aquatique nécessitent un mécanisme plus robuste
(COSTERTON et GEESEY, 1979). L'observation in situ a permis de mettre en
évidence l'existence de "slime": film visqueux ou gélatineux formé sur les surfaces
immergées, incluant des organismes vivants ou morts (CHARACKLIS, 1973).



La membrane externe joue un rdle essentiel dans 'adhésion (CORPE,
1980).Des changements phénotypiques de la composition macromoléculaire et de la
structure de la surface cellulaire entrainent des modifications de Iadhésion
(FLETCHER et McELDOWNEY, 1984, McCELDOWNEY et FLETCHER, 1986). Le
simple lavage des bactéries peut modifier les capacités d’adhésion en éliminant des
composants pariétaux (FLETCHER et PRINGLE, 1983).

Des différences dans la capacité d’adhésion interviennent selon l’espéce
bactérienne. 11 faut tenir compte pour interpréter ce phénomeéne de la présence de pili,
de capsules polysaccharidiques mais aussi de la constitution des enveloppes
bactériennes.

L’adhésion d’un micro-organisme s’effectue en 2 étapes:
- une phase réversible
- une phase irréversible

a) la phase réversible.

La phase réversible est celle durant laquelle 'organisme entre en contact
avec la surface. Cette phase d’adhésion est trés rapide (de 'ordre de quelques secondes)
et la désorption est facile (FLETCHER, 1979, STANLEY, 1983). Les forces qui
interviennent sont du type London- Van Der Waals, interactions électrostatiques de
double couche (ROGERS, 1979, ELLWOOQOD et al, 1982).

les facteurs favorisant les contacts avec la surface augmentent ’adhésion: la
mobilité de certaines espéces bactériennes, une population nombreuse, le temps alloué
a lattachement et, artificiellement, la centrifugation qui permet de rompre les forces
électrostatiques de répulsion...(FLETCHER, 1977, FLETCHER, 1979, HUMPHRIES
et al,, 1987). L’état physiologique de la population bactérienne joue un rdle important
en influencant la mobilité des cellules et/ou en modifiant qualitativement ou
quantitativement les polyméres de la surface bactérienne .

FLETCHER et McCELDOWNEY (1984) attribuent un réle important aux
polymeéres de surface des bactéries au niveau des interactions électrostatiques, de la
formation d’agrégat ou d’inhibition de I’adhésion.



L’équilibre obtenu entre la bactérie et la surface d’adhésion peut-étre décrit
par la théorie de la stabilité des colloides attribuable & Derjaguin-Landau et Verwey-
Overleek (DLVO).Elle établit que I'énergie d’interaction totale entre les 2 particules est
déterminée par la somme de 1’énergie attractive de Van Der Waals et I’énergie
electrostatique répulsive (MARSHALL et al.,, 1979, DANIELS, 1980, ELLWOOD et
al., 1982).

FLETCHER (1977) trouve par contre une similitude avec les modéles
décrivant I'adsorption moléculaire de solutions sur des surfaces. Le fait que les
caractéristiques de l'adsorption peuvent étre décrites par une équation de type
Langmuir suggere que les éléments initiatifs & I'attachement bactérien pourraient étre
contr6lés par des phénomenes non biologiques.

Par exemple I'effet de la concentration en électrolyte sur 'adhésion de Vibrio
alginolyticus sur des grains d’hydroxyapatite a été determiné par GORDON et
MILLERO (1984). A basse concentration (<0,1mole) l'affinité de la bactérie pour la
surface augmente avec la force ionique du milieu en accord avec la théorie DLVO. Pour
les concentrations plus élevées (augmentation de la concentration en cation) Paffinité
bactérienne pour la surface varie indépendamment des changements de forces ioniques
du milieu. Ces variations dans le mécanisme d’action des sels sur l’adhérence
bactérienne a haute concentration sont en accord avec les relations trouvées in situ
entre le nombre de bactéries adhérentes et la salinité.

Cette phase réversible pendant laquelle la bactérie peut étre éliminée du
support par simple lavage est trés courte (de l'ordre de quelques minutes)
(MARSHALL, 1980). '

b) la phase irréversible

La seconde phase est caractérisée par la production d’un "ciment" par la
bactérie qui lui permet d’adhérer définitivement (CORPE, 1970, CHARAKLIS, 1973,
PAERL, 1975, COSTERTON, 1980).

Paradoxalement ce sont les méthodes d’études des microbiologistes qui ont
retardé la découverte du glycocalyx bactérien et de son rdle fonctionnel.En effet, pour
produire et entretenir un glycocalyx une bactérie doit dépenser de 'énergie et dans
I'environnement protégé que constitue une culture pure, cette production représente un
luxe métabolique coliteux qui ne confére aucun avantage sélectif. Un milieu nutritif
riche favorise la croissance au détriment de I’ladhésion (CORPE, 1973).



surface inerte

Fig.1: Schéma montrant la production de polysaccharides dans Padhésion d’une
bactéries & une surface inerte.

Le glycocalyx est constitué d’'une masse de longues fibres polysaccharidiques (chaines de
carrés) qui sont fabriquées grice A des polymérases (structure en U), liées aux
polysaccharides (filaments noirs). Ces fibres drainent aussi vers la bactérie divers
nutriments: sucre (rectangles), acides aminés (structure en T) et ions minéraux (points)
qui pénétrent dans la cellule par des canaux intramembranaires délimités par les
protéines (d’aprés COSTERTON et al., 1978).
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La production de glycocalyx est maximale lorsque les bactéries sont dans un
milieu hostile et/ou elles subissent un choc osmotique ou nutritionnel. Pour STANLEY
(1983) et PAUL (1984), I'adhésion, dans un syst¢me maritime, est un phénomene actif
qui nécessite de I’énergie de la part de la cellule: des cellules tuées ou & métabolisme
altéré adherent trés peu .Selon JARMAN et PACE (1984), I’énergie consommée pour
cette adhésion provient soit de 'ATP soit du NAD(P)H,.

Cette seconde phase de I'adhésion est caractérisée par I'élaboration d’un
glycocalyx constitué de polysaccharides se situant autour des éléments de la membrane
externe des bactéries & gram négatif (CORPE, 1973, COSTERTON et al., 1978,
COSTERTON et IRVING, 1981) (fig.1). Le type de macromolécules synthétisée par les
bactéries pour adhérer déterminent les surfaces d’adhésion (ZAIDI et al., 1984)

La composition du glycocalyx est variable selon les bactéries mais la présence
d’acide mucopolysaccharidique a été mise plusieurs fois en évidence par la coloration au
rouge de ruthénium (JONES et al, 1969, FLETCHER et FLOODGATE, 1973,
SUTHERLAND, 1983, ALLISON et SUTHERLAND, 1984).

Sans mentionner la composition exacte des glycocalyx, plusieurs auteurs
mettent en évidence la présence de deux polysaccharides différents ou une modification
au cours du temps du polysaccharide initial .

Par exemple, FLETCHER et FLOODGATE (1973) distinguent un
polysaccharide primaire présent sur la bactérie libre, qui permet Padhésion lors de la
rencontre de la bactérie avec la surface, et un polysaccharide secondaire produit lors de
I’adhésion irréversible.

CHRISTENSEN et al. (1985) mettent également en évidence I'existence de 2
polysaccharides différents. Le polysaccharide A contenant du glucose, galactose, acide
glucuronique et galacturonique est produit par les cellules en phase de croissance. Le
polysaccharide B, différent par sa composition chimique ainsi que par ses propriétés
physiques, est sécré.té pendant la phase stationnaire.

UHLINGER et WHITE (1983) trouvent un changement de la composition
du glycocalyx produit par Pseudomonas atlantica pendant le cycle de croissance: les
concentrations en galactose diminuent tandis que les acides uronique augmentent avec
le taux de synthese .



Le réle principal du glycocalyx est de permettre a la bactérie d’adhérer, et
d’établir un gradient de diffusion des nutriments. II y a création d’un micro-
environnement servant de zone protectrice tampon contre les dommages physiques
(UHLINGER et WHITE, 1983).

Il pourrait constituer également un réservoir par captation de matériel
nutritionnel pour la bactérie. Les fibres permettraient de garder et de concentrer les
enzymes digestives secrétées par les bactéries et de les diriger contre le substrat. Par
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ailleurs, ce ciment entrainerait la constitution d'un écosyst¢me (COSTERTON et

al.,1978).

Plus récemment, PRINGLE et al. (1983) ont émis ’hypothése que le rdle
spécifique de ce glycocalyx consiste en I'élaboration d’un film bactérien et
I'établissement de la formation de ponts intercellulaires sans role adhésif. Cette thése
est reprise par WARDELL et al. (1983),ALLISON et SUTHERLAND (1987): ’étude
d’'une souche de Pseudomonas fluorescens et d'un mutant muqueux montre que le
mutant posséde des capacités d’adhésion plus faible.

WRANGSTADH et al.(1986) mettent en évidence un polysaccharide
extracellulaire correspondant & une diminution dans le degré d’adhésion aux surfaces
hydrophobes. Apres 10 heures en milieu hostile, ce polymére disparait et les facultés
d’adhésion de la bactérie augmentent.

Un grand nombre de travaux publiés sur le sujet, bien qu’aucune preuve
formelle n’ai pue étre apporté, montre que les phénomenes d’adhésion et la production
de glycocalyx jouent un réle important dans la survie des bactéries de contamination en
milieu marin. En effet, dans ce milieu hostile, les populations de bactéries adhérentes
sont plus nombreuses que les populations de bactéries libres.

Adhésion et production de glycocalyx sont des phénomeénes induits par la
qualité du milieu et les hypothéses émises sur le rdle de ces deux phénoménes nous
apparaissent logiques: réle de protection contre les produits toxiques ou inhibiteurs et
contre les chocs physiques, réle de concentration et d’accumulation des nutriments.



Vague et énergie

/ de la marée
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Patentiel Taille du — Carbone organique
d'0x. red. grain
E
F
: Azote
\ 4
Nombre de/

bactéries

Les lettres corespondent aux hypothéses suivantes:
A- Les vagues et les marées augmentent I'aération et diminuent 'accumulation des
substances réduites dans le sédiment.

B- La taille du sédiment déposé sur le rivage est déterminé par I'énergie des vagues et
les courants de marée.

C- Les particules organiques en suspension dans ’eau sont déposées 12 ol les vagues et
les courants sont faibles.

D- Plus le sédiment est fin, plus la surface d’adsorption pour la matiére organique est
grande (cette relation peut étre déduite des relations B et C).

E- Lorsque le contenu en matiére organique est le plus élevé, le carbone et I'azote
tendent a leurs valeurs maximales.

F- Comme le carbone organique, la grande capacité d’adsorption des matériaux fins
peut conduire 4 'accumnulation d’azote organique et inorganique.

Fig.2: Diagramme des relations entre le nombre de bactéries et les propriétés du
sédiment (d’aprés DALE, 1974).
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I1I LE SEDIMENT : UN MOYEN DE SURVIE

1) Relation surface/contamination

L’observation que le nombre de bactéries adhérentes dépend de la surface de
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la particule ressort de nombreuses études (ZOBELL, 1938, MEADOWS, 1971,

HARGRAVE, 1972, BATOOSINGH et ANTHONY, 1970, DALE, 1974, RUBLEE et
DORNSEIF, 1978, RUBLEE, 1982, SUTHERLAND, 1983, GAUTHIER et al., 1984).
DALE (1974) propose un diagramme schématisant les relations entre le nombre de
bactéries adhérentes et les propriétés du sédiment (fig.2).

En régle générale, les bactéries utilisent seulement une faible proportion de
la surface disponible (HARGRAVE, 1972, WEISE et RHEINHEIMER, 1978, MARSH
et ODUN, 1979,MILLS et MAUBREY, 1981, DE FLAUN et MAYER, 1983, TUFAIL,
1985). Des variations importantes sont notées selon le type ou la composition chimique
du matériel particulaire; DEFLAUN et MAYER (1983), trouvent un taux de
colonisation de 0,05% et CLAVIER-RAULT (1981), 5% sur deux sédiments marins
différents.

En milieu naturel, les micro-organismes se situent essentiellement dans les
infractuosités et les crevasses, qui leur offrent une protection physique (MEADOWS et
ANDERSON, 1966, MAYER et ROSS], 1982). Des grains de silice de méme taille mais
de microtopographies différentes ne sont pas colonisé par les mémes flores aprés 8
semaines d’exposition a 'eau de mer. L’absence de crevasses et sillons a la surface du
grain est corrélée a une diminution de la masse microbienne totale adsorbée (NICKELS
et al., 1981).

Le nombre de bactéries liées aux particules dépend de la nature et de la
quantité de mati¢re organique adsorbée (SCROEDER et VAN ES, 1980, FUKAMI et
al., 1983). Cette variation en éléments nutritifs peut méme avoir plus d’importance que
la taille de la particule (CAMMEN, 1982). L’adsorption de la matiére organique sur les
particules est proportionnelle 2 la surface exposée, et dépend du type de sédiment: un
grain jeune 2 angles vifs adsorbe mieux qu’un grain 4gé a bords ronds (MEYER-REIL,
1978, TANOUE et HANGA, 1979, NICKELS et al., 1981, YAMAMOTO et LOPEZ,
1985).



Sur une étude effectuée dans le Massachusetts portant sur 52 échantillons, 42
types de particules ont été recensés (JOHNSON, 1974). Parmi celles ci, 69% des
particules de quartz sont incrustées de matiére organique, et pratiquement toutes les
particules argileuses sont incorporées dans une matrice organique. Environ 61% des
particules examinées dans le sédiment superficiel sont susceptibles de jouer le réle de
substrat.
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Les bactéries associées au matériel particulaire favorisent I'adsorption de la

matiére organique. En effet, celle ci est renforcée lors d’'une augmentation de l'activité
bactérienne obtenue, par exemple, par augmentation de la température (DE FLAUN et
MAYER, 1983). L’observation en microscopie & balayage montre que, généralement,
les bactéries issues des rejets sont agglomérées dans la matieére organique (CORMIER
et al., 1984).

2) Interface eau/sédiment

Le sédiment présente toutes les caractéristiques permettant la survie des
bactéries ( HALL et al,, 1972, ANSON et WARE, 1974, DALE, 1974, VELII et
ALBRIGHT, 1985, PRIEUR et al., 1985). A taille égale, une particule présente dans
’eau permet 4 un nombre plus faible de bactéries d’adhérer que si elle se trouvait dans
le sédiment (MARSH et ODUM, 1979). Dans le sédiment la croissance peut étre
favorisée par 'immobilisation et la grande concentration en nutriments, tandis que dans
I'eau de nombreux phénoménes physiques favorisent la dispersion (DAVIDSON et
FRY, 1987).

Les concentrations bactériennes les plus élevées sont situées 2 la surface du
sédiment (BIANCHI, 1971, RUBLEE et DORNSEIF, 1978, RAM et al, 1981,
RUBLEE, 1982, LAANBROEK et VERPLAMK, 1982). L’interface vraie entre le
sédiment et ’eau ne peut étre considéré que d’'un point de vue théorique. NOVITSKY
(1983) assimile cette frontiére a la couche supérieure du sédiment < 1mm, tandis que
OLAH (1973), étend cette limite 2 1 cm de profondeur. La population microbienne
trouvée 4 ce niveau est homogéne et représente la partie métabolique la plus active
(HALL et al., 1972, NOVITSKY, 1983, NOVITSKY et KARL, 1986).

Dans cette couche, les populations bactériennes s’organisent pour développer
une diversité taxonomique et fonctionnelle importante et permanente, ce qui leur
permet d’utiliser au mieux les ressources nutritives. Ils aboutissent ainsi a des
populations élevées et stables (TROUSSELIER et BALEUX, 1982). BIANCHI (1979),



met en évidence une complémentarité des microflores de l'eau, de la pellicule
sédimentaire superficielle et du tractus digestif des animaux benthiques pour la
dégradation de la matiére organique.

3) Contamination de I'eau surnageante

13

La notion de concentration bactérienne dans le sédiment superficiel est trés

importante car le contact direct avec I'eau en fait la zone privilégiée d’échanges: la
qualité bactériologique des eaux estuariennes et costieéres en dépend. De nombreux
facteurs peuvent remettre en suspension les particules de surface : les courants, la
marée, le vent, mais aussi les poissons, les crustacés et I’homme ( péche, nautisme,
baignade...) ( BELLA et al, 1972, OVIATT et NIXON, 1975, GOULDER, 1976,
,MEYER-REIL et al, 1978, MEYER-REIL et al, 1980, BOLTER et al., 1981,
CHURCHLAND et al., 1982, PALUMBO et al,, 1984, DAUMAS, 1984, JORGENSEN,
1984, JACQ et PRIEUR, 1985).

Par exemple, aprés une opération de draguage, la concentration en
coliformes fécaux dans ’eau est multipliée par 4 et celles des streptocoques par 50
(GRIMES, 1980).

Les phénoménes de marée sont également important: la concentration la
plus élevée en particules en suspension est observée en marée de vive eau
(JORGENSEN,1984, CLARKE et JOINT, 1986).

Le passage des bactéries dans ’eau peut étre également indépendant de tout
phénomene physique. Par exemple, les vibrios, germes d’origine marine, s’accumulent
dans les sédiments et ne migrent dans I’eau que lorsque la température est supérieure a
10°C (KAPER et al, 1981, GRIMES et COLWELL, 1983, SHIARIS et al,, 1987).
KAPER et al., (1979), supposent que le passage dans ’eau se fait de fagon concomitante
au zooplancton.

4) Les estuaires

La salinité des estuaires varie de 5 & 30g/l et les phénomeénes de marée y
joue un role sédimentologique important en provoquant un mouvement des sédiments
entre 'amont et I'aval (ALLEN et al., 1982, PRIEUR et al.,, 1984).Une flore adhérente
succede 2 une flore constituée essentiellement de bactéries libres caractéristiques d’une
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Fig.3: Représentation schématique de la contamination du littoral par les
entérobactéries (d’aprés GRIMES et al., 1986).

1- eaux de ruisselllements, rivi¢res et estuaires, 2- rejets d’eaux usées, 3- coquillages, 4-
bivalves, 5- formation d’aérosol sous l'action des vagues, 6- crustacés, 7- invertébrés
benthiques, 8- pente continentale, 9- plaine abyssale, 10-invertébrés benthiques, 11-
composés sédimentables, 12- prédateurs (par exemple requins), 13- consommateurs
Frimaires, 14- plancton (par exemple copépodes), 15- maténaux flottants (8par exemple
ipides), 16- matériaux en suspension, 17- matieres sédimentables, 18- barge de
transport, 19- pollution chimique, 20- courants.




eau marine (ERKENBRECHER, 1981, BELL et ALBRIGHT, 1981).

'L’importance de l'influence des courants de marée est montrée par I’étude de
PALUMBO et al. (1984): la remise en suspension du sédiment de surface dans P'estuaire
de Georgia dont I'amplitude de marée est supérieure a 2m, est plus importante que dans
celui de la riviere de Newport (amplitude de marée inférieure & 1m).

Cette remise en suspension peut constituer une source de contamination au
méme titre qu'un rejet. POMMEPUY et al. (1987) ont montré que dans l’estuaire de
I'Elorn la qualité des eaux est soumise & 3 facteurs: la riviére et la station d’épuration
(sources permanentes et directes mais de niveau contaminant variable), la troisiéme
discontinue et indirecte étant constituée par le sédiment. En période de faible
turbulence (morte eau), il n’y a pas de remise en suspension des sédiments: la flore
bactérienne diminue d’amont en aval, les bactéries endogénes marines remplagant la
flore contaminante. En période de turbulence (vive-eau, crue de la riviere), la source de
contamination constituée par le sédiment, pi¢ge des entérobactéries, intervient.

Une étude réalisée dans I’estuaire Tamar a mis en évidence I'existence de
trois groupes de bactéries: les bactéries libres, les bactéries associées aux particules
toujours en suspension et les bactéries associées aux particules qui sédimentent et
peuvent étre remises en suspension. Les particules toujours en suspension sont grosses,
riches en matiére organique et procurent un environnement favorable a I'activité
bactérienne (PLUMMER et al., 1987).

5) Les entérobactéries dans le sédiment

Le role du sédiment est capital dans le devenir des entérobactéries issues de
la flore du tube digestif des mammiféres supérieurs, contaminants important des eaux
chtiéres: il constitue un cadre favorable a leur survie et méme 2 leur développement.

La contamination du littoral et des estuaires est favorisée par les rejets
d’eaux usées mais aussi par les eaux de drainages, les riviéres, les eaux de ruissellement
d’origine agricole...(fig.3).
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La disparition des bactéries de contamination de I’eau est la conséquence de

3 phénomeénes: mortalité, dilution et principalement sédimentation (BORREGO et al,,

1983, MARTIN et BONNEFONT, 1986).Selon SAYER et al. (1975), plus de 80% des

germes indicateurs fécaux sont associés au matériel particulaire, parmi lesquels 53% de
- bactéries viable. '

La sédimentation des bactéries a la sortie d’un rejet fait I'objet de diverses
théories. Selon ERIKSSON et AXBERG (1981),Les composés polluants issus de rejets
et les polymeéres extracellulaires tendent & former des ponts entre les bactéries ce qui
favorise la sédimentation. Par contre MILNE et al. (1986) ont noté que si le taux de
sédimentation dans une eau d’estuaire augmente proportionnellement avec la
concentration en matiére en suspension, dans un mélange effluent/eau de mer il n’y a
plus de corrélation. La sédimentation de solides provenant d’un effluent contrairement a
ceux provenant d’'une eau d’estuaire ne montre pas de relation avec le temps. Les
particules issues d’effluents présentent de faible capacité de sédimentation.

