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INTRODUCTION 

Si l'analyse chimique bénéficie actuellement de techniques 

I de dosage sensibles et rapides en progrés constants, l'analyse 

microbiologique doit se contenter d'une technologie embryonnaire. 

En microbiologie s 'est imposée depuis plus d'un siècle 

la méthode pastorienne dont la rigueur et l'efficacité ne sont plus 

I à démontrer. Cependant cette méthode voit ses applications se 

l limiter : en effet, elle ne fait toujours appel qu'aux seules 

I techniques manuelles et ses  délais d'analyse sont importants ; 

I les analyses microbiologiques nécessitent d'abord une mise en 

culture sélective ou non des germes à identifier puis une étape 

l d'isolement des différentes espèces bactériennes présentes 

car l'identification procède généralement de la "culture pure" . 
L'identification des espèces bactériennes est alors possible ; 

elle nécessite un nombre souvent élevé de tests biochimiques. 

Les délais importants, le nombre des opérations et le  travail 

stérile que nécessitent ces analyses sont difficilement compatibles 

avec leur automation. 

En microbiologie de l'eau où le contrôle de la potabilité 

1 se  résume à la mise en évidence des germes tests de la contamina- 

tion fécale, de nombreuses méthodes manuelles or,t été proposées. 

Elles sont toutes précises, sensibles et efficaces. Mais il es t  

parfaitement vain d'améliorer la sensibilité de ces méthodes pour 

des échantillons qui ne sont aucunement représentatifs de l'eau 



a analyser : comment en effet un échantillon de quelques millilitres 

d'eau prélevé dans une rivière ou une canalisation d'eau de distri- 

bution peut-il être représentatif des milliers de métres cubes 

précédant ou suivant la lame d'eau dans laquelle a été réalisé 

le prélèvement ? 

Ce problème d'échantillonnage ne peut être résolu que par 

un appareil automatique permettant l'analyse microbiologique 

en continu de l'eau. 

La mesure de la décarboxylase de l'acide glutamique et 

ses applications ouvrent actuellement une voie vers cette automa- 

tion souhaitable en microbiologie de l'eau. 



B I B L I O G R A P H I E  

On doit à GALE (4 ,  5 ,  6,  7) les -premières études relat ives  

aux  décarboxylases chez les Enterobacteriaceae . 

Plus tard,  MGLLER (1 9 ,  20, 2 1) comprend l'importance de  

leur recherche en  vue de  l ' identification bactérienne : i l  met 

e n  évidence le pH optimal d'action des  décarboxylases de  l a  

lysine,  de  l 'arginine, d e  l'ornithine et de  l 'acide glutamique ; 

il démontre a u s s i  l 'effet bénéfique de solvants tels que l e  toluène 

ou l 'éther éthylique qui,  e n  agissant  sur  l e s  membranes, libèrent 

les enzymes endo-cellulaires et augmentent l 'act ivi té  décarboxy- 

lasique des  suspensions bactériennes . Enfin et surtout il évalue 

la  répartition des  décarboxylases de  ces acides  aminés chez  l e s  

différentes e spèces  apportant a ins i  un nouveau facteur d'appré- 

ciation de  ces espèces .  

En 1967, LAWSON e t  QUINN (12) , util isant des  préparations 

t rès  purifiées des  décarboxylases de l 'acide glutamique, d e  
l 

l 'arginine et d e  l 'hist idine,  mettent fin aux  contradictions d e  

GALE (71, GUIRARD (8) ,  ROSENTHALER (2 7) , SCHUKUYA (28) 

et d e  UMBREIT e t  GUNSALUS (34) e t  confirment définitivement 

la  dépendance d e s  décarboxylases vis-à-vis de  leur coenzyme, le 

phosphate d e  pyridoxal ; ils mettent e n  évidence la rigoureuse 

spécificité de  l'enzyme vis-à-vis d é  son substrat ,  fait  d iscuté  

par EKLADIUS e t  KING (2) ,  LOVENBERGER (18), ROBERTS (25) 

et UMBREIT et GUNSALUS (34) et étudient l ' influence du pH et 

l 'action d e  composés capables  de  réagir avec l e  phosphate d e  

pyridoxal sur  l 'act ivi té  enzymatique. 



. . 

De nombreux autres travaux ont é t é  réa l i sés  sur l 'une 

ou l'autre des  décarboxylases : ils étaient consacrés  à d e s  

techniques de  purification des  différentes enzymes , à leur 

structure primaire ou quaternaire ou à des  méthodes de  dosage 

d e  l 'activité enzymatique. Les relater tous dépasserait  l e  cadre 

de notre étude ; nous nous contenterons de mentionner uniquement 

les travaux consacrés à la plus importante d'entre e l l e s ,  e n  raison 

de  son importance en taxonomie bactérienne, la décarboxylase 

de  l 'acide glutamique. 

En 1960, SCHUKUYA et SCHWERT (28) proposent une 

méthode de  purification poussée de la décarboxylase de l 'acide 

glutamique à partir d' "extrait acétonique" d'Escherichia co l i ,  

purification réal isée par fractionnements au sulfate d'ammonium 

et chromatographie d'échange d'ions sur D .E .A .E . cel lulose.  