L’avantage principal offert par le sédiment est la matiére organique
disponible. Les études d’impact de rejet montrent que les plus fortes concentrations de
bactéries fécales sont dans les sédiments vaseux plutét que sableux (BONDE, 1968,
GERBA et al, 1977, GOYAL et al, 1977, MATSON et al, 1978, ROPER et
MARSHALL, 1979, PETRILLI et al., 1980, SEBASTIANI-ANNICCHIARICO et al.,
1982, VOLTERRA et al., 1985).

Par exemple, des germes tels que les Salmonelles survivent longtemps dans
les sédiments: leurs concentrations y sont de 100 2 1000 fois supérieures a celles que I'on
peut observer dans 'eau surnageante. Leur survie dans le sédiment est paralléle a celle
des coliformes fécaux (VAN DONSEL et GELDREICH, 1971). 90% des salmonelles
isolées par HENDRICKS (1971) proviennent de sédiments de surface.

Le sédiment protége les bactéries des radiations solaires (IRVING, 1977,
BELLAIR et al.,, 1977, McCAMBRIDGE et McMEEKIN, 1981, HILY et al., 1986), et
de la température (VERSTRAETE et VOETS, 1976, BABINCHAK et al.,, 1977,
REINHEIMER, 1977, LEGENDRE et al., 1984). Plus le séjour des bactéries dans I’eau
est bref meilleure est leur survie: la population des streptocoques fécaux et coliformes
fécaux dans le sédiment est plus élevée lorsque le rejet est effectué au niveau du
sédiment plutdt que dans I'eau (IZZO et al., 1982).
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La survie prolongée de ces bactéries de contamination dans le sédiment
provoque‘ un risque sanitaire important.' De nombreuses études montrent que la
contamination ne reste pas localisée au point de rejet:

- SHIARIS et al. (1987) trouvent des coliformes fécaux et entérocoques
fécaux jusqu’a 460m de I’émissaire.
- BONDE (1968) retrouve des coliformes jusqu’a 4 km de I’émissaire.
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- AYRES (1977), BRACEWELL et al. (1980), LOUTIT et LEWIS (1985)

détectent des coliformes jusqu’a 8 km du point de rejet.

- OMALLEY et al. (1982), numérent de fortes concentrations de
coliformes fécaux dans un rayon de 9 km autour de I’émissaire, la contamination fécale
s’étendant sur environ 1190 km?Z.

- BABINCHAK et al. (1977) montrent que la contamination du sédiment
s’étend jusqu’a 11 km au nord et 37 km au sud du point de rejet en fonction des

différents courants.

6) Survie d’E.coli

Le devenir d'un germe test tel qu’E.coli est intéressant par sa qualité de
témoin de contamination fécale.

Il est difficile d’interpréter les informations sur la survie des germes
indicateurs a partir d’études réalisées avec de I'eau et des sédiments d’origines diverses,
et des méthodologies variées: les études de survie dans le sédiment ont le plus souvent
impliqué l'utilisation de systémes statiques, des milieux de culture sélectifs, des
chambres de diffusion, des sacs de dialyse, des sédiments stériles, des systémes
d’agitation... Toutes ces variations expérimentales doivent entrer en considération pour
'interprétation des phénomeénes in situ.

La survie de E.coli dépend de facteurs physiques tels que la température de
eau, des rayonnements solaires et comme beaucoup d’autres bactéries, son adsorption
aux particules lui procure une protection (ROBERTS et al., 1974, FAUST et al., 1975,
ROPER et MARSHALL, 1974, KAPUCINSKI et MITCHELL, 1981).

GERBA et McLEODS (1976) ont étudié les compétitions de flore sur le
devenir de E.coli. Ils ont réalisé des expériences in vitro sur des sédiments prélevés dans
des zones polluées et des zones exemptes de tout rejet. Les essais sont réalisés en flacon
contenant soit de I'eau de mer seule , soit de ’eau de mer additionnée de sédiment.
Certains échantillons sont stérilisés, et les flacons sont agités avant chaque prélévement.



La meilleure survie d’E.coli est obtenue dans les flacons contenant du
sédiment: une croissance est méme observée en présence du sédiment provenant du site
le plus pollué (riche en matiére organique) malgré les compétitions de flore. Une forte
augmentation de la population est observée dans le sédiment stérile. Une expérience
réalisée sur les eaux de lavage du sédiment naturel ou apres stérilisation montre que la
stérilisation relargue des éléments nutritifs, ce qui explique la forte croissance de E.coli.
Dans I'eau la compétition avec la flore autochtone semble avoir plus d’'importance pour
E.coli bien que dans une eau chargée en matiére organique (provenant du site pollué) la
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persistance du germe soit un peu plus longue. Ces résultats montrent donc qu’E.coli est

capable d’utiliser les éléments nutritifs adsorbés sur les sédiments.

ROPER et MARSHALL (1979) ont également étudié le devenir d’E.coli en
chambre de survie: leurs résultats sont similaires. Ils ont montré notamment que lorsque
la salinité diminue il y 2 désorption de E.coli.

En tant que germe indicateur, la comparaison de sa survie dans le sédiment
avec celle d’autres germes pathogénes est intéressante. .

A des concentrations d’inoculation identiques, Salmonella typhimurium
persiste plus longtemps qu’E.coli (GUDDING et KRODGSTAD, 1975). En fait, dans
les féces la population d’E.coli est bien supérieure a celle de Salmonella typhimurium
c’est pourquoi il semble persister plus longtemps. Sa survie est, par ailleurs, supérieure a
celle de Salmonella newport et Salmonelle spp. (BURTON et al., 1987).

La survie de E.coli a été souvent comparée a celle des vibrios, germes de
I’environnement. Par exemple, LARSEN et WILLEBERG (1984) trouvent une bonne
corrélation de sa survie avec celle des souches de Vibrio anguillarum et algynolyticus.

Le temps et les conditions de survie de Vibrio cholerae ont souvent été
comparé avec la survie d’E.coli.

Des essais réalisés par GUTHRIE et SCOVILL (1984) ont montré que la
survie de Vibrio cholerae dans '’eau est de I'ordre de 10 jours alors qu’E.coli disparait
aprés 72h. Contrairement & E.coli, sa survie n’est pas augmentée par l’addition de
sédiments.



Des études comparatives en chambre de survie de Vibrio cholerae et E.coli
ont été réalisées en présence ou non de la flore autochtone (HOOD et NESS, 1981).
Diverses souches de Vibrio cholerae ont été testées (souches isolées de I'environnement,
de milieu hospitalier, serotype O1 et non O1): elles présentent la méme survie dans
I'eau que dans le sédiment. En milieu stérilisé, on observe une croissance qui peut étre
provoquée soit par le relarguage ou une modification de la mati¢re organique lors de la
stérilisation , ou par I'absence de compétition de flore. E.coli diminue rapidement dans
I'eau de mer mais survit trés bien dans le sédiment méme en présence de flores
compétitives.

Vibrio cholerae, constitue cependant un cas particulier: il est présent dans
I'eau et le sédiment 2 des salinités comprises entre 4 et 17g/1, équivalentes 2 celles d’'un
estuaire, indépendamment des saisons (SINGLETON et al,, 1982), mais surtout ce
germe a été isolé & partir d’eaux apparemment exemptes de contamination fécale
(COLWELL et al., 1981).

HOOD et NESS (1981), aprés avoir isolé ce germe & plusieurs reprises lors
d’études dans des estuaires, ont conclu que ce germe est un résident habituel de ces sites
et que sa présence n’est pas corrélée avec les populations de coliformes fécaux.

11 faut également tenir compte du fait que Vibrio cholerae comme E.coli ,est
souvent présent sous forme viable mais non cultivable (XU et al., 1982, GRIMES et al.
1986). Selon PEREZ-ROZAS et HAZEN (1988), lactivité de Vibrio cholerae est
affectée moins rapidement que celle de E.coli et il peut maintenir un taux d’activité
supérieur a celle d’E.coli sous certaines conditions telles que la présence de sédiment ou
de végétaux.

IV OBJECTIFS DU TRAVAIL

Ce bilan bibliographique nous a permis d’évaluer I'impact de I’eau de mer, le
role de 'adhésion aux particules et Pinfluence du sédiment sur le devenir des bactéries
en milieu marin.

Les nombreuses études réalisées montrent que la survie des bactéries de
contamination est importante dans le sédiment. En situation défavorable, 'adhésion et
la production de glycocalyx sont deux phénomeénes importants qui interviennent dans la
protection du micro-oragnisme mais également dans la nutrition par 'accumulation de
matiére organique.
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L'objectif principal de cette étude est de mettre en évidence le réle du
sédiment pour la survie des bactéries, principalement pour les bactéries de
contamination issues du tube digestif de 'homme ou des animaux a sang chaud.Pour
ceci nous avons réalisé deux types d’étude, in situ et in vitro.

L’expérimentation in situ a été réalisée grice 2 'IFREMER qui nous a
permis de participer & son étude sur la riviére de Morlaix.
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Les travaux réalisé par le département DERO EL sur le site de Morlaix |

entrent dans le cadre du programme "Rejets Urbains en Mer". Une station d’épuration
rejette ses effluents en amont de la riviere qui débouche sur une baie abritant des
installations conchylicoles. Les diverse campagnes ont pour but d’apprécier le transport
des germes apres rejet, leur survie et leur influence sur environnement estuarien.

Les expérimentations réalisées in vitro ont pour but d’analyser et d’expliquer
les phénoménes observés in situ.

Dans un premier temps, nous avons suivi les échanges eau/sédiment,
Pimportance de la structure du sédiment, le mode de contamination de I'eau. Une
attention particuliere a été portée sur le devenir des entérobactéries et des
entérocoques. '

Dans un second temps, nous avons étudié le devenir d’une souche d’E.coli. La
présence de ce germe dans I'environnement témoigne d’une contamination fécale et son
dénombrement fait partie des normes de qualité des eaux cétiéres et de baignade.

L’étude des paramétres conditionnant sa survie tels que le réle du matériel
particulaire, son mécanisme d’adhésion et V'influence des flores autochtones sur son
implantation permettra de mieux contrdler son devenir.
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C MATERIEL ET METHODES

I PRELEVEMENTS
1) Etude sur la riviére de Morlaix
Les campagnes de prélévement organisées par 'IFREMER se sont déroulées

dans lestuaire de MORLAIX de février 1986 & mars 1988. Les dates et les
caractéristiques des différentes campagnes sont données dans le tableau 2.

JOURS COEFFICIENT DEBIT DES RIVIERES

DE MAREE DE MORLAIX (m3/s)
19 février 86| 28-37 morte eau 3,77
25-26 février 86| 93-102 vive eau 2,99
) 2-3 juin 87| 45-43 morte eau 1,70
11-12 juin 87| 89-91 vive eau 1,50
14-15 octobre 87| 26-26 morte eau 6,76
23 octobre 87| 94-95 vive eau 3,07
16-17 mars 88| 97-104 vive eau 7,70
24-25 mars 88| 35-30 morte eau 5,54

Tableau 2: Dates et caractéristiques des différentes campagnes effectuées sur le site de
Morlaix.

Les prélévements d’eau ont été faits a pleine mer et basse mer a bord d'une
embarcation & I'aide de bouteilles stériles. Lorsque les conditions de manipulations
étaient impossibles (marée basse de vives eaux) les prélévements ont été réalisés de la
rive & 'aide de cannes & prélévements.

En ce qui concerne les prélévements de sédiments, ils ont été réalisés suivant
deux méthodes:

- dans les zones non découvrantes au cone Berthois

- dans les zones découvrantes , une annexe de bateau s’échouait sur la
vasie¢re. De cette maniére, les prélévements ont pu étre effectué directement dans des
boites stériles.
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L’échantillonnage a été réalisé sur la couche superficielle (1cm environ) et
trois réplicats par points ont été faits lors de la premiére campagne (février 1986) afin
d’évaluer la variabilité due & 'échantillonnage.

2) Etude sur les échanges eau/sédiment
Les prélévements sont effectués a St Malo a I’entrée du port.

Nous avons effectué 2 types de prélévements :

-4 lapelle: le sédiment est prélevé a I'aide d’une pelle sur environ 10cm de
profondeur. Il est ensuite placé dans un aquarium (35 x 23 x 25cm). Ce mode de
prélévement a été utilisé pour les études comparatives afin d’évaluer I'importance de la
structure de la vase, ainsi que pour les études sur le sédiment stérile.

- 2 aide d’un bac : nous avons mis au point un bac permettant de prélever le
- sédiment sans perturber la pellicule de surface. Cest un parallélépipéde en inox et
plexiglas d’'un volume de 601 environ (fig. 4). Le c6té en plexiglas est amovible et permet
le prélévement : le bac est introduit de biais dans le sédiment puis tiré parallélement a
la surface a I'aide des poignées. La hauteur de sédiment prélevée est d’environ 30cm et
les différentes stratifications sont conservées. Un systéme de vis permet de remettre en
place la face amovible, I’étanchéité du systéme étant assurée par un joint de caoutchouc
et du joint siliconé de type "Rubson". Avant chaque prélévement, le bac est
soigneusement nettoyé et lavé a I'alcool a 90°.

L’eau de mer est prélevée en bidon de plastique, nettoyé et lavé a I’alcool a
90°

Pour certaines expérimentations, la flore autochtone du sédiment doit étre
éliminée pour mettre en évidence la contamination die 2 I'eau surnageante. Le
sédiment est dans ce cas passé a autoclave pendant 1h 4 121°C.

Pour les études utilisant de ’eau de mer stérile, la stérilisation est obtenue
par passage sur membrane de 0,22um de pore. Pour les volumes importants (supérieur a
Slitres) les filtres utilisés sont des filtres SeitzR de 140mm de diamétre, et pour les
faibles volumes des filtres MilliporeR de 47mm de diamétre. On élimine ainsi toutes les
bactéries mais aussi les particules en suspension dans ’eau de mer.
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Des controles de stérilité par mise en culture d’échantillons d’eau ou de
sédiment sont éffectués avant la mise en oeuvre des expérimentations.Ces essais se sont
toujours révélés négatifs.

Lors de la mise en contact eau/sédiment, I'eau de mer est versée tres
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doucement le long d’une paroi du bac de fagon & éviter toute remise en suspension. Le

volume d’eau mis en place est identique au volume de sédiment présent dans le bac

(15litres environ).
L’expérimentation se déroule 2 18°C + /-3 au laboratoire.

3) Etude sur I'implantation d’une souche d’E.coli

Plutdt que d'utiliser une souche d’E.coli provenant de ’environnement pour
réaliser notre étude, nous avons sélectionné une souche d’origine humaine récemment
isolée d’une coproculture et dont la probabilité d’adaptation au milieu extérieur est
faible. Nous nous retrouvons ainsi davantage dans la situation d’'une souche rejetée par
une station d’épuration dans le milieu extérieur.

L’étude de l'implantation d’'une souche dans un environnement naturel
nécessite une méthode de sélection: la résistance aux antibiotiques est un moyen
largement utilisé a ce sujet (TEMPLE et al., 1980, SINCLAIR et ALEXANDER, 1984,
BURTON et al., 1987).

La souche que nous avons sélectionnée présente deux résistances a 'acide
nalidixique et a la rifampicine. Ces deux antibiotiques nous ont paru intéressants car la
grande majorité des souches d’E.coli isolées du milieu marin sont sensibles a ces
antibiotiques (MELIKECHI, communication personnelle, MUNRO et al, 1987).
D’autre part ces résistances offrent 'avantage d’étre d’origine chromosomique. Les
concentrations minimales inhibitrices usuelles sont de 2mg/1 pour I'acide nalidixique et
de 8mg/1 pour la rifampicine.

Pour obtenir des niveaux de résistance élevé pour la souche sélectionnée
nous avons utilisé la technique de SZYBALSKI et BRYSON (1952).



Le principe consiste & couler dans une boite de pétri une gélose fondue dans
laquelle a été incorporé un antibiotique et laisser solidifier en position inclinée. Le
niveau horizontal est ensuite rétabli avec de la gélose dépourvue d’antibiotique.
L’antibiotique de la couche inférieure diffuse vers la couche supérieure en déterminant
un gradient de concentration étalé selon un diamétre de la boite. Ce gradiant varie, en
principe, de 0 A la concentration dans la couche inférieure suivant une progression
arithmétique. Par repiquage successif des colonies situées sur les parties les plus
concentrées en antibiotique, on peut augmenter le niveau de résistance d’'une souche.

La concentration des deux antibiotiques permettant une bonne croissance de
la souche étudiée a été déterminée a4 84 mg/l pour la rifampicine et 100mg/l pour
'acide nalidixique.

Des essais sur la souche aprés séjour dans I’eau de mer n’ont pas montré de
variations. D’autre part, 2 chaque prélévement d’eau et de sédiment, des contrdles sont
effectués pour vérifier qu’aucune bactérie ne se développe sur le milieu de Drigalski
enrichi avec ces deux antibiotiques et incubée a 42°C. Ces contrdles se sont toujours
révélés négatifs.

L’étude de limplantation est réalisée dans le systéme expérimental
précédemment utilisé, ce qui nous a permis d’apprécier I'impact des flores du sédiment
ou de ’eau sur le devenir de la souche.

Aprés une culture de 24h en bouillon Trypticase soja, la souche est récupérée
par centrifugation . Le culot est lavé 3 fois en eau physiologique stérile, puis mis en
suspension dans de ’eau de mer stérile.

Lorsque la contamination du syst¢me est réalisée par 'eau de mer, la
suspension est diluée dans le volume d’eau de mer total nécessaire a 'expérimentation
puis cette eau est mise en contact avec le sédiment.

Lorsque la contamination est réalisée par le sédiment, la suspension initiale
est diluée dans 1 litre d’eau de mer stérile et versée sur le sédiment. Le systéme est agité
pendant 5 minutes de fagon & bien remettre en suspension la couche superficielle du
sédiment. Aprés une décantation de 18h, I'eau surnageante est aspirée et 'eau de mer
est versée sur le sédiment.
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Lors de l'étude du réle du matériel particulaire sur la survie d’E.coli, la
souche utilisée est la souche entérotoxique H10407 isolée par EVANS et al.(1977) et
aimablement fournie par le Professeur Joly (Clermont-Ferrand).

II ECHANTILLONNAGE ET NUMERATIONS
BACTERIENNES

1) Echantillonnage

Lors des tests in vitro, les échantillons sont prélevés tous les jours en début
d’expérimentation puis tous les 2 ou 3 jours pendant 10 jours.

Les prélévements sont effectués en surface et en profondeur, a la pipette
stérile pour I'eau, et par carottage pour le sédiment.

Les sédiments sont pesés, dilués en eau additionnée de chlorure de sodium &
9g/1. Les dilutions de ’eau se font dans les mémes conditions.

Les numérations sont effectuées sur milieux solides aprés dilution et
étalement au rateau, ou par filtration sur membrane de 0,22um de pore pour les
volumes importants d’eau. Pour chaque échantillon et chaque milieu deux dilutions sont
ensemencées (fig.5).

La détermination, pour les études in situ, de la salinité, des teneurs en
mati¢re organique et mati¢res en suspension sont réalisées par 'IFREMER .

2) Filtrations différentielles.

la technique des filtrations différentielles a été réalisée lors des études in
vitro sur les prélévements d’eau, afin de mettre en évidence la flore associée au matériel
particulaire et les populations de bactéries libres.

L’échantillon ou une dilution de I’échantillon est passé une premiére fois sur
une membrane filtrante de 3um de pores. Le filtrat recueilli dans une fiole stérile est
ensuite passé sur un filtre de porosité de 0,22um. Lorsque la filtration sur 3um d’une
dilution de I’échantillon est nécessaire (eau chargée), un aliquot de I’échantillon est
refiltré indépendamment sur un filtre de 3um pour la seconde filtration sur 0,22um.

24



Désirant mettre en évidence les bactéries libres et les bactéries liées aux
particules, nous avons choisi une porosité de 3um. En effet la taille de la majorité des
bactéries varie entre 0,22um et 3um, et en milieu marin, les bactéries d’origine
tellurique sont stressées et adoptent des formes naines (DAWSON et al.,1981,
MORITA, 1982, KIELLEBERG et HERMANSSSON, 1984).

En milieu naturel le pourcentage de particules inférieures & 3um est faible
(les dénombrements effectués n’excluant pas les corps bactériens). La colonisation de
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ces particules par les bactéries leur procure peu d’avantages( faible concentration en

nutriment, faible protection ...).

Cette porosité de 3um a également été choisie par de nombreux auteurs tels
que: SOROKIN (1971), DERENBACH et WILLIAMS (1974), GOULDER (1977),
PALUMBO et al. (1984), IRIBERRI et al., (1987).

La culture des filtres de porosité de 3um met en évidence les particules
colonisées et les amas bactériens. L’impossibilité de connaitre le degré de colonisation
d’'une particule qui varie selon la taille, la nature , la structure, mais qui dépend
également des espéces bactériennes présentes nous permet uniquement une évaluation
de la population de bactéries adhérentes.

GOULDER, (1977), suppose que le nombre de bactéries sur les faces
cachées des particules est égal au nombre compté sur la face supérieure et les résultats
qu’il exprime correspondent aux numérations effectuées multipliées par un facteur 2.

Dans le cas d’'une eau fortement chargée en matiére en suspension, un
colmatage du filtre peut entrainer une rétention des particules inférieures a2 3um. Au
cours de nos expérimentations nous n’avons jamais rencontré ce probléme.

3) Milieux de cultures utilisés

Dans le but d’individualiser les caractéres de croissance des bactéries, nous
avons utilisé des milieux & des températures d’incubation et des salinités différentes.
Certains milieux sont préparés 2 partir d’eau de mer naturelle prélevée A Saint-Malo. La
préparation s’effectue dans les mémes conditions que lors de I'utilisation d’eau distillée.

La stérilité du milieu est assurée par autoclavage pendant 20min a 121°C.



* gélose Trypticase (BIO-MERIEUX)

- préparé a partir d’eau distillée, ce milieu est incubé 24h a 37°C.

- préparé 2 partir d’eau de mer, la concentration finale en chlorure de sodium
est de 40g/1, I'incubation se fait alors pendant 48h a 25°C.

Ces 2 milieux hautement nutritifs et non sélectifs permettent une croissance
abondante de la plupart des germes aérobies ou aéro-anaérobies. La concentration de
40g/1 en chlorure de sodium et surtout I'incubation & 25°C favorisent le développement
des bactéries halotolérantes.

* milieu de Drigalski (L.P.P.)
Ce milieu est sélectif des bacilles gram négatif par la présence de cristal

violet. On différencie 2 types de bactéries : des colonies jaunes lactoses + correspondant
aux bactéries utilisant le lactose et des colonies bleues ou vertes lactose - n’utilisant pas
le lactose. Ce milieu est incubé:

-24h a4 37°C, numérations des colonies lactoses +

- 24h A 42°C, numérations des colonies lactoses +. L’incubation a cette
température permet aux bactéries de contamination stressées par leur séjour en milieu
hostile un meilleur développement qu’a 44,5°C. Par contre la température de 42°C
permet d’inhiber la croissance de nombreux germes d’origine marine. Les études
réalisées au laboratoire sur la rade de Brest ont montré qu’a cette température on isole
un grand nombre de bactéries d’origine fécale.

- ce méme milieu préparé & partir d’eau de mer (concentration finale de
40g/1 en chlorure de sodium) et incubé a 25°C permet d’évaluer la flore correspondantes
aux bacilles gram négatif halotolérants .

* milieu de Slanetz (A.E.S.)
Incubation de 24 h 4 48 h 4 37°C, isolement des entérocoques.

* milieu de TCBS (DIFCO)
Incubation 24 h & 37°C. La numération des colonies utilisant le saccharose
(colonies jaunes) permet de numérer les vibrions. Le choix de cette température

d’incubation permet de favoriser la croissance des vibrions au detriement des autres
bactéries d’origine marine (DUPRAY et CORMIER, 1983).

* bouillon Tryticase soja (BIO MERIEUX)
Ce bouillon est utilisé pour la culture de la souche d’E.coli pendant 24h a
37°C.
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4) Numération et identification

Aprés incubation, les colonies sont dénombrées sur chaque boite. Les
résultats sont exprimés en nombre d’unité formant colonies (UFC) pour 100ml d’eau ou
100g de poids humide de sédiment.

Des identifications ont été réalisées A partir des différents milieux : les
colonies les plus représentatives sont isolées sur gélose trypticase douce ou salée selon le
milieu de départ. Aprés détermination du gram, du type respiratoire et de I'oxydase, -
identification est effectuée sur galerie :

- API 20E : pour les bacilles & gram négatif aéro-anaérobies, test portant sur
21 caractéres biochimiques (réactions enzymatiques et fermentation de sucres).

- API 20NE : pour les bacilles & gram négatif, aérobies stricts, test regroupant
des réactions enzymatiques et I'utilisation de substrats carbonés (auxanogramme).

Cocci et bacilles & gram positif ne sont identifiés que jusqu’au genre sans
précision de 'espéce.

5) Numération par I'orange d’acridine

La technique de coloration par l'orange d’acridine, composé fluorescent,
permet de numérer les germes totaux dans un prélévement. Il n’y a aucune spécificité:
tous les germes viables ou non, cultivables ou non sont comptés. La technique utilisée
est celle de HOBBIE et al. (1977).

Les numérations sont réalisées sur des filtres polycarbonates de 0,22um de
diameétre de pores (NucleporeR). Les filtres sont préalablement immergés dans une
solution de noir d’Irgalan (2g/1 d’acide acétique a 2%) pendant au moins 10 minutes. Ils
sont ensuite rincés dans de I'eau distillée stérilisée par filtration sur membrane de
0,22um de pores. Le prélévement est filtré puis recouvert de 3 ml de solution d’acridine
orange 4 0,01% et laissé en contact pendant 2 minutes. L'orange d’acridine est ensuite
éliminée et le filtre est rincé 4 I'eau distillée filtrée

Le filtre est monté sur lame et examiné au microscope sous lumiére UV au
grossissement 100 sous immersion. Pour la numération, la répartition des germes sur le
filtre doit étre homogéne. Dix champs choisis au hasard et contenant de 20 a 50
bactéries chacun doivent étre dénombré, soit un total d’environ 300 bactéries.
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La moyenne de bactéries par champ multiplié par un coefficient permet
d’obtenir le nombre de bactéries par ml ou mm?2.

Dans le cas d’'une eau passée sur un filtre NucleporeR de 47 mm de diametre
le coefficient est 2,93.10° (un champ = 64.10°% mm2).

Lors des numérations sur lames de verre, le nombre de bactéries est calculé

pour une surface de 1mm? soit un coefficient de 156,25.
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I ADHESION D’UNE SOUCHE D’E_COLI SUR 'SEDIMENTS'

ARTIFICIELS

Quel est le réle du matériel particulaire sur la survie d’une souche d’E.coli?

Pour apprécier I'importance du matériel particulaire, nous avons voulu
étudier la survie d’une souche d’E.coli en présence de particules avec addition ou non
d’une source d’énergie.

Des études préliminaires portant sur le choix des particules, de la source
d’énergie et I'importance de I'inoculum bactérien ont été nécessaire.

1) Matériel particulaire

Notre choix a été guidé par la dimension des particules et leur possibilité
d’entrer dans la composition d’un sédiment naturel cétier. nous avons ainsi sélectionné:

- sable de mer, purifié¢ a I'acide et calciné, diameétre moyen 100-300xm
(MERCK).

- sable de Fontainebleau, purifié a Pacide et calciné , diamétre moyen 150-
210um (MERCK).

- bentonite, diamétre moyen 80um (SERVA).

- carbonate de calcium, diamétre moyen <45um (PROLABO).

- mica, diamétre moyen 10-4Opm (PROLABO).

Avant utilisation, les sédiments sont pesés (50g) puis stérilisés a Pautoclave
(121° pendant 20 minutes).



2) Source de carbone et d’énergie

L’étude bibliographique a conduit & sélectionner dans un premier temps 2
produits:

- glucose (solution 2 10%)

- albumine bovine (solution a 1%)

puis, par la suite un troisi¢me:

- caséine (solution a 2%).
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Les sédiments stériles (S0g) sont placé dans une solution stérile de sucre ou

de protéine (20ml) et agité pendant 1min. Aprés un contact de 48h, le surnageant est
éliminé et le sédiment est séché a I'étuve a 50°C pendant 18h.

Apres cette préparation des sédiments, la stérilité est testée par mise en
culture d’'un aliquot. Ces tests se sont toujours révélés négatifs.

3) Mesure du taux de sucre et de protéine
a) mesure du taux de sucre

Le taux de glucose est déterminée par la technique de la glucose oxydase
(BOEHRINGER). La lecture est faite au spectrophotométre 2 S00nm par la technique
du point final, la concentration de I’échantillon est donnée par le rapport a un standard.

b) mesure du taux de protéine

La technique utilisée est celle de Lowry modifiée (BROTHERTON et al.,
1976).

Les échantillons de sédiment (SOOmg ou 50mg) sont repris par O,2ml de
soude 1IN et incubé pendant 1h a 30°C. Aprés addition du réactif cuivreux (2ml),
I’échantillon est de nouveau incubé 1/2h a 30°C. On réalise parallélement une gamme
d’étalonnage. L’adsorption est lue au spectrophotométre & 750 nm.
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4) Expérience A

31

La souche d’E.coli est mise en culture en bouillon Trypticase soja pendant .

24h 2 37°C. Le culot est récupéré par centrifugation (5 minutes 4 3000tours/minute),
lavé 3 fois & 'eau additionnée en chlorure de sodium & 9%, puis mis en suspension dans
I'eau de mer filtrée stérilement. Cette eau de mer est alors mise en contact avec les
différents sédiments.

Pour chaque type de particules, SOg de matériel non enrichi , 5Og de
matériel avec de I'albumine bovine et 5Og avec du glucose sont placé en contact avec la
suspension bactérienne en eau de mer a 107UFC/ 100ml. Le devenir de la souche
bactérienne dans I’eau de mer est suivi dans un flacon témoin sans addition de matériel
particulaire.

L’expérimentation se déroule sur 12 jours a température du laboratoire
(16°C+ /-3). Pendant tout ce temps les flacons ne sont pas agités.

Des prélévements sont effectués aprés 1,2,3,5,7,9,12 jours de contact. Les
prélévements de sédiment ne sont pas lavés.

La culture est réalisée sur milieu de Drigalski incubé a 37°C pendant 24h. La
pureté de 'ensemencement permet de contrdler I'absence de contamination dans le
flacon.

Les résultats montrent que la croissance est importante (augmentation de 10
a 100 fois de I'inoculum de départ), rapide (ces résultats sont obtenus aprés 24h)
(fig.6). Dans les flacons témoins du carbonate de calcium, bentonite et sable de
Fontainebleau, les numérations sont proches de 107UFC/ 100g ou 100ml. Les
numérations restent stables pendant ’expérimentation.

L’évolution des populations de I'eau et du sédiment dans les différents
flacons sont semblables et l'influence de I'addition au niveau du sédiment d’albumine
bovine ou du glucose est nulle. Deux hypothéses pourraient expliquer ce phénoméne:
d’une part la solubilisation de I'albumine bovine ou du glucose dans I’eau surnageante et
d’autre part la forte densité de bactéries devenant elle-méme le substrat nécessaire 3 la
survie de la population.
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Fig.7: Tests préliminaires, expérience B.

Evolution de la population bactérienne dans 'eau (®) et dans le sédiment (m). dans les
flacons additionné d’albumine bovine (===), de glucose (. « < ) et témoins (= ).
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Le sable de Fontainebleau présente une évolution différente. Dans le flacon
témoin (c’est 4 dire n’ayant regu aucun enrichissement) la population diminue puis apres
9 jours se multiplie de nouveau. Aucun élément de P'expérimentation ne permet
d’apporter d’explications & ce phénomeénes pour le moment.

Dans les flacons témoins eau de mer avec glucose ou albumine bovine, aprés
une croissance pendant la premiére journée la souche décroit 1égeérement puis la
croissance reprend. Ce déclin est plus marqué dans ’eau de mer sans albumine-bovine
ni glucose.

5) Expérience B

Nous avons renouvelé I'expérience avec un inoculum plus faible (5.104
UFC/100ml). Un prélévement est effectué immédiatement aprés que I'eau de mer soit
mise en contact avec le sédiment.

Dans 'eau, les numérations correspondent & I'inoculum de départ, tandis que
dans le sédiment la contamination varie de 1 2 3.103 UFC/100g dans les différents
flacons (fig.7).
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Aprés 24h de contact, dans tous les flacons la croissance au niveau du

sédiment est importante. Par exemple, sur la bentonite ou le sable de mer, la population
croit de 103 2 5.10° UFC/100g. -

Cette croissance se poursuit et une semaine apreés le début de
I'expérimentation les populations dans les flacons avec protéine ou sucre sont d’environ
108UFC/ 100ml ou 100g. Dans les flacons témoins la croissance est plus modérée,
jusqu'a 106UFC/ 100ml ou 100g, sauf pour le sable de Fontainebleau dont la population
dans le sédiment atteint 108UFC/ 100g. Pour le carbonate de calcium, le sable de mer et
le sable de Fontainebleau, la population de I’eau survit mais ne se multiplie pas.

Pour expliquer ces fortes croissance, nous pouvons reprendre les 2
hypothéses avancées précédemment (solubilisation de la source d’enrichissement et
densité bactérienne trop élevée). Les mesures des concentrations de glucose confirme
cette solubilisation (cf tab.3). En fin d’expérimentation, la concentration de glucose est
méme supérieure 3 celle du sédiment.



Jour| Matériel particulaire Concentration en glucose
eau (mg/ml) sédiment (mg/9)

0 Bentonite 0 28,2
Sable de fontainebleau o] 24,8
Sable de mer 0 30,0
Mica 0 48,0
Carbonate de calcium 0 15,2
Eau de mer témoin 0,6 C-

9 Bentonite 6,1 16,2
Sable de fontainebleau 10,0 1,5
Sable de mer 13,5 6,4
Mica 38,2 11,2
Carbonate de calcium 14,0 4,4
Eau de mer témoin 0,29 -

Tableau 3: Mesure des concentrations de glucose -expérience B.

Cette solubilisation élevée du glucose nous a conduit & abandonner cette
source d’enrichissement.

6) Expérience C

Les résultats obtenus jusqu'a présent présentent des ressemblances dans
I’évolution des différentes particules.
L’examen de leur granulométrie permet de les classer en 2 groupes:
- particules <100Oum: bentonite (80pm)
carbonate de calcium (<45um)
mica (10-40pm)
- particules >100um: sable de mer (100-300m)
sable de fontainebleau (150-210m)

Nous avons choisi un type de particules parmi chaque groupe:
- le carbonate de calcium (particules fines)
- le sable de mer ( grosses particules anguleuses)
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D’autre part, ces premiéres expérimentations ne mettant pas en évidence de
différence dans le devenir de la souche entre I’eau et le sédiment, nous avons essayé de
trouver dans les publications sur ce sujet une explication & notre probléme. Cest ainsi
que nous nous sommes apercu que MEADOWS (1971) et FLETCHER (1975) montrent
que I’albumine bovine diminue 'adhésion par action sur la surface de la bactérie. Ce
mécanisme, selon les auteurs, résulterait de I'adsorption ou de la réaction avec les
polysaccharides extracellulaire bactérien.

Notre nouvelle option s’est alors portée sur la caséine, favorisant 'adhésion
des bactéries sur des plaques de verre (MEADOWS, 1971).

Un nouvel essai a donc été réalisé avec le carbonate de calcium et le sable de
mer et, comme source d’énergie et de carbone, la caséine.

* Dosage de la caséine,

Jour| Matériel particulaire Concentration en caséine
eau (mg/ml) sédiment (mg/qg)
0] Sable de mer 0 0,64
Carbonate de calcium 0 7,20
11 Sable de mer 0,14 0,12
Carbonate de calcium 0,16 2,12

La solubilisation de la caséine a partir du sable est importante: aprés 11 jours
de contact, la concentration de ’eau est la méme que celle des particules. Par contre sur
le carbonate de calcium, la concentration au niveau des particules reste trés supérieure 2
celle de 'ean

Pendant 'expérimentation, la caséine est consommée aussi bien dans le sable
de mer que dans le carbonate de calcium.
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2 Résultats

Sur le carbonate de calcium avec caséine, la souche se multiplie dans I’eau et
sur les particules. La croissance est particuliérement importante au niveau du sédiment:
en 24h la population est multipliée par un facteur 1000 (fig.8).

Aprés 3 jours, la population de 'eau diminue tandis que celle du sédiment
poursuit sa croissance. La différence, obtenue en fin d’expérimentation, est de I'ordre de
100. '

Dans le flacon témoin, la souche reste stable dans I'eau et se multiplie dans
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le sédiment mais de fagon plus lente que dans le flacon avec caséine. L’écart entre les -

populations de I'eau et du sédiment aprés 11 jours de contact, est de 1000.

Sur le sable, I'évolution est sensiblement identique. Dans le flacon avec
caséine, la croissance est rapide et importante au niveau du sédiment. La population de
’eau se stabilise apres 72h.

Dans le flacon témoin, la croissance dans le sédiment s’étend sur 6 jours.

Dans tous les cas, les populations obtenues en fin d’expérimentation au
niveau du sédiment sont au moins 10 fois supérieures a celles de I’eau surnageante.

La souche implantée dans 'eau de mer seule se multiplie pendant 24h puis
survit.

7) Etablissement du protocole

Afin d’éviter la phase de multiplication de la souche observée pendant les 24
premieres heures, 'ensemencement de 'eau de mer est réalisé 48h avant la mise en
oeuvre de I'expérimentation.

Carbonate de calcium et sable de mer (50g) aprés stérilisation, sont mis en
contact avec 20ml d’une solution de caséine a 2%, agité violemment pendant 1minute
puis laissé 48h. Le surnageant est alors éliminé et les sédiments sont rincés 10 fois 2
I'eau distillée stérile.

Des mesures de la quantité de caséine relarguée dans les eaux de ringage
montrent qu’aprés le sixiéme lavage, les concentrations sont négligeables.

Les sédiments sont séchés pendant 18h 4 I'étuve 2 50°C.

L’eau de mer contenant la souche d’E.coli (concentration d’environ 104

UFC/100ml) est alors mise en contact avec les sédiments (100ml) dans des flacons de
verre fermés.



Pour chaque sédiment, un flacon témoin, c’est a dire sans caséine, est
également ensemencé.

Le suivi de la souche bactérienne dans ’eau de mer s’effectue dans un flacon
sans addition de matériel particulaire.

Les flacons sont laissés pendant 10 jours a la température du laboratoire (15-
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18°C) A Tobscurité. Des prélévements sont effectués régulierement et incubés a 37°C

aprés étalement sur gélose Drigalski. A aucun moment de I'expérimentation les flacons
ne sont agités.

Ce protocole sera utilisé pour étudier 'influence des particules sur la survie
de la souche d’E.coli.

I1. ADHESION SUR LAMES DE VERRE

Par quel mécanisme la souche d’E.coli adhére t-elle?
Pour apprécier le mode d’adhésion nous avons voulu décrocher les bactéries
adhérentes par divers produits chimiques.

Le but de cette étude préliminaire est d’obtenir des bactéries adhérentes sur
un support permettant de tester les réactifs et un dénombrement bactérien facile.

L’adhésion sur les lames de verre pour préparation microscopique nous a
semblé convenable, la lecture pouvant se faire directement sur le support par coloration
a 'orange d’acridine.

Nous avons fait varier la concentration de la suspension bactérienne, le mode
de préparation des lames ainsi que le temps d'immersion de la lame dans la suspension
bactérienne de fagon A obtenir une densité de bactéries adhérentes suffisante pour
apprécier les diminutions causées par les produits susceptibles de rompre les liaisons
d’adhérence de la souche.

Tous les essais sont réalisés en double, les résultats présentés constituants la
moyenne des 2 numérations obtenues.



Une culture en bouillon Trypticase soja incubée pendant 24h & 37°C, de la
souche d’E.coli est centrifugée. FLETCHER et PRINGLE (1983) ayant montré que le
simple lavage des bactéries peut modifier les capacités d’adhésion en éliminant des
composants pariétaux, le culot est repris directement et mis en suspension dans de 'eau
de mer naturelle stérilisée par filtration sur membrane de 0,22um de pore.

Les lames sont stérilisées & I'autoclave (121°C pendant 20min) ou traitées
chimiquement puis immergées dans la suspension bactérienne de 15minutes & 24h. Elles
sont ensuite séchées et colorées.

1) Choix de la concentration de la suspension bactérienne.

Des essais sont réalisés sur des lames stérilisées a 'autoclave avec différentes
concentrations de la souche dans I'eau de mer. Les numérations obtenues sont les

suivantes:
suspension bactérienne .
(bactéries/ml) 2,5 10° 3,4 10° 2,2 107
lame 1
(bactéries/mm?) 8,0 10 8,0 102 1,4 103

Le nombre de bactéries adhérentes sur la lame est proportionnel a la
concentration de la suspension bactérienne, le dénombrement des lames se faisant au
microscope aprés coloration par 'orange d’acridine il faut respecter un seuil minimal de
densité bactérienne. Par exemple, 8,0.10! bactéries / mm? correspond & 1/2 bactéries par
champ de microscope. Notre désir étant de mettre en évidence un décrochement des
bactéries une densité minimale de 1000bactéries/mm2 doit étre atteinte d’ou une

suspension de 107bactéries/ml.
2) Influence du lavage de la lame.
Les conditions expérimentales sont identiques & I’expérimentation

précédente mais des lavages sont effectués en eau distillée filtrée, sur un agitateur
rotatif pendant 2 ou 5 minutes. Le dénombrement est ensuite effectué.
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suspension bactérienne

(bactéries/ml) 6,9 107 1,3 107 1,0 107

lame (bactéries/mm2 ) 3 2 5
non lavée 2,8 102 8,9 102 1,2 102
lavée 2 min 5,6 10 2,4 102 1,4 102
lavée 5 min 2,8 102 3,5 10 2,0 10

Comme nous 'avons vu lors de ’étude bibliographique, I’adhésion se déroule
en deux étapes, réversible et irréversible.Le lavage permet d’éliminer les bactéries qui
sont dans la premiére phase de I'adhésion.

Bien qu’il n’y ait pas de différence significative entre les deux temps de
lavage, nous avons sélectionné le temps de lavage de 5 minutes.

3) Variations du temps de contact
Les lames sont immergées dans la suspension bactérienne pendant des temps

variant de 15min a 48h. Des lames prélevées réguliérement sont dénombrées
directement et aprés lavage de Smin.

suspension temps d'immersion lame
bactérienne non lavée lavé% Smin
(bactéries/ml) (heures) (bactéries/mm“)

9.0 10° 0,15 3,8 102 3,1 10l
"ooom 0,30 9,2 102 6,2 10t
"ooow 1 2,9 103 3,7 10%
"o 1,30 1,5 103 6,2 101
noow 2 3,5 103 1,0 10°
noow 3 3,5 103 2,7 102

1,1 10’/ 24 8,3 1073 3,3 102

Nos résultats montrent qu’aprés 2h de contact on obtient 10 fois plus de
bactéries adhérentes qu’aprés 0,15h. Pour une immersion de 24h, la population de
bactéries adhérentes est multipliée par 3. Ces résultats sont en accord avec ceux de
FLETCHER (1977,1979) et HUMPHRIES et al.(1987): plus le temps alloué 2
'attachement est long, plus le nombre de bactéries adhérentes est élevé,
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4) Mode de préparation des lames

Certains auteurs (DANIELSSON, 1977, ALLISON et SUTHERLAND,
1984) préconisent le lavage par P'acide sulfurique ou un détergent afin de mieux
préparer la surface de la lame de verre. Nous avons testé 3 types de préparation des
lames:

- acide sulfurique (IN): les lames sont immergées pendant 1h dans un bain
d’acide puis rincées 20 fois a 'eau distillée stérile sous agitation magnétique.
- Teepol: les lames sont immergés pendant 1h dans une solution a 10%
puis rincées 20 fois & I'eau distillée stérile sous agitation magnétique.

Ces lames, aprés traitement par I'acide ou le Teepol sont plongées dans un
bain d’alcool puis flambées extemporanément avant la mise en oeuvre de
I'expérimentation.

- autoclave: les lames sont stérilisées comme lors des précédents essais
c’est 2 dire pendant 20 minutes & 121°C,

Les lames sont ensuite immergées 2h et 24h en contact avec la suspension
bactérienne:

* Lames préparées par autoclavage:

Temps suspension lame
immersion bactérienne non lavée lavée_5min.
(bactéries/ml) (bactéries/mm*“)
2h 4,6 108 1,0 103 9,3 10}
24h 8,9 10’/ 2,7 103 1,0 103

* Lames préparées par traitement 2 I’acide:

Temps suspension lame
immersion bactérienne non lavée lavée_5min.
(bactéries/ml) (bactéries/mm“)
2h 4,6 103 1,3 102 5,3 103
24h 8,9 10 1,3 10 5,2 102
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* Lames préparées par traitement au détergent;

Temps suspension lame
immersion bactérienne non lavée lavée 5min,.
(bactéries/ml) (bactéries/mmz)
2h 4,6 10° 1,6 103 7,7 103
24h 8,9 10’ 7,7 10 2,5 103

Aprés 2h d’immersion, sur les lames brutes les 3 modes de préparation
donnent les mémes résultats. Aprés lavage, les lames traitées par P’acide ou le détergent

ont une densité bactérienne S fois supérieure 2 celles traitées par autoclavage.

Aprés 24h d’'immersion, les différences sur les lames brutes sont importantes:
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les densités bactériennes sur les lames traitées par I'acide sont 10 fois supérieures a

celles autoclavées. Aprés lavage, les différences s’atténuent mais on obtient sur les
lames préparées par le détergent ou l'acide des populations de 3 & 5 fois plus élevées

que sur celles préparées par autoclavage.

5) Influence de I’état physiologique des bactéries

Nous avons comparé les populations obtenues sur des lames immergées
pendant 2h soit dans une suspension fraiche d’E.coli ou dans une suspension de 48h.

* lames immergées dans une suspension fraiche de la souche:
suspension bactérienne: 4,6.100bactéries /ml

lames préparées_par: autoclave acide détergent
(bactéries/mm<)

non lavée 1,0 103 1,3 103 1,6 103

lavée 5min. 9,3 101 5,3 102 4,0 102
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* Lames immergées dans une suspension de 48h de la souche;:

suspension bactérienne: 2,6.10%bactéries /ml

lames préparées_par: autoclave acide détergent
(bactéries/mm*“)
. 1 2 2
non lavée 5,0 10o 3,0 102 3,4 102
lavée 5min. 9,4 10 1,5 10 1,5 10

Ces résultats montrent une diminution de l’adhérence de la souche
lorsqu’elle est depuis 48h dans I'eau.

Les lames préparées par traitement a I'acide ou au détergent permettent une
meilleure adhésion de la souche d’E.coli par rapport aux lames préparées par
autoclavage. Pour la suite de notre étude nous utiliserons des lames préparées par le
Teepol comme le préconise par ailleurs DANIELSON et al. (1977).

6) Influence du temps d’immersion

Nous avons renouvelé I'expérience sur la variation du temps de contact avec
les lames préparées par le détergent.

suspension temps d'immersion lame
bactérienne non lavée lavég 5min
(bactéries/ml) (heures) (bactéries/mm“)
2,8 106 0,30 1,4 102 2,8 10!

" " 1 7,0 102

" " 1,30 5,4 102 3,8 102

" " 2 6,2 102 5,2 102
2,0 10% 24 1,1 103 1,0 103
2,7 10° 48 4,5 103 2,4 103

Apres 1/2h d’immersion de la lame dans la suspension bactérienne, peu de
bactéries adhérent et I'adhésion est relativement faible puisque le lavage élimine 80%
des bactéries. Apres 1,30h d’immersion, la perte due au lavage de la lame est plus faible
(29%) et diminue encore aprés 2h d’immersion (16%).



Un contact étendu a 24h permet d’augmenter le nombre de bactéries
adhérentes (environ S00bactéries/ mm2), la perte par le lavage reste minime. Aprés 48h
le nombre de bactéries adhérentes est sensiblement le méme.

7) Influence de I'agitation

Les lames sont immergées pendant 2h dans la suspension d’E.coli.
L’incubation de la moitié des lames est faite sans agitation tandis que 'autre moitié des
lames est placée sur un agitateur rotatif. Les lames sont lavées pendant 5 minutes avant
d’étre colorées. '

suspension bactérienne lames
sans agitation avec Sgitation
(bactéries/ml) (bactéries/mm<“)
3,0 10° 6,8 102 3,9 101

La différence obtenue est importante: I’agitation inhibe 94% de ’adhésion.
Ces résultats sont en accord avec ceux de FLETCHER (1979) qui montrent que
’agitation de bactéries mobiles n’augmentent pas le taux d’adhésion. STANLEY (1983)
montre une diminution de 90% de I'adhésion lorsque les flagelles sont éliminés par
agitation.

8) Etablissement du protocole

Le protocole final est le suivant:

- un bouillon Trypticase soja de 24h de la souche d’E.coli est centrifugé puis
remis en suspension dans de I’eau de mer filtrée sur membrane de 0,22um de pores. La
concentration finale est de 'ordre de 1.107 bactéries/ml.

- les lames sont lavées pendant 1h sous agitation magnétique dans une
solution de Teepol a4 10%. Apres 20 ringages en eau distillée stérile, elles sont plongées
dans un bain d’alcool puis flambées. Cette derniére étape est réalisée extemporanément
a la mise en oeuvre de I'expérimentation.



- les lames sont immergées pendant 2h ou 24h dans la suspension bactérienne
a température ambiante. Ces lames sont ensuite lavées pendant Sminutes en eau
distillée stérile filtrée sur un agitateur de rotatif.

Ces lames serviront & étudier le mode d’adhésion de la souche d’E.coli: elles
sont immergées pendant 1h dans des solutions de produits susceptibles de rompre les
liaisons d’adhérence puis séchées et colorées par I'orange d’acridine avant numération.
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E ETUDE SUR LA RIVIERE DE MORLAIX

I PRESENTATION DU SITE D’ETUDE.

L’étude sur le site de Morlaix réalisée par 'IFREMER dans le cadre du
programme "Rejets Urbains en Mer" comporte trois principaux objectifs:

- déterminer les processus qui gouvernent en zomne cOtiere le transport
physique et les transformations physico-chimiques ou biologiques des contaminants issus
des rejets urbains.

- évaluer les effets sur 'environnement c6tier des contaminants majeurs émis
par les rejets urbains

- identifier les axes possibles d’amélioration des technologies d’épuration et
de rejets, spécifiques au milieu littoral.

Deux sites jugés suffisamment représentatifs ont été retenus:
- Toulon est: rejet en mer par émissaire a -44m des effluents urbains
provenant d’une station d’épuration physico-chimique
- Morlaix: rejet en téte d’estuaire des effluents d’une station d’épuration
biologique a boues activées.

Les études sur le site de Morlaix ont été réalisées par le département
DERO/EL de I'IFREMER qui nous a permis de participer aux campagnes de
prélévement et aux traitements des échantillons de bactériologie.

L’estuaire de Morlaix comporte 2 parties:

- la riviére maritime de Morlaix

- une baie, prolongeant la riviére jusqu’a la pointe de Penn al Lann, limite
aval de I’étude (fig.9).
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La riviére maritime de Morlaix, limitée en amont par un bassin a flot est
situé a la confluence de deux cours d’eau, le Jarlot et le Queffleu, qui drainent un bassin

versant de 19 1km2.

La riviere, longue de 5,5km s’écoule depuis le bassin a flot jusqu’a la rade,
dans une vallée resserrée (la largeur du chenal varie de 100m & pleine mer 4 10m &
basse mer).
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La Pennelé, rive gauche 4 2850m du bassin 2 flot, draine un bassin versant de

43km? et se jette dans la riviere. Plus en aval (600m environ), la riviére s’élargit jusqu’a
la confluence avec le Dourduff (bassin versant de 74km2).

La baie, longue de Skm et large de 3,5km dans sa plus grande dimension est
refermée au nord par la pointe de Penn al Lann. A basse mer, cette baie offre un vaste
estran essentiellement occupé dans sa plus grande partie par des parcs ostréicoles. La
superficie totale est de 130Ohectares.

En téte d’estuaire, la station biologique a boues activées rejette ses effluents.
Cette station comprend deux filieres identiques de traitement qui fonctionnent en
paralléle et qui comprennent chacune, aprés le prétraitement des effluents (dégrillage,
dessablage, dégraissage) un décanteur primaire, un bassin d’aération (boues activées) et
un décanteur secondaire. En fin de traitement, il existe un bassin de chloration
(désinfection au dioxyde de chlore) qui fonctionne de juin & septembre.

Les débits d’effluents bruts arrivant 2 la station sont de I'ordre de 300m?> /h.
Ces débits, trop importants, ne peuvent étre admis en totalité dans la station: 30 4 40%
des effluents bruts sont directement déversés dans I'estuaire par I'utilisation d’un by-pass
situé en entrée de station.

Le volume total de la station est de 2700m>. Pour un débit entrant dans la
station de 250m> /h le temps de séjour des effluents est d’environ 11h.

Les rejets effectués dans la riviere sont donc constitué d’un mélange des
flores d’eaux usées d’origine ménagere, industrielle ou de ruissellement et des boues de
la station.

Notre étude a pour but d’évaluer 'impact de ces rejets sur la riviére.



Les campagnes de prélévements se sont déroulées de février 1986 & mars
1988 (cf p.20). Ces campagnes exceptée celle de février ont portés 2 la fois sur I’étude
des eaux et des sédiments en situation de vives eaux et mortes eaux.

I CAPACITE DE CROISSANCE DES ESPECES
BACTERIENNES RENCONTREES DANS L’ESTUAIRE SELON LES
MILIEUX DE CULTURE ET LES TEMPERATURES D’INCUBATION
UTILISES.

1) Gélose Trypticase.

Le milieu Trypticase permet la croissance de la flore hétérotrophe totale.
Cette flore hétérotrophe peut étre d’origine marine ou d’origine terrestre par
contamination.

Pour permettre la croissance des flores hétérotrophes d’origine marine nous
avons choisi d’augmenter sa teneur en sel par une fabrication a partir d’eau de mer.
Cette technique présente aussi 'avantage d’apporter tous les oligo-éléments du milieu
marin. Ce milieu est alors incubé a 25°C pour permettre la croissance des bactéries de
I'environnement: I'incubation a 37°C pouvant, dans ce cas, étre inhibitrice.

Par contre, cette température d’incubation & 37°C pour ce milieu Trypticase
préparé avec de l'eau distillée favorise la croissance de la flore hétérotrophe de
contamination.

2) Milieu de Drigalski.

Nous avons choisi d’étudier le milieu de Drigalski pour obtenir les
numérations des bactéries & gram négatif.

Ce milieu préparé avec de I’eau de mer et incubé a 25°C ou préparé avec de
I'eau distillée et incubé a 37°C permet de séparer les bactéries & gram négatif du milieu
marin des bactéries & gram négatif de contamination.
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Il est évident que cette méthode ne permet pas une sélection absolue mais on
peut tout de méme considérer que les espéces qui se développe sur ces milieux de
culture sont représentatives des flores que I'on cherche a étudier.

La méthode classique et légale d’isolement des coliformes fécaux est de
44 5°C. Lors d’études préliminaires, nous avons pu constater que de nombreux
colibacilles en état de stress sont incapable de se développer a de telles températures: le
rendement des cultures est meilleur & 42°C. A une telle température, si 'on ne prend en
compte que les colonies lactose +, on peut constater qu’il s’agit presque essentiellement
d’E.coli et éventuellement quelques entérobactéries.

III ETUDE DE LA CONTAMINATION BACTERIENNE DU
SEDIMENT

La premi¢re campagne, réalisée en février 1986 était constitué
essentiellement de prélévements de sédiment.

Chaque prélévement a été réalisé sous la forme d’un triplicat c’est 4 dire que
3 échantillons ont été prélevés sur une surface inférieure a 1m?2.
Les points de prélévements ont été réparti ainsi:
- 16 en zone amont
- 4 en zone médiane

- 5 enzone aval.

1) Situation en mortes eaux.

Nous pouvons comparer les flores isolées sur gélose ”frypticase incubée &
37°C et 4 25°C, milieu de Drigalski incubé a 42°C (numération des colonies lactoses +),
milieu de Slanetz incubé a 37°C et milieu de TCBS incubé a 37°C (fig.10).

En abscisse les numéros correspondent aux points de prélévement réparti le
long de 'estuaire, de I’amont vers I’aval. En ordonné, les concentrations sont données en
nombre d’unité formant colonie (UFC) pour 100g de poids humide de sédiments ou
100ml d’eau de mer.
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Le point le plus amont (03.2) correspond au point de rejet de la station
d’épuration, principale source de contamination.

L’aspect général des courbes qu’ils s’agisse de la flore autochtone ou
allotochtone est sensiblement identique. Les numérations les plus élevées sont trouvées
dans 'estuaire proprement dit c’est & dire du point 03.2 au point 35.2.

Les courbes présentent quasiment toutes un rebond au niveau des points
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27.3-31.2 qui laisse penser qu’il existe une source secondaire de contamination constitué

par la Pennelé.

Dans lestuaire, les numérations correspondantes 2 la flore hétérotrophe
totale, isolée sur gélose Trypticase incubée a 25°C (et contenant 40g/1 de NaCl), sont
comparables 2 celles de la flore hétérotrophe de contamination isolée sur milieu
Trypticase incubée a 37°C (sans addition de NaCl).

La flore lactose + isolée sur milieu de Drigalski incubé a 42°C est
remarquablement stable dans I’estuaire et représente approximativement 1% de la flore
totale. La population d’entérocoques, isolée sur milieu de Slanetz est de méme
importance que celle correspondant aux colonies lactose + sur milieu de Drigalski
incubé a 42°C, ce qui confirme l'identité du comportement des entérocoques et des
bacilles & gram négatif type entérobactérie.

Les vibrios, colonies saccharose + isolés sur milieu de TCBS constitue une
part relativement faible de la flore (les numérations sont de 100 a 1000 fois plus
faible que celle obtenue sur gélose Trypticase incubée a 25°C.

Dans la partie aval, (point 41.3-66.4) la décroissance du nombre de bactérie
est générale. Cette diminution est particulietrement marquée pour les bactéries de
contamination (milieu de Drigalski, Slanetz et Trypticase incubé & 37°C).

Sur milieu de TCBS et Trypticase incubée & 25°C (et préparé A partir d’eau
de mer), cette décroissance est nettement moins marquée.

Malgré la variabilité observée sur les concentrations en carbone et en azote,
nos observations confirment la relation entre 'importance de la flore bactérienne et la
teneur en matiére organique (fig.11).
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Si 'on compare dans l'estuaire proprement dit les numérations dans le
sédiment et dans eau surnageante, on constate que la flore du sédiment est prés de
1000 fois supérieure 2 la flore aquatique et ce, quelle que soit la flore considérée a
Pexception des vibrios dont I’habitat naturel est 'eau de mer.

2) Situation en vives eaux.

En situation de vive eau, I'aspect général des courbes de I’ensemble des
flores est identique. Le niveau de contamination dans le sédiment est identique, de
méme les rapports entre les flores de I'eau et du sédiment sont inchangés (fig.12).

Une différence notable apparait cependant. La relative stabilité des diverses
populations dans I'estuaire proprement dit s’étend en période de vives eaux jusqu’au
point 46.3. A cette période on constate une contamination du sédiment 4 une plus
grande distance de la station d’épuration, contaminant principal, alors que le débit des
riviéres est inférieur 2 celui observé en période de mortes eaux.

Cette contamination plus étendue du sédiment peut étre causée par un
transport sédimentaire par les courants. En effet les prélévements sont réalisés & basse
mer juste apres la période de jusant.

3) Triplicats

La nature du sédiment est telle que 'homogénéité des flores peut étre mise
en doute. Différents auteurs effectuent plusieurs prélévements pour apprécier la qualité
d’un sédiment (RUBLEE et al, 1978, ERKENBRECHER, 1981, O'MALLEY et al.,
1982).

Lors des campagnes du mois de février 1986, les prélévements ont été réalisé
sous forme de triplicats. Ces triplicats sont reportés sur les figures 10 et 12 par
I'utilisation de 3 symboles différents.

Les résultats obtenus montrent que les variations entre les différents
prélevements sont en général inférieur a 1 log. La variation longitudinale de I'estuaire
(amont/aval), qui est comme nous I'avons vu précédemment de P'ordre de 3 2 4 log, est
largement supérieure aux variations entre les différents réplicats.
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En zone aval, les écarts de populations sont plus variables: ceci peut
s’expliquer par le niveau de contamination faible qui se situe 2 la limite de sensibilité de
la méthode (103UFC/ 100G), et par la nature du sédiment plus hétérogéne (particules
grossiéres) et moins riche en matiére organique.

4) Variations saisonniéres.

Les diverses campagnes se sont déroulées du mois de février 1986 & mars
1988. Nous avons reportés figure 13 les résultats cumulés des différentes campagnes en
situation de vives eaux pour certain milieux tels que le milieu de Drigalski incubé a 42°C
(dénombrement des colonies lactoses +), la gélose Trypticases incubée a 25°C et le
milieu de TCBS incubé a 37°C.

La flore de contamination, telle que la flore lactose + isolée sur milieu de
Drigalski incubé a 42°C ne subit pas de variations saisonniéres significatives. Par
exemple, au point 04.2 le nombre de colonies lactose + isolées sur milieu de Drigalski
incubé a 42°C varie entre 1,2, 107UFC/ 100g et 6,0. 107UFC/ 100g et au point 7, pomt
situé en zone aval, de 7,0.103UFC/100g 2 2,0.104UFC/100g.

La flore hétérotrophe totale isolée sur gélose Trypticase incubée a 25°C et
contenant 40g/1 de chlorure de sodium reste remarquablement constante quelle que soit
la période a laquelle le prélévement est effectué.

Par contre, sur milieu de TCBS, qui permet d’isoler les vibrionacées germes
caractéristiques d’'une eau marine, les numérations sont plus importantes en octobre et
mars par rapport a février et juin. La variation amont/aval reste faible pour toute les
campagnes comme nous I’avions noté lors de la campagne de février.

IV. DISCUSSION

Les concentrations bactériennes observées dans le sédiment montrent la
station d’épuration comme principal contaminant de 'estuaire. Son influence s’exerce
sur une distance d’environ 3km.
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Les numérations mettent en évidence une source secondaire de
contamination au niveau de la Pennelé dont le bassin versant abrite de nombreux
élevages industriels. Par contre, le site du Dourduff ou sont installées les stations d’
épuration des coquillages semble sans influence sur la flore bactérienne du sédiment.

La décroissance des populations bactériennes observées de 'amont vers
I'aval est logique. Il est évident que la majorité des particules contaminées vont
sédimenter dans la partie amont de I’estuaire.
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Les numérations réalisées en situation de vives eaux montrent une

contamination plus large que lors des études en mortes eaux. Ce phénomeéne peut étre
causé soit par une remise en suspension des particules ayant sédimenté auparavant ou
par un transport plus important des particules issues du rejet.

Nous n’observons pas de différence de comportement dans le sédiment entre
les streptocoques d’origine fécale et les bacilles a gram négatif d’origine fécale: la charge
moyenne du sédiment est identique. Dans la partie avale, la décroissance de ces deux
flores est particuliérement marquée et les teneurs en carbone et azote organique sont
également trés faibles.

Par contre, la flore hétérotrophe halophile et les vibrions, isolés sur milieu de
TCBS présentent des niveaux de contamination plus stables, la diminution en zone aval
étant faible.

Les vibrions constituent par ailleurs la flore la plus sensible aux variations
saisonnieres. Les populations élevées des bactéries marines dans la partie amont de
'estuaire montrent une pénétration importante des eaux marines.

Dans 'eau, quel que soit le type de flore étudiée, le niveau de contamination
est de 100 a 1000 fois inférieur & celui du sédiment. Ceci confirme le role de la
sédimentation dans I’épuration de 1’eau et la survie des bactéries de contamination dans
le sédiment.

L’accumulation bactérienne dans les sédiments d’estuaires est un phénoméne
qui a maintenant été démontré a4 de trés nombreuses occasions. Nous pouvons par
exemple nous rapporter aux travaux de LABELLE et al.(1980), ERKENBRECHER
(1980), ALLEN et al.(1982), PALUMBO et al.(1984), PRIEUR et al.(1984), et
POMMEPUY et al.(1987). Tous ont montré une contamination élevée du sédiment par
rapport a ’eau surnageante.



L’absence d’influence des saisons au niveau du sédiment sur les flores de
contamination est une notion importante. En effet dans I'eau les variations physico-
chimiques dues aux changements de saison jouent un réle important sur le devenir des
germes de contamination (HENDRICKS, 1971, FAUST et al., 1975, KAPUSCINSKI et
MITCHELL, 1981, BENT et GOULDER, 1981, IRIBERRI et al,, 1987, RHODES et
KATOR, 1988). Le sédiment apporte une protection suffisante ainsi que les éléments
nutritifs permettant une survie, et les apports constitués par la station étant continuel le
taux de contamination du sédiment ne varie pas.

Par contre, les bactéries marines de type vibrio sont sensibles aux variations
saisonnieéres dans l'eau et dans le sédiment (KAPER et al,1981, GRIMES et
COLWELL, 1983, SHIARIS et al., 1987). '
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L’étude bibliographique ainsi que I’étude réalisée sur le site de Morlaix nous

ont montré que les bactéries s’accuamulent dans le sédiment.

Les concentrations bactériennes dans le sédiment et surtout dans la couche
superficielle sont de 100 & 1000 fois supérieures aux concentrations rencontrées dans
P’eau surnageante. Les échanges eau/sédiment ont donc une importance capitale pour la
qualité des eaux en zone littorale.

Nous avons réalis€ une étude en pilote afin d’évaluer les échanges
eau/sédiment en absence de toute remise en suspension. Les variations de pH,
climatiques, les courants de marée sont ainsi éliminés.

Ce systéme nous permet de plus de travailler soit avec de I’eau de mer stérile
pour mettre en évidence le passage de la flore du sédiment vers 1’eau soit avec du
sédiment stérile pour mettre en évidence le passage de la flore de I'eau dans le
sédiment.

I CONTAMINATION DE L’EAU DE MER PAR LE SEDIMENT

1) Influence de la structure du sédiment.

Pour mesurer I'impact de la structure du sédiment, 2 expériences ont été
menées conjointement avec du sédiment prélevés selon les 2 techniques:

- 4 Paide d’une pelle : il y a destruction totale de la structure du sédiment.

- 4 l'aide du bac de prélévement : conservation de la structure en particulier
de la couche superficielle.
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Dans le sédiment, on observe une croissance des diverses populations
pendant 48h puis une survie (fig.14). Le devenir des flores du sédiment dont la structure
est conservée est plus stable que lorsque la structure est perturbée.

De plus, lorsque la structure sédimentaire est intacte, la partie superficielle
du sédiment (0-1cm) est de 10 a 100 fois plus riche qu’en profondeur.

Le passage des bactéries dans 'eau est rapide et important (environ 104
UFC/100ml pour la flore totale). Pendant 72h, la population de ’eau croit, puis, la flore
de contamination diminue tandis que la flore halophile survit.

Le mode de prélévement détruisant la structure du sédiment élimine le
parametre de concentration bactérienne en surface zone privilégiée des échanges avec
I'eau. Il nous a donc semblé préférable, pour notre étude, d’utiliser le mode de
prélévement ne perturbant pas les différentes couches sédimentaires.

2) Etude de la flore.

a. Données quantitatives

La contamination de l'eau est quasiment immédiate. On observe une
différence de comportement entre les flores isolées a la température de 25°C et & 37°C
(fig.15).

Tout d’abord, si dans les deux cas, on observe une croissance bactérienne
celle ci est beaucoup plus importante pour la flore isolée a 25°C que pour celle isolée &
37°C.

Aprés cette phase de croissance, la flore hétérotrophe de contamination du
sédiment, isolée sur gélose Trypticase douce incubée 1 37°C, reste beaucoup plus élevée
que celle de T'eau. Sur gélose Trypticase et milieu de Drigalski , milieux tous deux
incubés a 25°C et enrichi en chlorure de sodium, les numérations dans I’eau atteignent
les mémes taux que le sédiment et sont méme supérieures au sédiment de profondeur
(fig 15). La survie des bactéries autochtones est plus longue que celle de la flore
contaminante isolée a 37°C,
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b. Données qualitatives
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Ces variations sont elles attribuables & un passage préferentiel d’'un certain

type de bactéries entre ’eau et le sédiment?

Existe-t-il une différence entre les flores du sédiment et celle de ’eau?

Pour répondre a ces questions , nous avons identifié des colonies les plus

représentatives isolées sur les différents milieux de culture en fin d’expérimentation.

Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau ci-dessous.

ESPECE
BACTERIENNE

SEDIMENT

EAU

profondeur

surface

profondeur

surface

Pseudomonas
Bacillus
Moraxella
Aeromonas
Flavobacterium
Vibrio
Entérobactéries

1

PRWN
NOAWLWWY

8

NWN W

11

[l SIS S W)

Nb total 4°
identifications

19

w
o

22

23

Tableau 4: Espéces identifiées lors de la contamination de ’eau par le sédiment.

Lidentification des espéces prédominantes permet de constater qu’a

les entérobactéries sont insignifiantes.

Iexception des Bacillus, les espéces rencontrées se répartissent uniformément entre
I’eau et le sédiment. On peut noter une prédominance des pseudomonacées, alors que

Ces résultats confirment ceux trouvés lors d’expériences précédentes (DEA

1985).

La répartition des flores bactériennes semble donc relativement homogéne

entre eau et le sédiment et aucun passage préférentiel d’un type de flore n’est mis en
évidence.
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3) Mode de contamination de I’eau

Les expériences précédentes montrent que le passage des bactéries dans
’eau est quasiment immédiat.

Cette contamination de I’eau se fait elle par passage de bactéries sous forme
libre ou associé au matériel particulaire?

Nous avons remarqué que lorsque I'eau est coulée sur le sédiment, malgré
toutes les précautions prises pour ne pas créer de remise en suspension, une fine
pellicule de particules se retrouve a la surface. Ce phénomeéne est par ailleurs
observable en milieu extérieur 2 marée montante.

Pour répondre 2 cette question, parallélement au suivi des populations de
I’eau et du sédiment sur milieu solide, nous avons réalisés des filtrations différentielles
sur les préleévements d’eau. Cette technique nous permet de mettre en évidence
I’existence de bactéries libres ou de bactéries associées aux particules. '

La flore de contamination, isolée sur gélose Trypticase et milieu de Drigalski,
incubés a 37°C, contamine relativement peu ’eau, comme nous 1’avons observé lors de
la précédente expérience (fig 16).

Les filtrations différentielles montrent qu’aprés 2 jours, les bactéries
adhérentes aux matiéres en suspension diminuent en eau de surface alors qu’elles
restent constantes en eau de profondeur. Par contre la diminution est la méme pour les
bactéries libres en eau de surface et en profondeur.

La flore autochtone, isolée sur gélose Trypticase ou milieu de Drigalski
incubé a 25°C, a un comportement différent. La contamination de ’eau est tout aussi
immédiate mais la charge bactérienne est quasiment identique aprés 48h dans I'eau et le
sédiment (environ 10 2 107 UFC/100ml) (fig 16).

Ceci est confirmé par I'étude des flores apres filtrations différentielles: ces
bactéries croissent pendant 4 jours sous forme libre et jusqu’a 6 jours lorsqu’elles sont
associées au matériel particulaire. Puis apparait une différence notable: la survie des
bactéries adhérentes est largement supérieure a celle des bactéries libres.
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11 existe donc des différences de comportement entre la flore isolée 3 37°C et
celle isolée 4 25°C: les bactéries ne semblent pas adhérer aux mémes types de particules
et surtout celles se développant & 25°C, qu’elles soient libres ou liées, sont capable de se
multiplier dans I'eau. Dans ces conditions on peut penser que ces bactéries adaptées
vont croitre ce qui aura pour conséquence un appauvrissement du milieu qui pourrait
expliquer la décroissance de la flore de contamination isolée 2 37°C.

La flore associée au matériel particulaire parait prédominante pour la
contamination de ’eau mais les bactéries libres y contribuent également.

II CONTAMINATION DU SEDIMENT PAR I’EAU DE MER

Pour étudier l'influence de I'eau sur la contamination du sédiment nous
avons mis en contact une eau de mer contaminée sur du sédiment stérile (obtenu par
autoclavage pendant lheure & 121°C).

1) Contamination du sédiment.
La contamination du sédiment est rapide et importante (24h) (fig.17).

Pour les bactéries allochtones, isolées sur milieu de Trypticase ou milieu de
Drigalski incubé a 37°C, la survie est meilleure dans le sédiment: aprés 3 jours, la
population est de 10 & 100 fois supérieure & celle de 'eau.

Les bactéries autochtones, isolées aprés incubation & 25°C sur gélose
Trypticase ou milieu de Drigalski additionné en chlorure de sodium, survivent aussi bien
dans '’eau que dans le sédiment.

L'eau utilisée pour cette expérimentation est relativement chargées en
bactéries liées aux particules. Cette notion est importante , en effet la sédimentation de
ces particules peut expliquer 2 la fois la contamination du sédiment et la disparition des
bactéries de I'eau.
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La flore de contamination de I'eau isolée & 37°C ne présente aucune phase de
croissance tandis que la flore allochtone et en particulier les vibrions isolés sur milieu de
TCBS se multiplient pendant les 24 premieres heures. Cette croissance peut étre
expliquée par laugmentation de la température entre le milieu extérieur et le
laboratoire. Ces bactéries sont donc capable de trouver les nutriments nécessaire a leur
développement dans I’eau.

2) Etude de la flore.

En fin d’expérimentations, les colonies les plus représentatives obtenues lors
des numérations ont été isolées et identifiées. Les résultats obtenues sont contenus dans
le tableau ci-dessous.

ESPECE SEDIMENT EAU
BACTERIENNE profondeur surface
Pseudomonas 8 11 8
Bacillus 3 1 1
Aeromonas 3 2 3
Vibrio 2 2 1
divers 1 6 3
entérobactéries 2 4 2
nb total 4!

identifications 18 23 18

Tableau 5: Especes identifiées lors de la contamination du sédiment par I’eau de mer,

Les différentes espéces bactériennes s’implantent uniformément dans le
sédiment. Le genre Pseudomonas prédomine dans tout le systéme, tandis que les
entérobactéries sont surtout présentes dans le sédiment.

Pendant la durée de I'expérimentation il ne semble pas y avoir de pression de
sélection.
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3) Suivi des colonies lactoses + isolées sur milieu de Drigalski.

Lors de I'étude de la répartition de la flore, nous avons trouvé une majorité
d’entérobactéries dans le sédiment. Nous avons donc renouvelé I'expérimentation en
suivant plus particuliérement le devenir des colonies fermentant le lactose sur milieu de
Drigalski 2 37°C et a 42°C (fig.18).
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L’expérimentation s’est déroulée dans les mémes conditions que

précédemment: I’évolution des diverses flores isolées & 37°C sur gélose Trypticase ou a
25°C sur gélose Trypticase ou milieu de Drigalski additionné de chlorure de sodium est
semblable 2 celle reportée figure 18. Ne sont représentées ici que les numérations des
colonies lactoses + sur milieu de Drigalski incubé & 37°C et 4 42°C, les numérations des
autres flores sont données dans I'annexe "table des résultats".

La flore initiale fermentant le lactose de ’eau se developpant 4 37°C est plus
riche que celle se développant & 42°C,

Leur devenir dans ’eau est par la suite semblable: absence de croissance puis
disparition assez rapide des bactéries libres.

Le nombre de bactéries liées aux particules est majoritaire, et 1a encore, les
phénomenes de sédimentation peuvent étre important pour la disparition de ces
bactéries de I’eau.

La contamination du sédiment est rapide: en 24h la concentration dans le
sédiment est la méme que celle de 'eau.

Passée cette phase de contamination, cette flore entre dans une phase de
survie et 4 la fin de I'expérimentation les populations observées sont pratiquement
identique a celles observées apreés le premier jour,
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III EVOLUTION DES ENTEROBACTERIES ET DES
ENTEROCOQUES

Nous avons réalisé un suivi en parallele du devenir des entérobactéries
assimilées aux colonies fermentant le lactose sur milieu de Drigalski incubé 2 42°C et les
entérocoques isolés sur milieu de Slanetz incubé 4 37°C dans le cas de la contamination
de I'eau par le sédiment et dans le cas de la contamination du sédiment par I'eau de

mer.

Les prélévements pour ces deux expérimentations étant réalisé au méme
endroit et en méme temps, les différences dues 4 la nature du sédiment, de I’eauy, 2 la
température sont éliminées, ainsi que celles dues aux variations de flore.

Les résultats concernant les flores totales sont donnés dans la partie “"table
des résultats™ I'évolution des différentes flores est identique aux observations
précédentes. Nous ne reportons fig.19 a et b que les numérations obtenues sur milieu de
Slanetz ainsi que les numérations correspondantes aux colonies lactose + obtenues sur
milieu de Drigalski incubé a 42°C.

Lors de la contamination de I'eau par le sédiment, le passage de ces flores est
relativement faible (1.102UFC/ 100ml sur milieu de Slanetz, et 2.101UFC/100m1 sur
milieu de Drigalski pour I'eau de surface ) (fig.19a,b).

L’étude par les filtrations différentielles, montrent que ces germes survivent
dans I'eau essentiellement associé au particulaire.

Dans le sédiment, les populations restent stables pendant toute la durée de
Pexpérimentation.Par exemple au niveau du sédiment de surface, la numération sur
milieu de Drigalski varie de 1.104UFC/ 100g a 2.103UFC/ 100g, et sur milieu de Slanetz
1.10°UFC/100g 2 2.105UFC/100g.

Un point remarquable est la diminution rapide des entérobactéries au niveau
du sédiment de profondeur. Ceci confirme les résultats antérieurs et les données de la
littérature: la survie des bactéries de contamination est plus importante dans la couche
superficielle du sédiment et les concentrations diminuent avec la profondeur dans le
sédiment.

60



5
10
104
10* 3 -,
10 R R T
103 . . 2 ':u'.‘ ....D,“ te
- . \.' o 10 :r\t‘_‘ "'C\'
8 2 P:ﬁ-‘...q. bo-......... !:“ 't.
§10 ..:J ‘0.0“‘ §101 '00.
S b e, S ",
“:‘101 .'n ‘;‘: 0 \\L - .'m
01 2 4 6 8 10 JOURS 01 2 4 6 8 10 JOURS
Sédiment stérile/eau de mer naturelle
\O__o_________.o [
10° ~—~—~— 10% ]
10" 10°
. 5-_, SeeeeenilLL .
510 ..." ‘u..‘...'. 102 :.. ”I |..
8 ; ~-...‘. .'\“l 'o.
8102 i ’I '.‘ §101 ,I 'D.--...~-oo.~---00
= R Y S N
S q | e ‘Baaaaas b N
g10' L ittieeacan 0 = » *
01 2 4 6 8  -10 JOWRS 01 2 4 6 8 10 JOURS

Sédiment naturel/eau de mer stérile

Fig.19b: Numération sur milieu de Slanetz.

Evolution des populations bactériennes au niveau du sédiment de profondeur (~—= ),
du sédiment de surface (~=0), de ’eau de profondeur (- - w) et de 'eau de
surface (~ = 0O).

Etude par les filtrations différentielles sur 3um en eau de profondeur (~ - ), en eau de
surface ( ~ ~0O), et sur 0,22um en eau de profondeur (—~-m), en eau de surface (==-0).



L’eau de mer est un contaminant important pour le sédiment. En effet dans
le systtme sédiment stérile/eau de mer naturelle le passage de ces flores de
contamination est rapide et important.

On observe une légére différence de comportement entre ces 2 flores
contaminantes: sur milieu de Slanetz les numérations du sédiment sont environ 100 fois
plus élevées que celles de Peau (4.10YUFC/100g dans le sédiment et 2.10°UFC/100ml
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dans I’eau), tandis que sur milieu de Drigalski les populations eau/sédiment restent plus

semblables (5.104UFC/ 100g dans le sédiment et 1.104UFC/ 100ml dans ’eau).Dans le
systéme précédent, les numérations de coliformes fécaux dans I'eau étaient plus faibles.

Les entérocoques semblent bien adaptés 4 la survie dans le sédiment. En
effet leur concentration dans un sédiment naturel est relativement élevé et lorsque I'on
contamine un sédiment stérile par une eau de mer contaminée, le taux de colonisation
du sédiment aprés quelques jours de contact devient bien supérieur 2 celui de I’eau.

IV DISCUSSION

La contamination de I’eau de mer stérile par un sédiment contaminé met en
évidence une différence de comportement entre les flores se developpant a 25°C sur
milieux additionné en chlorure de sodium ou & 37°C sur milieu sans addition de chlorure
de sodium.

Quelle que soit la flore étudiée, la contamination de I'eau est précoce: les
bactéries associées au matériel particulaire contribuent autant 4 la contamination de
I'eau que les bactéries libres. 11 s’agit, en fait, d’'une remise en suspension de particules,
de bactéries ou de matiére organique. Dans ce processus, les phénoménes mécaniques
jouent un rdle prépondérant.

Les différences entre la flore hétérotrophe et la flore allochtone sont
importantes dans le sédiment mais elles sont encore plus marquées dans I’eau.

Si la flore autochtone, isolée a 25°C, est dans le sédiment au moins 10 fois
supérieure a la flore allochtone se developpant 4 37°C, dans I'eau, cet écart s’accentue:
la différence observée varie de 100 & 1000 fois.



Dans le sédiment, les deux types de flore sont remarquablement stable ce qui
confirme pour la flore de contamination des conditions de survie plus adaptées dans le
sédiment que dans I'eau.

Au niveau de l'eau, la flore autochtone atteint le méme niveau de
contamination que dans le sédiment.
Les bactéries associées au matériel particulaire se multiplient pendant
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environ 6 jours contre 4 jours lorsqu’elles sont sous forme libre.La diminution de ces

derniéres est par ailleurs plus rapide.

La flore de contamination isolée 2 la température de 37°C colonise 4 un
moindre degré I'eau de mer. Son devenir est essentiellement lié aux particules en
suspension dans I’eau de profondeur. Deux phénoménes nouveaux par rapport a I'étude
de la flore se développant & 25°C sont mis en évidence ici:

- une sédimentation des bactéries adhérentes aux particules

- une disparition des bactéries libres.

L’hypothése que les 2 flores ne sont pas adhérentes au méme type de
particules peut étre avancée ainsi q’'une sensibilité plus grande au manque d’éléments
nutritifs dans ’eau de mer de la part des bactéries isolées 2 37°C: les bactéries se
developpant & 25°C trouvent apparemment plus aisément les nutriements nécessaire a
leur survie dans I’eau de mer.

Les entérocoques (isolés sur milieu de Slanetz) et les entérobactéries
correspondantes aux colonies fermentant le lactose sur milieu de Drigalski incubé a
42°C, présentent la méme évolution: stabilité dans le sédiment et faible passage dans
I'eau, localisé essentiellement a I’eau de profondeur, associé au matériel particulaire.

Le sédiment permet le maintient ou la croissance des diverses flores
bactériennes autochtones ou de contamination, ’épuration y est trés lente. Certains
parametres intervenus lors de nos expérience tels que 'augmentation de la température
ou la remise en suspension de particules peuvent étre rencontré en milieu naturel. En
été, & marée basse ou lors de faibles coefficients de marée, le soleil peut réchauffer la
partie superficielle du sédiment: une croissance bactérienne est alors possible. A marée
montante, on observe souvent a la surface de ’eau sur le rivage une fine pellicule
particulaire provenant du sédiment. Ces 2 facteurs sont donc importants pour notre
région ou les phénomeénes de marée sont importants.



L’eau est elle capable de contaminer le sédiment?

La paroi en plexiglas de notre systéme permet de visualiser Iinfiltration de
I'eau dans les couches sédimentaires lors de la mise en place d’'une eau de mer naturelle
sur du sédiment stérilisé. Ce phénoméne provoque une contamination immédiate, suivi
d’une croissance bactérienne importante pendant les 2 jours suivants (de 1000 4 10000
fois). Aprés ces 2 jours, le systéme revient au méme équilibre que précédemment: flore
isolée & 25°C de 10 a 100 fois supérieure 2 celle isolée & 37°C.

Les coliformes fécaux semblent mieux persister dans l'eau que les
streptocoques fécaux. Ceci, qui n’était pas apparu auparavant, peut étre du 2 la
stérilisation du sédiment. En effet I'autoclavage libére la matiére organique adsorbée
aux particules et la rend ainsi plus facilement assimilable (GERBA et Mc LEODS ,1976,
CHAN et al, 1979, LALIBERTE et GRIMES,1982).

L’eau est donc hautement contaminante pour le sédiment. Ceci est trés
important pour les germes de contamination d’origine humaine qui, s’ils survivent
simplement dans 'eau trouvent dans le sédiment les nutriements nécessaires a leur
survie et méme parfois & leur développement.

Ces constatations nous ont amené a étudier dans la seconde partie de notre
travail la survie d’'un germe de contamination tel qu’Escherichia coli dans notre systéme
expérimental.

63



G ETUDE DE L’'IMPLANTATION D’UNE SOUCHE D’E.COLI



G ETUDE DE L’IMPLANTATION D’UNE SOUCHE
D’E.COLI.

Que devient E.coli aprés son rejet en milieu marin ?

Les données précédentes, expérimentales et bibliographiques, montrent que
les entérobactéries persistent longtemps dans les sédiments. Il nous a donc semblé
intéressant d’étudier le devenir d’'une bactérie de contamination dans notre systéme
expérimental.

Notre choix s’est porté sur une souche d’E.coli germe témoin de
contamination fécale. Avant d’étudier Il'influence des compétitions de flore sur son
implantation en milieu naturel, nous avons évaluer le réle du matériel particulaire sur sa
survie et les mécanismes d’adhérence utilisé en milieu hostile.

I RG6LE DU MATERIEL PARTICULAIRE.

1) Rappel du protocole utilisé.

La souche d’E.coli aprés 24h de culture en bouillon Trypticase soja est
récupérée par centrifugation puis lavée 3 fois en eau physiologique stérile. Elle est alors
mise en suspension dans ’eau de mer et laissée pendant 8 ou 15 jours & température du
laboratoire a I'obscurité.

Apres ce temps de latence, la suspension est mise en contact avec le matériel
particulaire préparé selon le protocole p.29. Pour chaque type de particule, un flacon
contenant 50g de matériel particulaire additionné de caséine,et un flacon contenant SOg
de matériel particulaire regoivent 100ml de la suspension bactérienne. Le suivi de la
souche bactérienne dans I'’eau de mer s’effectue dans un flacon sans addition de matériel
particulaire.
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Fig.20: Adhésion de la souche d’E.coli depuis 8 jours dans I'eau de mer.
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Les flacons sont laissés pendant 15 jours a la température du laboratoire a
Pobscurité. Des prélévements sont effectués régulierement et incubés a 37°C aprés

étalement sur milieu de Drigalski. Les échantillons ne sont pas lavés avant
I'ensemencement, et 2 aucun moment de I'expérimentation les flacons ne sont agités.

2) E.coli depuis 8 jours dans l'eau de mer

a) dosage de la caséine

Les dosages ont été réalisés le jour de la mise en oeuvre de ’expérimentation
(J=0) et 2 la fin (J=14). Nous obtenons les résultats suivants:

JOUR SABLE DE MER CARBONATE DE CALCIUM
particules eau particules eau
(mg/g) (mg/ml) (mg/g) (mg/ml)
0 1,00 0,00 3,00 0,00
14 0,24 0,16 1,00 0,78
b) résultats

* Carbonate de calcium:

Dans le flacon avec caséine, pendant 48h on observe peu de variation puis la
croissance est tres rapide (fig.20).

Au niveau du matériel particulaire, 1a population bactérienne est multipliée
par 1000 en 48h puis cette croissance se ralentie pour se stabiliser aprés 10 jours.

Dans 'eau surnageante, la souche se multiplie également mais de fagon plus
modérée et pendant moins longtemps. En fin d’expérimentation, la population de ’eau
est 100 fois plus faible que celle du matériel particulaire.

Dans le flacon témoin, la souche survie dans le matériel particulaire tandis
qu’elle disparait dans ’eau surnageante.

Dans le flacon témoin eau de mer, la souche disparait également.



* Sable de mer:

Dans le flacon avec caséine, la croissance débute aprés 48h de contact
eau/matériel particulaire. La multiplication est ici aussi légérement plus faible dans
Ieau par rapport a celle observée au niveau du matériel particulaire. En fin
d’expérimentation la population de I'eau est 100 fois plus faible que celle du matériel
particulaire.

Dans le flacon témoin, la souche diminue dans ’eau. Au niveau du matériel
particulaire, les variations sont plus importantes: aprés 48h de contact on observe une
croissance suivie aussitdt d’'une diminution. Le seuil de sensibilité de 1a méthode pour le
sédiment (1O3UFC/ 100G) ne nous a pas permis la détermination de la concentration
dans le sédiment en fin d’expérimentation.

Dans les deux cas, la caséine provoque une croissance. Les bactéries
associées au matériel particulaire sont plus nombreuses que dans 'eau. Par ailleurs,
dans le milieu sans matiére organique, le matériel particulaire permet une survie des
bactéries pendant au moins 10 jours, tandis que dans le flacon témoin la souche
disparait.

3) E.coli depuis 15 jours dans l'eau de mer.
a) dosage de la caséine.

Comme pour la précédente expérience, les dosages de la caséine ont été
réalisé en début et en fin d’expérimentation.

JOUR SABLE DE MER CARBONATE DE CALCIUM
particules eau particules eau

(mg/9) (mg/ml) (mg/qg) (mg/ml)
0 1,12 0,00 1,90 0,00
15 0,28 0,13 1,40 0,36
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Fig.21: Adhésion de la souche d’E.coli depuis 15 jours dans I’eau de mer.

Evolution de la population bactérienne dans I'eau (@) et dans le sédiment (W), dans les
flacons additionnés de caséine (—— ),dans les flacons témoins (===-) et dans le témoin

eau de mer (v= =),



b) résultats
* Carbonate de calcium

Dans le flacon avec caséine, la croissance au niveau du matériel particulaire
débute aprés 5 jours et reste relativement faible (fig.21).
Dans I'eau surnageante, la concentration diminue puis la croissance reprend. '

Dans le flacon témoin, la population reste stable au niveau du matériel
particulaire, dans ’eau la décroissance commence apres 48h de contact.

La concentration diminne également dans le flacon témoin eau de mer.

* Sable de mer

Dans le flacon avec caséine, la croissance est modérée (la population est
multipliée par 100 dans I'eau et le matériel particulaire entre le début et la fin de
Pexpérimentation).

Cette multiplication est un peu plus tardive au niveau des particules que dans
I'eau.

Dans le flacon témoin, la souche survit trés bien au niveau du matériel
particulaire et diminue dans I’eau surnageante.

3) synthése

Pour cette étude, deux types de particules ont été choisies, le carbonate de
calcium (particules fines) et le sable de mer (grosses particules anguleuses).

La source d’enrichissement est la caséine, protéine favorisant 'adhésion des
bactéries sur des lames de verre (MEADOWS, 1971). Il est important que la souche
d’E.coli soit implantée pendant 48 h au moins dans I'eau de mer avant le début de
'expérimentation, I'inoculum final doit étre de 104UFC/ 100 ml.



Les résultats obtenus montrent que :

- en absence de tout apport de source d’énergie, la souche d’E.coli persiste
mieux dans le sédiment que dans I’eau. Plus la population est faible, plus la différence
est grande.

- en présence de caséine, cette différence est moins nette, ceci étant du a la
solubilisation de la caséine dans Peau.Dans ce cas on a une forte croissance de la
souche.
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La caséine joue donc un réle important comme source d’énergie et de .

nutriement. Ceci confirme qu’E.coli survit dans ’eau de mer en particulier en présence
de sédiment.

L’état physiologique du E.coli semble peu important: les différences obtenues
sur les 2 expérience réalisées (aprés 8 et 15 jours) sont faibles.

Lorsque les bactéries ont été maintenue pendant 15 jours dans ’eau de mer
filtrée, croissance et décroissance sont moins marquées. Le nombre de bactéries capable
de croitre lors d’'un apport en matiére organique le font moins longtemps et moins
rapidement qu'aprés 8 jours dans 'eau de mer. En méme temps si elles survivent en
étant associée au matériel particulaire, la décroissance dans I’eau est nettement plus
faible que dans le cas précédent.

La survie en milieu marin se traduit comme 'ont montré MUNRO et al.
(1987) par une diminution des capacités d’assimilation de la part de la bactérie.

II MODE D’ADHESION

Par quel mécanisme la souche d’E.coli adhére-t-elle aux surfaces en milieu
marin?

Pour étudier ce probléme apreés avoir fait adhérer la souche sur des lames de
verre, nous avons testé différents produits susceptible de rompre les liaisons
développées par le micro-organisme pour adhérer au support. ..

1) Rappel du protocole utilisé

* Préparation de la suspension bactérienne: une culture de 24h de la souche
en bouillon Trypticase soja incubé a 37°C, est centrifugée et remise en suspension dans
de Peau de mer filtrée sur O,22um. La concentration finale obtenue est de I'ordre de
107bactéries/ml.



* Préparation des lames de verre: les lames sont lavées dans une solution de
Teepol 4 1% pendant 1h sous agitation magnétique, rincées 20 fois & I'eau distillée
stérile puis immergées dans un bain d’alcool. Ces lames sont flambées
extemporanément avant d’étre immergées dans la suspension bactérienne.

* Phase d’adhésion: les lames sont immergées dans la suspension bactérienne
pendant 2h ou 24h A température du laboratoire. Aprés ce temps de contact elles sont
lavées en eau distillée stérile filtrée pendant 5 minutes sur un agitateur rotatif.

* Test: les lames sont plongées pendant 1h dans le réactif a tester en solution
stérile et dans I’eau distillée stérile.

Dans le cas de réactif chimique, ce test est réalis¢é & température du
laboratoire tandis que dans le cas d’enzymes, I'incubation est réalisée 4 37°C. Tous les
tests sont réalisés en double et les résultats exprimés correspondent 4 la moyenne des
valeurs obtenues.

Les dénombrements sont réalisés par coloration directe de la lame & I’orange
d’acridine et lecture au microscope sous lumiére U.V. (grossissement 100 sous
immersion).

Lefficacité d’un traitement pour éliminer les bactéries adhérentes est
appréciée par le pourcentage de décrochement, calculé & partir des numérations
obtenues. Ce pourcentage est obtenu par le rapport du nombre de bactéries adhérentes
sur la lame témoin diminué du nombre de bactéries adhérentes sur la lame testée, au
nombre de bactéries adhérentes sur la lame témoin que multiplie 100.

2) Essai de décrochement par des réactifs chimiques

Nous avons essayé quelques réactifs chimiques cités dans la littérature
comme ayant des effets sur le décrochement de diverses bactéries. Nous avons
sélectionné :

- le tween 80 (1%) (SIGMA).

- l'urée (1%) (SIGMA).

- le mercapto-éthanol (0,1%) (SIGMA).

- le lauryl-Sulfate de sodium (SDS) (0,1%) (L.K.B.).

-TEDTA (1%) (SIGMA).

- le périodate de sodium (0,1%) (SIGMA).
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Les résultats obtenus sont donnés dans le tableau 6a et 6b.

suspension lames traitées par % at
bactérienne réactif ea efficacite
bactéries/ml bactéries/mm
Tween 80 2,2 10’ 3,9 102 7,3 102 46
Urée 9,0 10° 1,5 102 7,2 102 79
M.-2-éthanol 1,3 10/ 1,5 103 1,7 103 11
EDTA 2,1 10’ 1,1 102 2,0.102 45
SDS 5,9.108 1,9.102 5,4.102 64
Periodate de Na 1,9 10’ 1,7 101 7,1 102 97

Tableau 6a: Essais de décrochement par les réactifs chimiques de la souche adhérente

depuis 2h.
suspension lames traitées par % 4
bactérienne réactif ea efficacité
bactéries/ml bactéries/mm
Tween 80 2,3 10’ 2,0 103 5,0 103 60
Urée 3,0 10’ 4,3 105 8,9 103 51
M.-2- éthanol 2,0 107 3,8 103 4,2 103 9
EDTA 1,7 107 2,3 103 3,2 103 28
SDS 5,9.10% 6,6.102 8,7.102 24
Périodate de Na 1,9 107 1,1 101 1,1 103 99

Tableau 6b: Essais de décrochement par les réactifs chimiques de la souche adhérente
depuis 24h.

Tous ces produits, sauf un, ont une activité faible ou nulle.

Certains réactifs, tels que le mercapto-2-éthanol et 'TEDTA ont le méme effet
sur les lames ayant été immergées pendant 2h ou 24h dans la suspension bactérienne.
Par contre, 'urée et le SDS présentent une meilleure efficacité sur les lames immergées
pendant 2h. Enfin seul le Tween 80 est plus efficace sur les lames immergées pendant
24h dans la suspension bactérienne.

Un seul produit, le périodate de sodium est réellement efficace : il permet en
effet I’élimination de 97 & 99% des bactéries.
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3) Essai de décrochement par les enzymes

Les enzymes sont utilisées dans certaines techniques pour décrocher les
bactéries des particules. BRISOU (1980), CORPE (1973) et DANIELSSON (1977) ont
testé différents enzymes sur des cellules adhérentes a des lames de verre.

Nous avons testé :
- une protéase

- la cellulase

- le lysozyme

- I'alpha-amylase
- la pronase

- 1a trypsine

Tous ces enzymes proviennent de chez BOERINGHER.
Ces enzymes sont utilisés en solution & 0,1% dans I’eau distillée stérile filtrée.

Les lames aprés lavage sont mises & incuber pendant 1h 4 37°C avec :

- 1a solution enzymatique
- 'eau distillée stérile

Les résultats obtenus sont donnés dans les tableaux 7a et 7b.

suspension lames traitées par % ar
bactérienne réactif ea efficaciteé
bactéries/ml bactéries/mm
Protéase 1,9 10’ 2,8 102 4,7 102 40
Cellulase 1,1 10’ 2,0 101 6,2 102 96
a amylase 1,2 10/ 7,8 102 2,5 103 69
Lysozyme 1,5 108 8,7 102 1,1 103 21
Pronase 4,3.10’ 9,1.102 1,1.103 17
Trypsine 4,3.107 1,0.10% 1,1.103 9

Tableau 7a: Essais de décrochement par les enzymes de la souche adhérente depuis 2h.
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suspension lames traitées par % ar
bactérienne réactif ea efficacité
bactéries/ml bactéries/mm
Protéase 1,4 10/ 2,1 103 3,2 103 34
Cellulase 1,4 10/ 2,8 102 3,0 103 90
a amylase 1,2 10/ 1,4 103 2,7 103 48
Lysozyme 2,0 103 4,4 103 2,6 102 41
Pronase 4,3.10 9,0.10 1,1.10 18
Trypsine 4,3.107 8,0.10 1,1.10% 27

Tableau 7b: Essais de décrochement par les enzymes de la souche adhérente depuis 24h.

Les divers enzymes peuvent &tre regroupés selon leurs effets:

- la pronase et la protéase exercent une action faible mais identique sur les
lames immergées pendant 2h ou 24h dans la suspension bactérienne,

- le lysozyme et la trypsine sont plus efficaces sur les lames ayant été
immergées pendant 24h dans la suspension bactérienne.

- 'alpha amylase par contre est plus efficace sur les lames immergées
pendant 2h que sur celles immergées pendant 24h. Cette enzyme agit en hydrolysant les
liaisons alpha 1-4 glucosidiques des polysaccharides.

Seule la cellulase est réellement efficace pour décrocher les bactéries de la
lame de verre quelque soit le temps d’immersion de la lame dans la suspension
bactérienne.

-

4) Effet de la cellulase en fonction du temps

Nous avons testé plusieurs temps de contact de I'’enzyme sur des lames
immergées pendant 24h dans la suspension bactérienne.

Les tests ont été également réalisé avec I'enzyme inactivé par chauffage
pendant 1/2h au bain-marie a 100°C.

Les résultats sont donnés dans le tableau 8.
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lames traitées par % 4t
Temps de contact enzyme enzyme eau efficaciteé
inactivé
(heure) (bactéries/mmz)
0,5 4,1 103 1,0 104 8,9 103 54%
1h 3,4 103 1,7 104 1,6 104 78%
2h 2,7 103 3,0 102 1,2 104 77%
4h 1,1 103 4,2 103 6,8 10% 98%
6h 2,0 103 1,1 104 8,2 103 75%
8h 6,7 103 nappe 3,2 103 -
12h nappe nappe 2,6 103 -

concentration suspension bactérienne: 1,15 107 bactéries/ml
Tableau 8a: Effet de la cellulase en fonction du temps.

L'effet maximal de I'enzyme est atteint en 4h. A partir de 6h de contact,
I'effet diminue et a 8h, la lame témoin dans 'enzyme inactivée présente une croissance -
des bactéries. Aprés 12h de contact, toutes les lames au contact de I'enzyme sont

entierement recouvertes d’'une nappe bactérienne.

Nous avons renouvelé cette expérience en tampon pH 7 (Tableau 8b).

lames traitées par % as
Temps de contact enzyme enzyme eau efficacite
inactivé
(heure) (bactéries/mm?) -
1 5,7 102 9,0 102 9,6 102 40
2 2,3 101 3,3 102 3,4 102 93
4 8,1 101 2,2 102 2,1 10 62
6 1,6 102 2,9 102 2,0 102 18
12 2,5 104 3,6 103 3,6 102 -
24 1,9 104 1,0 104 3,6 102 -

concentration suspension bactérienne: 7,9 109 bactéries /ml

Tableau 8b: Effet de la cellulase en fonction temps en milieu tamponné.



Lames aprés incubation dans I'eau

depuis 2 h depuis 27 h

Lames apres traitement par la cellulase

aprés 1 h de contact apres 4 h de contact

Fig.22: Adhésion de la souche d’E.coli sur les lames de verre.
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L'effet maximal de I'enzyme est obtenu aprés 2h de contact. La croissance

commence aprés 6h de contact. En 12h, la population sur la lame est multipliée par 100

et semble rester stable. On peut envisager que les bactéries utilisent I’enzyme comme

... source de substrat. L'observation microscopique montre qu’aprés 6h de contact avec
Tenzyme,les corps bactériens s’s’arrondissent et leur volume augmente.

5) Discussion

Pour étudier le mécanisme d’adhésion d’E.coli, nous avons préféré travailler

La densité des bactéries adhérentes obtenues est de lordre de
" 103bactéries/mm?2 et peut &tre comparée 2 celles obtenues par MARSHALL et
al.(1971), et STANLEY (1983).

Il est maintenant bien établi que ’adhésion bactérienne en milieu extérieur
-o; - €St associée 2 1a biosyntheése d’un composé adhésif de la bactéries et le substrat solide
(MARSHALL et al., 1971, CORPE, 1972, FLETCHER et FLOODGATE, 1973). Selon
l,: MARSHALL et al. (1971), les liens créés entre le polymére et le support d’adhésion
%iwigg?* seraient plus fort que ceux existant entre le polymére et la paroi bactérienne. Cette
: Léventualité doit étre prise en considération car certains produits peuvent provoquer le
‘détachement des bactéries non pas par action sur la liaison polymére-substrat, mais en

3 désorganisant la paroi.

: ,ﬁ%’;ﬁ“;
3 B

-,. Cette hypothése peut expliquer l'action des réactifs chimiques que nous
V3 #{{ avons testé: 'EDTA, le mercapto-2-éthanol, I'urée, le lauryl-sulfate de sodium et le
7 tween 80 sont tous susceptible d’agir au niveau de la paroi bactérienne. Par exemple,
:; f_?, I'EDTA provoque la disparition de la partie externe de la paroi vraisemblablement en
éliminant les ions calciums qui la stabilisent. Les détergents, 'urée et le mercapto-2-
: - éthanol affectent profondément la paroi d’'un Pseudomonas marin en rompant la double

couche de la paroi (FORGE et al., 1973).




Parmi tous les produits testés, seul le périodate de sodium est réellement
efficace. Il a été utilisé avec succés pour décrocher un Pseudomonas (CORPE, 1973),
Enterobacter cloacae et Chromobacterium sp (McELDOWNEY et FLETCHER, 1986).
ce composé est un oxydant puissant qui posséde entre autres la propriété de dénaturer
les polysaccharides en oxydant et en clivant les groupes hydroxyles caractéristiques des
hydrates de carbone.

L’action plus spécifique des enzymes nous permet de tirer plus de conclusion.
Ainsi, par exemple, les deux enzymes protéolytiques testées (trypsine et pronase),
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n’ayant pas d’effet une adhésion de type protéique peut étre éliminée. La pronase, -

enzyme non spécifique, coupe les amino-acides au niveau des groupes peptides tandis
que la trypsine qui est une carboxypeptidase hydrolyse les liaisons peptides sur le groupe
carboxyle des acides aminés basiques L arginine et L trypsine.

Le lysozyme hydrolyse les liaisons osidiques reliant les résidus de N acéthyl-
glucosamine et d’acide N acétyl-muramiques: ces liaisons ne sont pas primordiales dans
’adhésion de la souche étudiée.

L’alpha amylase, qui hydi'olyse les liaisons a 14 glycosidiques des
polysaccharides est relativement efficace. L'effet maximal est obtenu avec la cellulase
qui provoque la rupture des liaisons 8 1-4 glycosidiques.

La désorption par la cellulase des bactéries adhérentes implique la présence
de polysaccharides, hypothése confirmée par I'action du périodate de sodium.

III INFLUENCE DE LA COMPETITION DE FLORES SUR
L’IMPLANTATION DE LA SOUCHE D’E.COLI

1]

Nous avons testé l'influence des flores du sédiment ou de 'eau de mer sur
I'implantation de la souche d’E.coli . La souche est introduite au niveau du sédiment ou
de 'eau.

Les différentes expériences sont réalisées deux fois, la plus représentative est
discutée ci-dessous (cf annexe pour les numérations des autres expérimentations).
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Fig.23: Implantation de la souche d’E.coli, contamination par I'eau.
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A) CONTAMINATION PAR L’EAU.
1) Implantation en milieu stérile.

La contamination du sédiment est immédiate: juste aprés la fin de la mise en
place de I'eau, la concentration du sédiment est seulement 10 fois plus faible que celle
de Peau. Pendant 24h, la souche se multiplie dans le sédiment de surface puis la
population diminue 1égérement (fig.23a). La survie de la souche au niveau du sédiment
est importante,

Dans I'eau, la croissance est parallele a celle du sédiment pendant 24h puis
les numérations se stabilisent pendant 3 jours. La diminution de la population est alors
trés rapide, spécialement dans I’eau de surface.

L’étude des filtrations différentielles, montre que les bactéries adhérentes
jouent un réle prépondérant. Le nombre de bactéries libres est beaucoup plus faible et
leur disparition est rapide: la population est inférieure 4 10 UFC/100ml aprés 4 jours en
surface et 6 jours en profondeur.

2) Implantation en présence de la flore de I’eau

Dans le sédiment, la population augmente pendant 24h en profondeur et 48h
en surface pour atteindre le seuil de contamination de I'eau (fig.23b). La survie de la
souche est plus importante dans le sédiment de surface.

Dans I'eau, comme dans le sédiment de profondeur, la phase de croissance
dure 24h. La disparition de la souche commence 48h aprés la mise en oeuvre de
I'expérimentation contre 96h dans 'expérience précédente.

La grande majorité des bactéries sont adhérentes aux matiéres en suspension,
mais il existe cependant une certaine survie des bactéries libres.

3) Implantation en présence de la flore du sédiment.

Du sédiment naturel est mis en contact avec ’eau de mer stérile contaminée
par la souche.
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La contamination du sédiment est immédiate. En profondeur, la population
diminue aprés 5 jours, tandis qu’en surface la population est trés stable (fig.23c).

Dans l'eau, la population diminue rapidement sans phase de croissance.
aucune bactérie libre n’a été dénombrée, le seuil de sensibilité de la méthode étant de
10UFC/100ml. Le devenir du E.coli est donc ici, essentiellement lié au matériel
particulaire. L’eau de mer ayant été stérilisée par filtration sur 0,22um, les particules sur
lesquelles adhérent E.coli proviennent d’'une remise en suspension du sédiment. Ce
phénomene a pu avoir eu lieu lors de 1a mise en place de I'expérimentation.

4) Implantation en milieu naturel.

La souche de E.coli est implantée comme auparavant dans de I’eau de mer
naturelle puis mis en présence des flores du sédiment.

L’évolution de la souche dans le systéme est semblable aux observations
précédentes: la contamination du sédiment est immédiate et la souche y survit trés bien
(fig.23d). Aprés 9 jours de contact il n’y a pratiquement pas eu de mortalité. '

Dans l'eau, la disparition de la souche commence dés la mise en contact
eau/sédiment. Les seules bactéries dénombrées sont, ici aussi, associées aux matiéres en
suspension. La disparition que nous observons est donc vraisemblablement due 2 la
sédimentation de ces particules.

B) CONTAMINATION PAR LE SEDIMENT

Il nous a semblé intéressant d’étudier 'influence du niveau de la source des
rejets. En effet, un émissaire reposant sur le sol rejette ses souches pathogénes non pas
dans I'eau mais dans le sédiment. IZZO et al.(1982) ont trouvé dans ce cas, une
meilleure survie des coliformes fécaux et streptocoques fécaux.

Aprés prélevement, le sédiment est inondé par un litre d’eau de mer
fortement chargée en E.coli (107UFC/ 100ml). Apreés agitation pour bien remettre en
suspension la couche superficielle du sédiment le systéme est laissé pendant 12h afin
d’obtenir une bonne décantation. L’eau surnageante est ensuite aspirée et 'eau de mer
est coulée sur le sédiment.
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b. Implantation en milieu naturel.

Fig.24: Implantation de la souche d’E.coli, contamination par le sédiment.
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1) Implantation en présence de la flore du sédiment.
Dans le sédiment de surface, la souche se multiplie faiblement puis survit
(fig.242). Dans le sédiment de profondeur, la population diminue aprés 5 jours

d’expérimentation.

Dans I’eau la contamination est rapide mais reste faible: 1a concentration est
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inférieure de 2 Log a celle du sédiment. L’étude des filtrations différentielles montrent

que la plupart des bactéries sont associées aux particules ce qui peut expliquer la
disparition rapide des bactéries par sédimentation (fig.24a).

2) Implantation en milieu naturel.

Dans le sédiment de surface la souche se multiplie puis survit: en fin
d’expérimentation la population est de méme importance que l'inoculum apporté au
départ (fig.24b). Dans le sédiment de profondeur, la décroissance de la population est
un peu plus importante.

La contamination de I'eau est immédiate mais les populations restent plus
faibles par rapport a celles observées dans le sédiment (fig.24b).

La contamination de I'eau est essentiellement due 2 un passage de bactéries
associées aux particules: la sédimentation de ces derniéres entrainent donc la disparition
des bactéries.

La méme expérience réalisée avec un inoculum plus fort du sédiment
entraine des concentrations plus élevées dans I'eau, en surface et en profondeur . Ily a
donc une influence du niveau de contamination du sediment sur la contamination de
I'eau.

C INFLUENCE DE LA STERILISATION DU SEDIMENT.

Lors des expériences réalisées sur sédiment stérilisé, une phase de croissance
de la souche d’E.coli est observée. Ce phénoméne n’étant pas visible sur sédiment
naturel, il nous a semblé intéressant de voir 'influence de la stérilisation du sédiment
sur la croissance de la souche.
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Des échantillons (50g) de sédiment stérile et naturel ont été mis sous
agitation pendant 2h avec 150ml d’eau de mer stérilisée par filtration. Aprés
décantation, le surnageant est filtré sur 0,22um. La souche d’E.Coli est alors
ensemencée 4 5.105UFC/ 100ml. Des témoins sont réalisés dans I’eau de mer et I’eau
douce. Les résultats obtenus sont représentés fig.25.

Dans I'eau douce et I'eau de mer,flacons témoins, la population diminue
pendant toute la durée de I'expérimentation.

Dans l'eau de décantation du sédiment naturel, la souche survit: aprés 15
jours, la population est sensiblement la méme que celle observée le jour de la mise en
oeuvre de I'expérimentation.

Dans I'eau de décantation du sédiment stérilisé: 1;1 croissance est immédiate
et trés importante. Ceci confirme les données de la littérature qui incriminent la
stérilisation comme facteur de libération de la matiére organique. Ceci est observable
I'oeil nu : I'eau de décantation du sédiment stérile présente une couleur différente de
celle du sédiment naturel.

D DISCUSSION

La disparition des entérobactéries dans I’environnement littoral est la
résultante d’'un grand nombre de facteurs aussi bien physique que chimiques mais aussi
biologiques. La connaissance de ces divers facteurs, de leur action spécifique et de leur
importance relative permettra d’évaluer les possibilités de survie des germes de
contamination apres leur rejet. |

Nous avons, lors de notre étude, voulu évaluer I'impact des compétitions de
flore autochtones de I’eau de mer ou du sédiment sur une souche d’E.coli. Le travail en
pilote au laboratoire permet d’éliminer de nombreux parameétres pouvant influencer la
survie de la souche tels que la température, les courants de marée, les rayons U.V....

La souche utilisée pour cette étude provenant d’'une coproculture humaine,
nous pouvons supposer que ses probabilités d’adaptation au milieu marin sont faibles, et
I'on se retrouve ainsi dans le cas d’une souche rejetée par une station d’épuration.



Les résultats obtenus montrent que la souche persiste longtemps dans le
sédiment. Par exemple, dans le sédiment stérile, il faut attendre environ 40 jours pour
avoir un abattement de 1 log de la population. Dans le sédiment naturel, ce délai est
réduit de moitié (environ 20 jours).

Ces temps deviennent de plus en plus courts avec la profondeur dans le
sédiment: par exemple, 2 30 cm de profondeur I'abattement de 1 log est obtenu aprés 6
jours dans un sédiment naturel.

Dans I’eau, la survie de la souche est nettement plus bréve: ’abattement de 1
log de la population apparait dans les 2-3 jours. Les temps de survie sont légérement
plus élevés dans I'eau de profondeur, ceci doit étre relier & la teneur plus élevée de
matiére en suspension.

L’influence des compétitions de flore y est la plus marquée. En effet en
absence de la flore autochtone on observe une légére phase de croissance pendant 48h
qui n’existe pas lorsque la flore marine est présente.

Cette influence peut étre expliquée par le manque d’éléments nutritifs au
niveau de I'eau: les bactéries marines adaptées au milieu utilisent la faible quantité de
matiére organique présente au détriment des bactéries de contamination. Ceci est
confirmé par 'observation que ces bactéries de contamination sont surtout présentes sur
les particules qui leur procurent les éléments nutritifs nécessaire a leur survie.

Cette phase de multiplication est favorisée non seulement par I'élimination
de la flore compétitive et des microorganismes prédateurs mais aussi par la chélation
des métaux toxiques et par une augmentation de la disponobilité des nutriements
(MITCHELL, 1976, HENDRICKS, 1970, GERBA et McLEODS, 1976).

L’absence d’éléments nutritifs semble bien I'élément limitant pour la survie
d’E.coli en eau de mer.

Au niveau du sédiment, les bactéries de contamination trouvent les éléments
nutritifs necéssaire pour leur survie: la matié¢re organique disponible est suffisante pour
éliminer les notions de compétitions de flore. En particulier, & proximité des rejets de
station les sédiments sont trés riches en matiére organique ce qui favorise la survie des
bactéries rejetées.
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Ces résultats sont en accord avec la littérature. BAUERFEIND et al,, (1981),
BURTON et al., (1987) confirment la persistance de E.coli dans les sédiments.

GERBA et McLEODS (1976) ont étudié la survie d'une souche d’E.coli au
laboratoire dans I’eau de mer en présence ou non de sédiment. Leurs résultats montrent
que la souche ne se multiplie qu’en présence de sédiment.

8l

FAUST et al,, (1975), lors d’une étude en chambre de survie sur le devenir

d’'une souche d’E.coli mettent en évidence I'importance de la présence de particules et
de matiére organique pour la survie de la souche.

LALIBERTE et GRIMES (1982) notent également une croissance de ce
germe dans le sédiment et une survie étendue.

HOOD et NESS (1982) montrent qu’E.coli disparait rapidement de I'’eau de
mer mais persiste logtemps dans le sédiment.

RODHES et KATOR (1988), démontrent, lors d'une étude en chambre de
diffusion, qu’E.coli peut survivre et méme se multiplier dans I'environnement estuarien.

Enfin, PEREZ-ROSAS et HAZEN (1988) ont montré qu’E.coli survit et
persiste sous forme métaboliquement active plus longtemps dans le sédiment que dans
Peau.
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Le littoral breton se révele original si 'on considére I'ensemble du littoral -

frangais, mais on peut retrouver des situations analogues dans différents pays comme en
Ecosse pour ’Angleterre ou dans la Chesapeake bay aux Etats Unis.

Cette région cotitre se caractérise par une succession de baies profondes et
d’estuaires, zones ol la sédimentation est un phénomene important. De ce fait, il s’y
accumule une trés grande quantité de matieres organiques d’origine terrestre ou marine,
phénomene amplifié par une pollution chimique et organique dont les conséquences
sont reconnues par la prolifération d’algues vertes, ainsi que de zooplancton ou
phytoplancton.

Les phénomeénes de marée sont également une caractéristique de ces zones
littorales bretonnes et provoquent des variations importantes et originales de la teneur
en sel et matiére organique. '

Le littoral est désormais la zone d’activité préférentielle de la région
bretagne marquée par une croissance quasiment exponentielle au détriement d’une
quasi“désertification” du centre.

Ce développement est de peu d’intérét pour I'écologiste lorsqu’il s’agit
d’industrie électronique ou informatique mais devient nettement plus préoccupant
lorsque celui-ci concerne I'élevage, 'industrie agro-alimentaire ou le tourisme, sources
de pollution bactérienne et organique auxquelles s’additionne une contamination liée a
la croissance parralléle de la population.

Lors d'études antérieures réalisées sur la rade de Brest (Etude
d’Acceptabilité du Milieu Marin), nous avons constaté une survie des bactéries sur une
durée et a des distances considérées a I'époque comme peu en rapport avec les normes
en rigueur, et ces études ne concernaient que I'eau.



Parmi les raisons invoquées pour cette survie prolongée de la flore
bactérienne dans ’eau, 'hypothese du relarguage par le sédiment avait été envisagé
suite 2 I'observation d’une augmentation anormale de la contamination de 'eau aprés
les tempétes. Nous avions alors supposé une remise en suspension du sédiment, d’autant
plus que ce dernier riche en matiére organique paraissait susceptible de jouer le rdle de
piege pour les bactéries de contamination et de constituer une zone de survie.
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Des études in situ et in vitro ont donc été réalisées afin d’apprécier la

capacité de contamination du sédiment et les possibilités de survie des bactéries de
contamination.

Ces études ont porté sur la flore hétérotrophe aérobie ou aérobie facultative
du sédiment et accessoirement de I’eau. La mise en évidence de ces flores a été faite par
culture des échantillons prélevés. En effet si dans I’eau, la grande majorité des bactéries
sont sous forme viables mais non cultivables et sont donc préférentiellement mises en
évidence par les techniques de fluorescence, dans le sédiment,les bactéries, conservant
une activité métabolique, sont davantage susceptibles de croitre sur des milieux gélosés
appropriés.

Deux paramétres nous ont paru pouvoir sélectionner la flore de
contamination et la flore autochtone : la teneur en chlorure de sodium et la température
d’incubation. En fait, il s’avére que la température d’incubation permet une sélection
plus efficace que la teneur en sel. En effet, une grande majorité des bactéries du milieu
terrestre et des eaux douces tolérent des teneurs en sel proche de celle de I'eau de mer
soit par leur halotolérance intrinséque soit par I’accumulation d’osmoprotecteur.

Les études in situ réalisées dans la rivire de Morlaix montrent que le
sédiment joue effectivement le réle de piége a bactéries puisque les numérations
bactériennes y sont de 100 & 1000 fois supérieures a celles de I’eau. Les numérations les
plus élevées sont observées en surface du sédiment (lcm). Si I'on considére que le
sédiment de profondeur est plus ancien que le sédiment de surface , on pourrait
envisager une auto-épuration au niveau du sédiment. Cette hypothése toute satisfaisante
qu’elle soit n’a pu étre confirmée dans notre étude in vitro car si les compétitions de
flore existent, les conséquences sont longues a apparaitre et n'ont pu étre mises en
évidence lors de nos expérimentations se déroulant sur 15 jours.



La station d’épuration constitue le principal contaminant de la riviere, la
contamination est relativement stable dans I'estuaire proprement dit et diminue
brutalement & 3km du point de rejet. Ce phénoméne apparait nettement lié a la
granulométrie : les zones contaminées correspondent a du sédiment fin et la zone peu
contaminée a une zone sableuse pauvre en matiére organique.
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Cette contamination apparait relativement stable. Ainsi, la flore de

contamination et la flore hetérotrophe autochtone ne subissent aucune variation
saisonnilre: au cours de 'année, le taux de contamination reste semblable. Seuls les
vibrionacés, germes d’origine marine, subissent I'influence des saisons.

De méme, l'influence des marées de vives eaux ne se traduit que par une
extension sur environ 200m de la contamination.

Les parameétres hydrodyﬁamiques jouent donc un réle fondamental dans la
sédimentation des bactéries de contamination apres leur rejet, et conduisent & une quasi
"saturation” de V’estuaire.

Les études in vitro réalisées ont pour but d’analyser et d’expliquer les
phénomeénes observés in situ. Un des principaux problémes réside au niveau des
échanges eau/sédiment.

La contamination du sédiment par une eau de mer naturelle est extrémement
rapide. La stérilisation réalisée par la chaleur accélére sans doute ce phénoméne en
provoquant une déshydratation qui permet ultérieurement une diffusion de I’eau
support de la contamination a travers les différentes couches du sédiment mais
également par son effet sur "I’assimilabilité” de la matiére organique.

La principale observation réside dans le fait que les numérations
bactériennes du sédiment sont supérieures ou égales A celles observées dans 'eau. On
peut donc envisager qu'a la température de lexpérimentation, les bactéries de
contamination se multiplient dans le sédiment ol elles trouvent les nutriements
assimilables nécessaires. Elles y trouvent aussi probablement des osmoprotectants qui
leur permettent de se développer en milieu salé.



.

Le sédiment peut devenir 2 son tour source de contamination pour 'eau. Le
simple fait de couler trés doucement de 'eau de mer stérile sur du sédiment remet en
effet en suspension une fine couche de particules et permet ainsi la contamination. Ce
paramétre est trés important pour nos régions: en effet, 8 marée montante, on observe
in situ cette fine couche de particule a la surface de ’eau. La contamination est causée
principalement par des bactéries associées a des particules.

La flore autochtone hétérotrophe est susceptible de croissance en eau de mer
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filtrée donc débarassée de la mati¢re organique particulaire. Cette phase de

multiplication observée pendant les premiers jours est suivie d’une décroissance
relativement rapide, causée vraisemblablement par un épuisement en matiéres
nutritives du milieu.

Le devenir de la flore de contamination est essentiellement lié au matériel
particulaire. En effet, sous forme libre, ces bactéries moins bien adaptées au milieu
marin que la flore autochtone, ne survivent pas. Par contre, sous forme adhérente aux
particules, elles persistent dans le milieu principalement en eau de profondeur proche
de 'interface eau/sédiment riche en matériel particulaire.

Ces constatations sur la flore de contamination nous ont conduit a étudier la
survie dun modéle: E.coli. L'utilisation d’un mutant résistant d’origine hospitaliére
permet de supposer que ses probabilités d’adaptation au milieu marin sont faibles.

La survie d’E.coli est favorisée par ’adhérence au matériel particulaire que
celui-ci soit enrichi ou non en matiére organique. Le systtme d’adhésion est
vraisemblablement de nature polysaccharidique car I'action de la cellulase permet de
décrocher la grande majorité des bactéries adhérentes.

Cette souche mise en contact avec du sédiment s’y implante de suite et est
méme capable de s’y développer, ce qui confirme I’existence au niveau du sédiment de
nutriements assimilables. Les résultats comparables obtenus avec du sédiment stérile ou
du sédiment naturel montrent que les compétitions de flore dans ce milieu riche en
matiére organique sont de peu d’importance. En effet, il faut attendre 20 jours dans un
sédiment naturel et 40 jours dans un sédiment stérile pour obtenir un abattement de 1
log de la population.



Dans I’eau par contre, 'influence des compétitions de flore est plus marquée:
la disparition de la souche est plus rapide en présence de la flore autochtone.
Le devenir de la souche est essentiellement lié aux particules.

Ces études in vitro confirment donc les phénomeénes observés dans I'estuaire

86

de Morlaix 2 savoir que les échanges eau/sédiment sont importants et que les bactéries

de contamination sont susceptibles de survivre et méme de se multiplier dans le
sédiment.

Les temps de survie élevé (de lordre de 1 mois) d’un germe de

contamination tel qu’E.coli observé in vitro expliquent la contamination importante et
' étendue dans Pestuaire. En effet, les apports quotidiens dus & la station d’épuration
associé 2 la survie des germes entretiennent cette contamination.

Cette survie au niveau du sédiment présente plusieurs conséquences
importantes. Tout d’abord, les animaux ou coquillages vivants au contact de ce sédiment
sont susceptibles d’étre contaminés. Cette contamination pouvant, par la suite, atteindre
I’homme lors de la consommation de ces produits de la mer.

Dans un second temps, ce sédiment peut contaminer I’eau surnageante. Dans
ces zones littorales, les causes de remise en suspension du sédiment sont multiples: les
marées, les tempétes, les crustacés.. mais aussi les activités de péche, nautisme,
baignade... Les germes se retrouvent ainsi dans I’eau associé aux particules, ce qui leur
assure une persistance suffisante pour éventuellement contaminer soit des coquillages,
soit ’homme, ou encore un nouveau site...

La conséquence pratique serait donc d’éviter le rejet d’eaux contaminées,
méme chimiquement épurées en milieu littoral riche en sédiment susceptible
d’entretenir et éventuellemnet d’accroitre la contamination bactérienne.
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FORMULES DES MILIEUX DE CULTURE UTILISES

Drigalski ( gélose lactosée de ) INSTITUT PASTEUR PRODUCTION

formule pour 11d’eau distillée:

- peptone 15g
- extrait de viande 3g
- extrait de levure 3g
- desoxycholate de sodium 1g
- thiosulfate de sodium 1g
- lactose 15¢g
- cristal violet 0,005g
- bleu de bromothymol 0,08g
- agar 11g

pH final: 7,4 (environ)
incubation 24h 4 37° ou 4 42°C

Ce méme milieu préparé a partir d’eau de mer est incubé 48h a 25°C.

Slanetz et Bartley (milieu de ) INSTITUT PASTEUR PRODUCTION

formule pour 11 d’eau distillée:
- hydrolysat trypsique de caséine 20g

- extrait de levure Sg
- phosphate disodique 4g
- azide de sodium 0,4g
- chlorure de triphényltétrazolium 0,1g
- glucose 2g
- agar 10g
pH final: 7,2 (environ)

incubation 48h 4 25°

Thiosulfate Citrate Bile Sucrose (gélose de ) DIFCO

formule pour 11 d’eau distillée:

- extrait de levure Sg
- protéose peptone 10g
- citrate de sodium 10g
- thiosulfate de sodium 10g
- citrate de fer 1g
- bile de boeuf 8g
- saccharose 20g
- chlorure de sodium 10g
- bleu de bromothymol 0,04g
- bleu de thymol 0,04g
- agar 15g

pH final: 8,6 (environ)
incubation 24h 4 37°C.
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Trypto-caseine-soja (gélose de ) BIO-MERIEUX

formule pour 1 1 d’eau distillée:
- hydrolisat trypsique de caséine 17g

- peptone de soja S5g
- chlorure de sodium 5g
- agar 15g

pH final: 7,3 (environ)
incubation 24h a 37°C ou 48h 4 20°C.

Ce méme milieu préparé a partir d’eau de mer est incubé a 25° pendant 48h.

Trypto caséine soja (bouillon) BIO-MERIEUX

formule pour 11 d’eau distillée:
- hydrolisat trypsique de caséine  17g

- peptone de soja 3g
- chlorure de sodium Sg
- phosphate de sodium 2,5g
- glucose 2,5g

pH final: 7,3 (environ)
incubation 24h A 37°C
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TABLE DES RESULTATS

LEGENDES DES TABLEAUX

Les valeurs données correspondent aux numérations observées lors des diverses
expérimentations et sont exprimées sous forme de puissance de 10.
Par exemple: 1,4 1= 1,4.107 (1,4: nantisse et 1, exposant)

Abréviations utilisées:
tem: témoin
BSA: albumine bovine
gluc: glucose

sed.: sédiment

prof.: profondeur
surf.: surface

E DE M: eau de mer

MX DE CULT: milieu de culture

TD: gélose Trypticase incubée a 37°C.

TS: gélose Trypticase incubée & 25°C (+ 40g/1 NaCl).
DD: milieu de Drigalski incubé a 37°C.

D42: milieu de Drigalski incubé a 42°C.

Lact+: colonies lactose positives.

Lact-: colonies lactose négatives. )

DS: milieu de Drigalski incubé & 25°C (+ 40g/1 NaCl).
TCBS: milieu de TCBS incubé a 37°C.

Sl: milieu de Slanetz incubé 2 37°C.,

C: milieu de Chapman incubé a 25°C.

tot.: numération totale sur ’eau de mer.
3um: numération apreés filtration sur 3um de I’eau de mer.
0,22pum: numération apres filtration sur 0,22um de 'eau de mer.



108

TESTS PRELIMINAIRES - EXPERIENCE A.
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TESTS PRELIMINAIRES - EXPERIENCE B
fig.7.
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fig.8.
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T 15 037 D42 DS TCBS 51
Lact + Lact - Lact + Lact - sacch + sacch -
A.03.2. a : 5,72.108: 5,8.10° : :6,8.10% : 3,80.107: 4,6.10" : 6.10" : 1,6.10° :1,77.107
b:  3.108; 1,14.10'% : : : a0 ; 8,8.10° :3,37.107
c 1.10%: 2,26.10° : :1,4.10" : 2,96.10’: 5,8.107 6.10% : 4.4.10° :3,64.107
A.04.2. a 9.10":  3.10% : 8,8.10% : 1,2a.107 : 8.108 :1,72.10": 3,4.10" 8.0 : 3.10° :5,3.10
b:  3.10% 5,4.108 : 5,2.10% : 2,52.10" : 8,8.10%  1.107: 2,68.10" :  9.10% : 1,6.10° :6,8.10°
c: 1,508 1108 : 1,407 ¢ 6.10% : 6,8.10%: 9,2.10% 1 1,902,107 ¢ 7.10% : 1,5.10° : 1,19.107
A.05.2. a:  5.107: 4,3.108 : 6,6.10% : 4,8.10% : 3,8.10%: 1,1.10° : 3,2.10° £ 1,5.10° : 2,2.10°
b:3,5.100 ¢ 1.108:3,2.10% : 1,5.108 ¢ 2,1.10%:  3.10% 1 6,2.100 :1,1.10° ¢ 2.10°
¢ a.10":  9.10” ¢ 3.10% ¢ 3,5.10% ¢ 3.4.10%: 1,2.10° £ 4,7.10% ¢ 5.0t 4a10® 1,308
A.05.3. a 3.10%: 5,2.10% : 2,5.107 : 1,6.10" : 7,9.10%: 2,1.10% : 2,5.107 : 1,4.105 : 6.10° : 6,8.10°
b:2,5.108 : 4,8.108 :3,2.10" : 1,2.107 ¢ 8.108: 2,7.10% 1 a,02.107 ¢ 3.10% ¢ 1.10° : 3,4.108
¢ 3,208 1,12.10% 2,8.10" 1 1,6.107 11,1007 ¢ 5.10% 13,2107 ¢ 3.10°: 4.10° : 3,6.10°
A.06.2. a: 1,72.108:  7,7.108: . : 9,6.10° : 1,4.107 : 5,9.10 2.10% + 3,7.10° : 1,35.107
8 8 7 7 . 6 . 6 7 4 5 6
b:1,5.108 :  7,8.10%: 1,2.107 : 2,4.107 : 3,8.10% : 9,8.10% : 4,48.107 ¢ 1.10% 1 1,15.10%: 7,5.10
c:1,7.108 : 1,54.10% : a,5.108 : 2,75.107 : 2,5.10% : 6,5.10% : 3,4.107 1.1 ;. 2.10% 6,6.10°
073, a: 1,610 0 6,9.10% 7,500% 0 610% : 3,300 s 1000f 0 6a1df ¢ 200t 1,2010% 11,0000
b:1,3.10%:  4,2.10% 6,8.10% : 4,3.10% :1,7.10° ¢ 1.10° : 2,96.107 : 1,2.10° : 1,8.10°
c: 208 5,7.108: 2,4.10" : 1,8.107 :1,14.107: 8108 ¢ 1,902,107 ¢ 1,2.10° : 3,3.10°
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T TS D37 D42 DS TCBS N

Lact + Lact - Lact + Lact - sacch + sacch -
A.09.3. a : 1,09.10% :3,3.108 : 1.10" :1,08.10" : 1,6.10% ; 4,1.10% ; 2,33.10 : : 2,6.10° : 5,5.10°
b :5,6.100 :1,4:10% : 8,7.10% 5,4 .10 : 2,3.10% & 3,7.10% : 1,11.107 :1,3.10° : 3,1.108
¢ :7,5.100 :6,2.108:3,6.10° :1,2..10%: 1108 6.10°: 1.0 : 1,6.10° : 4,8.10°

7

A3, a : 3,8.90"  :6,8.10% ¢ 3,1.10% : 7,6.10% & 2,9.10% : 4,4.10% : 1,3 2107 ;9,107 : 2,4.10° & 3,2.106

b o+ 5.107 ¢ 3,8.108 :1,2.10°% :1,1.10% ¢ 9.10° : 2,1.10% 1 9,1..10% :1,4.10%: 1,9.10° : 2,7.100 .
¢ :3,8.100 :2,2.108 :3,9.10% :2,6.10% : 1,7.10° : 3,2.10% : 1,92.107 : 8.10%: 1,1.10° : 4,8.10°

A13.3. 2 : 8,110 ¢ 1.10'% 8108 :1,96.107 : 4,2.10°% : 5,8.10% : 1,1.107 :3,5.10%: 3,2.10° : 1,88.10.

b o: 6,210 :1,6.10° : 6.10° :  3.10% : 2,2.10% 1 1,7.10% : 1,9.107 :1.8.10%: 1,9.10° : 2.7.10°
¢ : 7,800 :1,8.10° :4,2.10°% :a,.410%: 7.10%: s5.10% : 1,91.107 :3,4.10%; 1,3.10° : 4,88.10

7 : : 2.6.105 : 1.106.

b o: 7.0 :1,8.108 : 1,5.10% :4,8.10% :1,15.107 : 2,28.107: 1,5.107 ¢ s.10%: 2,4.10° ¢ 3,5.10%
¢ :1,7.107 2,408 1 5,2.10% @ 1,12.107 13,2108 4,7 .00 1,487,107 o 2.0%: 3,800° ¢ 3,300

AM7.3. a : 7,5.107  :a,5.10%: 8.10% :1,32.10" ¢ 5.10% & 1,44.10":  3.107

8

A.20.2 a : 1,18.10% :5,6.10% : 7,2.10% : 4,4.10% :2,5.10° : 2,6.10% : 1,88.107 : 3.10%: 1,9.10° : 4,5.10%
b : 8.0 :1,8.108 :5,2.10% :8,6.10°% :4,4.10°% :7,2.10% : 2,190,107 : 2.10% 1,3.10° ¢ a,1.105
8 7

¢ :1,29.10% :2,3.10%8: 1.10

1,207 :7,2.10% ¢ 4,108 & 3,08.10 : :1,3.10° : 7,5.10°

A.23.3 a :2,6.100 :3,3.108: 8.10° :1,8.10% : 9.10° : 1.10% i 6,51.100 :1,2.10%:  9.10% : 2.10f
b o:7,8.107 :4,5.108: 4.10% :1,06.107 :1,2.10 :1,63.107 : 1,43.107 :1,4.10%; 2,4.10° : 4,8.105;

¢ 27,5007 41108 : 2,2.105 ; 4,0.105 :7,5.106 1 6.105 : 1,82.107 :1,2.10%: 2,5.10° : 5,3.108

€11



D 1S D37 D42 DS 1C8S Si
Lact + Lact - Lact + Lact - sacch + sacch -

A.27.3. a 1,807 :4,2.10%: 8.0 :2,3.10% :2,5.10%: 1,6.107 : 3.0 ¢ a.a0' :o3,2.10°
b:1,62.10%  3.10% :1,62.107: 1,15.107 : 1,1.10% : 2,9.10% : 1,3.107 : 2.10" :1,7.10% : 5,8.10°
8

c:1,208 :1,03.10° :  5.10%:  9.10% : 2,4.10% :3,4.10% ¢ 1,3.107 : 3.10% :2,2.10° : 9,5.100

A31.2. a : 2,32.108: 3,52.10% ¢ 5,8.10% : 7,5.10% ¢ s.10% ¢ 5,10° : 3,36.107:6,9.10° ¢ . :1,31.10
:1,73.108: 2,5.108 & 3,5.10% : 1,24.107 : 1,07.107 : . 2,48.107: : 5,6.10° : 1,68.107

: 1,13.108: 3,4.108 : 3,7.10% : 8,4.10% :1,03.107 ; 2,2.10% ; 1,5.107 : 1,8.10° : 5 8,10° : 1,03.10

o o

5 6

:1,3.00% ¢ 5.10°: 4.0° ¢ 2,8.10% & 2,4.10% ¢ 3,6.10° 1 1,2.10°
£ 2,5.108 ¢ 9.10° : 1,2.10% ¢ 1,8.107 ¢ 6.10% : 2,2.10° :3,1.10°
:3,6.108 :3,3.10% :6,7.10% : 3,6.10%: 9.10°: 8,3.10%: 2.10°: 6.10° : 3,2.10°

A35.2. a:  6.107: 1,3.108 ¢ 3.10
6,7.10": 3,6.10% : 8.10
:2,33.108

o
.o
[%,]

(2]

A41.2. 2 : 1,810 £ 1,5.108 ¢ 4.10° 1 1,10% ¢ 5.10% ¢ 1,69.10%:  6.10% : 6.10% : 2.10% & 5,0.10°
: 2,1.102 :2,1.108 ¢ 6.10°: 3.10° : 2,8.10° : 3,8.10° : 3,9.105 ¢ 3.10% & 1,2.10° : 3,6.10°
:,00.10% 1 4,3.10% + 2.10° ¢ 8.0° :2,5.10° :7,200° ¢ 1,5.107 ¢ 2.10° : 2,4.10° : 7,7.10°

o o

A.46.3. a 3 5,2.107 : 2,8.108 1 1,210 © 2.10° 1 2,1.10° 1 2,9.10° 4 3,5.10% 1 2,3.10% 1.10° :5,2.10

b:2,2.10" :3,4.10% : 2.0 ¢ 1.10® :1,2.10° ¢ 7.0® i5,7.10% ¢ 6100 1,7.10% o 2,6.10°

c:2,5.10 :3,7.108: 4.10°: 6.10° : 7.10° a.10% 1 7,6.10° ¢ 3.10%: 3,6.10° : 4,4.10°

5 5 .

A47.2. a: 3.10% :2,8.107 1 1,3.10° 1 1,8.10° ¢ sa0® ¢ 40t p1,6.10 ¢ 2.0 1100 : s.0
6. 7, 5, 5 . 4 4 6 4 4 4
b:7,2.100 : 6,6.107 : 1.10° 1 2,2.10° ¢ 110" ¢ 1.10% :3,2.10° ¢ 3.0% 5.0t : 6.10
c: aa0® 200070 <10t s o200t ¢ <o r ot 30 : a0k 7.0t <

YT



™ Ts D37 D42 DS TC8S $1
Lact + Lact - Lact + Lact - sacch + sacch -
A50.3. a: 7.10% : 2,7.10" + 1,2.10° ¢ 5.0t ¢ 7000 5.10% : 2,1.100 <10: 2.100%: 9.10°
b:1,1.10" : 3,5.10° : 2,3.10° ¢ 3.10% :1,7.00° ¢ sa0t: 3.0 ¢ <10fs <Cotir,a00
c: 9.10°: 4,810 ¢ 1.10°: 1,8.10% 3.0 ¢ <10t ;3,708 <10t 100 e
A56.2. a: 1,5.100 ¢ 2,107+ 1.0t : 3.0t 2.0 ¢10® : 1,6.10° <10®: 10t 300!
7 7 S L 4 a. 6 . a, 4, 4
b: 3,207 13,3007 s 1,100 ¢ <10t ¢ 50t ¢ 30t 2,70 ¢ <0t 70t ;910
c: 3.0 ;3,800 23100 1.0% 2.10° 3.10% : 4,1.10° 10h: <10t : 50100
A.59.3. a: 4,7.10% : 1,8.108 ¢ 2.10% : 1,02.10° ¢ 2.10° ¢ 1,6.10° : 1,84.10°% :2,2.10% ¢ 6.10% ¢ 6.10°
b:9,8.10%:3,4.107 : 4103 : 6.0 : a10® : 1.0%: 2.0 11,6000 0 2,10 : 2,6.10°
c:4,5.10° :6,8.108: 4.10%: 1,64.10° :  8.10° 2.10% : 2,8.10% : 4.0 :  3.10 : 3,4.00°
A61.2. a:2,3.000 :2,6.10% 0 <108 : 4108 <10® ¢ <t 1,700 ¢ <1d: <cid 0]
b: 2.10°: 1.10%: ¢1d: 410 : <10d : <10’ 30t ;o< <13 e
c:4,3100:2,7100: <10d: <1d: <1dd <103 :2,6.10° : <108: <108 2.108
A6.3. a: 3,6.10° :3,5.10°: 2.100: <103: <10 4.10% : 1,1.10° <103 : 2108 : <108
, 5 6 3 3. 3 3. 5 3 3. 3
b: 4.10°:25.10°%: 2.10%: 6.103: <10 2.10% : 1,1.10 <108 : <103 : .10
c:3,3.10 :3,3.100: ¢10d: 11d: <idd <108 :4,210° : <108 <18: <10d
A.64.6. a: 9,6.10° : 1,3.107 ¢+ 2.103: <108 : 1,2.10% : <108 :3,7.10° <103 <108 2.10°
b: 100 :1,6.107 : 6108 : 2108 : 2108 : <108 :8,2.10° : 2100 : 8108 : 6.10°
c:8810°: 81°: 2.10°: <10d: 6108 : 2100 5.10° : 60 : 7100 : 4.0
A.66.4. a: 7,8.10° : 8,3.107 : 2.10° : 8.0 : <10} 208 : 700° ¢ 2.0 103 <dd
b: .6.10°: 7,708 : 1,210 ¢ a0d: <10d: 2108 : 5.0 ;<13 <d: <ol
, 5 6 3 4 3 3 5 3 3 3
¢:3,6.10° : 3,810 ¢ 4108 : 6,6.10": <10’ : 208 :3,4.00° ¢ <103 2100 <10

SIT



1D TS D37 D42 DS TCBS S1 8
Lact + lact - lLact + Lact - sacch + sacch - 5
B.08.2. a: 5.10% :1,68.10% : 3,6.107 : 8,4.107: 3100, 2,105 . 1,1.00% 5.0t 1,5.00% 5.0° B
b 1,51.10%:1,3.10% ¢ 40107 @ 7,4.107: 1,5.107: 4,3.107 1 4,7.107: 1,7.10%: 1,7.10°%: 7,7.10° H
¢ :2,8.108 :1,2.10° :6,8.107 : 6,8.107: 1,2.107: 3,9.107 : 2,8.107: 4.10* : 1.6.10%: 7,1.108 >
[
2
B.06.2. a : 1,67.10%: 1,8.10% : 2,8.10% :2,32.107: 2,6.10%: 1,9.10% : 2,9.107: 9.10% : 3,1.10%: 2,9.10%. @ g
b :1,67.10% 3,6.10% ; 2,8.10% :3,12.10: N : N :2,6.107: 9.10% : 3,1.10%: 4,4.10° o G
8, 8 . 6 . 7. 6. 6 . 7. 4 . 5. 6 £
¢ : 1,63.10%: 1,8.10% : 5,6.10% :2,6.10" : 2,5.10%: 3,2.10% : 4,2.10": 4.10* : 1,3.10°: 1,7.10 o 3
£.9
o=z
8 7 6 6 5 5 7 5 5 6 & b
B.09.3. a : 1,1.%0": 7,6.10" : 3,8.10" : 8,6.10°: 5.10": <10° : 3,1.10": 3,8.10": 3,2.107: 3,4,10 He o 2
8 7 6 7 6 6 7 5 6 6 Qg+
b : 1,57.10%: 9,2.107 : 2,2.10% : 1,6.107: 2,1.10%: 1,6.10° : 3,8.10": 6.10%: 2,2.10°%: 1,8.10 .
7 7 6 6 6 6 6 5 5 6 b4
¢ :3,6.107 :5,4.107 : 2,3.10° : 4,4.10%: 2,1.10%: 2,1.100 : 5,5.10%: 1,1.10%: 2,8.10%: 2,4.10 0 :-t'i
ot
7 8 6 6 5 5 6 4 4 6 @
B.14.2. a : 5,4.10" : 1,6.10° : 3.10° : 4,2,10°: 4.,107: 5,107 : 3,1,10°: 2.10°: 9.10": 2,4.10 o 2
) 7 8 7 6. 6. 5 6. a a 5 p S
b:3,6.10" :2,6.108 : 1.107 :3,2.10%  1.10%: 8.10° & 2,7.10%:  2.10%: 3.10%: 7.0 £ S
7 8 6 6 5 5 6 4 4 6 % >
c:6,6.100 :1,9.108 1 2,7.10% ¢ 4105 <10’ 410°: s.10%: 5.0t 6.10%: 3,7.10 o H
o]
@)
B.20.2. a : 7,8.107 : 2,4.108 : 4,4.10% : 7,2.10%;: 2,3.10%: 3,2.10% : 1,6.107:  3.10%:  9.10%: 5,7.10° £
6
b:6,2.107 & 5,6.107 : 2,5.10% & 4,4.10%: 1,5.10 : 1,8.10% : 1,8.107:  2.10%:  7.10%: 3,7.108 3
¢:6.5.10 ¢ 1.10% ¢ 1,108 ¢ 3,4.10%: 1,4.10%: 3,2.10% ¢ 1,7.107: 3.10%: 1,1.10%: 4,1.10° E
-
o

911



™ T$ D37 042 DS TCBS st
Lact+ Lact. Lact+ Lact- sacch+ sacch-

B.27.3. a : 1,23.10% : 1,36.10% : 6,8.10% : 1,52.107 1 1,6.10% : 1.8.10% : 1,3.107 : 1,8.10% ; 9.10° : 3.106
b :1,13.108 : 1.6.108 :2,8.10% : 1,08.107 : 8.10° : 1,4.10% : 1,9.10" ¢ 2.10° ¢ 10% :5,2.105
¢:1,24.10% : 9,2.107 :6,4.105 : 8108 : 8.10°: 8.0 :1,2.107 ¢ 1.0° : 1.10° :2,2.10°

B.35.2. a : 9,1.107 : 3.108 :3,6.10% : 7,6.10% : 1,4.10% : 2,3.10% : 9,4.10° :  5.10% : 8.10° :2,7.10°
b:2,1.0% :3,9.108 17,2166 : 1,810 ¢ 1;3.0% ¢ 6.10° : 1,707 ¢ 6.0 ¢ 1.108 :1,8.10°

8 8 6 . 6 . 6 6 7. 5 5 6
¢c: 1.108 :3,3.10 8.10% : 5,6.10% : 4,1.10% : 4,5.10% :1,36.10" :  8.10° : 4.10° :2,4.10

B.41.2. a : 6,6.10° :1,6.108 : 4.10% :8,4,10% ; 1,9.10% : 5,9.105 : 5,4.10% : 2,9,10% : 4.10% :1,8.108
b: 6.107 : 8.0 :3,6.10% : 1,24.10": 1,3.10% : 7,5.10% : 5,3.10% :  9.10% : 9.10% :1,5.10°
¢+ 7,9.107 :1,5.10% :2,8.10% : 1,08.10": 1,9.10% : 6,6.107 : 6,4.10° :  8.10% :1,7.10° : 2.10°

B.46.3. a : 7,3.107 : 1,16.108 : 4.10° a.10% :  8.10° :5,6.10% : 1.107 ¢ s.0%: 2.10% 11,4.10°
b: 3.0 :a,4.10" :1,3.10% 11,4105 4.10°: s5.0°: 3108 10t 2.10%: 6.10°
c:3,6.100 :7,2.100 : a.10% :3,9.10%: 1,2.10% : 1,7.10% :5,3.107 ¢ 10t : 10% :1,2.108

B.50.3. a : 3,2.10% : 1,8.107 : 4.10" :s5.2.10% : 2,800 : 8.10% :2,1.10° ¢ 8.10% : 2.10% :9,2.10%
b :3,8.10% :2,2.107 :6,4.10% : 1,12.10% 2,8.10% ¢ 4.10% : 3,6.10% : 1,2.10% : 4.10% :8,8.10°
c: 3.10° 2.10’ : .10t 1.10° : 4,210 : 1,800 : 3,72, F 100 : s.10% :5,8.10°

L1T



118

VARIATIONS SAISONNIERES AU NIVEAU DU SEDIMENT

fig.13.

Numération des colonies lactoses + isolées sur milieu de

Drigalski incubé a 42°C.
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Structure mélangée (Aquarium)
fig.14.
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MODE DE CONTAMINATION DE L'EAU

fig.16.
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SUIVI DES COLONIES LACTOSES + ISOLEES SUR MILIEU DE DRIGALSKI
fig.18.
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Sédiment naturel/eau de mer stérile.
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INFLUENCE DE LA STERILISATION DU SEDIMENT.

fig.25.
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