Une étude détail lée du spectre de l'enzyme purifiée à différents 

pH e n  présence ou en absence d'acide glutamique leur permet 

d'émettre des  hypothèses sur la structure du s i te  actif de  l'enzyme 

e t  sur  son mécanisme d'action : le phosphate de pyridoxal serai t  

l ié  à l'apoenzyme par une fonction imine déplacée e n  présence 

d'acide glutamique par formation d'une base  de Schiff entre le 

coenzyme e t  l e  substrat ; la décarboxylation elle-même mettrait 

en  jeu l e s  doubles l iaisons conjuguées du noyau pyridine et de  

la fonction imine. 

En 1967, LAWSON et QUINN (11) e t  STRAUSBACH (32) 

obtiennent des  préparations pures d'enzyme, le  premier à partir 

d' "extrait acétonique" d'E. col i ,  le second en purifiant la  

pyruvate oxydase.  



Ces  préparations pures permettent à STRAUSBACH e n  1970 

(33) d'isoler et d'identifier l e  composé responsable de la  fixation 

du phosphate de  pyridoxal sur  l'enzyme : le coenzyme forme avec 

un résidu t -NH~ d'une lysine une base  d e  Schiff , ce qui est en 

accord avec les hypothèses d e  SCHUKUYA e t  SCHWERT (28). 

L'étude détail lée de  l a  décarboxylase de l 'acide glutamique 

s'est avérée d'une grande utilité en  raison de  l'importance que ce 

caractère représente comme facteur d'identification des  souches 

bactériennes. M@LLER (2 1) , discuttant de  la valeur du test 

de la  recherche de  la  décarboxylase de l 'acide glutamique a é t é  

jusqu'à dire : "quelques réactions seulement ou aucune autre 

apparaissent apporter une différenciation a u s s i  nette entre E.  Coli 

e t  l e s  autres groupes étroitement apparentés" . KAUFFMAN (1 0) 

h la lumière d e s  résul ta ts  d e  MOLLER (19, 20) a proposé un 

intéressant systéme de c i a s  sification des  Enterobacteriaceae 

fondé sur la  recherche des  décarboxylases d 'acides  aminés parmi 

lesquelles la décarboxylase de  l 'acide glutamique occupe une 

place importante : s a  recherche et le test a u  KCN permettent de 

diviser l e s  Enterobacteriaceae en  4 grands groupes comme le 

montre le tableau 1. 

MOLLER (19, 20, 21) et surtout LECLERC (15, 16) on t  

démontré que la  production de  la décarboxylase de  l 'acide glutamique 

e s t  un privilége de  l 'espèce E. co l i  et d e  quelques autres  t e l l e s  

que les Shisella,  l e s  Proteus e t  l e s  Alcalescens qui e n  produisent 

a u s s i  couramment ; mais dans  l e s  eaux,  on ne rencontre ces 

dernières qu'exceptionnellement et toujours accompagnées 

d'E. co l i  qui y subsis tent  en  nombre plus é levé .  La détection 



Tableau 1 : Classification de KAUFFMAN 

Salmonella 

Arizona 

Shigella 

E .  coli 

Citrobacter 

Klebsiella 

Cloacae 

Hafnia 

Erwinia 

Serratia 

Proteus 

Morganella 

Rettgerella 

Providencia 

KCN 

- 
- 

- 
- 

+ 
+ 
+ 
+ 
+ 
+ 

+ 
+ 
+ 
+ 

GAD 

- 
- 

+ 
+ 

- 
- 
- 
- 
- 
- 

+ 
+ 
+ 
+ 
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de cette décarboxylase dans une culture mixte .de germes à partir 

d'une eau peut donc sans  ambiguité etre envisagée comme un t e s t  

valable de la mise e n  évidence d'une contamination fécale d e  

cet te  eau .  

Cette hypothèse pleine d e  promesses s ' e s t  révélée diffici- 

lement applicable en  pratique courante par suite des  difficultés qu ' i l  ~ 
y a d e  sélectionner la culture d e s  E .  coli  pour obtenir une concentra- 

tion enzymatique mesurable. De plus,  les méthodes permettant la 

recherche de la décarboxylase d e  l 'acide glutamique étaient géné- 

ralement longues e t  fast idieuses  e t  donc incompatibles avec  les  

impératifs des  analyses  courantes. 

GALE (7), 'dans s e s  travaux sur l e s  décarboxylases d e s  

Enterobacteriaceae uti l isait  d e s  suspensions bactériennes vivantes 

dont il déterminait l 'activité selon les  méthodes manométriques 

de  WARBURG. M ~ L L E R  (19) au contraire s 'adressai t  à d e s  suspen- 

s ions broyées ou t rai tées  au toluène afin d'obtenir une libération 

de l'enzyme. 

WOlWOD (3 7), PROUM e t  WONVOD (23, 24) mettent en 

évidence la décarboxylase de l 'acide glutamique par séparation 

chromatographique e t  identification du produit de  dégradation, 

l 'acide Y-aminobutyrique . Cependant la complexité de cette 

méthode n'a pas  permis son application en  pratique courante. 

Pour simplifier la recherche, MOLLER (21) relate une 

nouvelle technique fondée sur la modification du pH du milieu 

de  culture en présence d'acide glutamique, par sui te  de  formation 



d'amines. Une nouvelle fois, la méthode se heurte à l'incompa- 

tibilité entre le pH de croissance des bactéries et  le pH optimal 

d'activité de l'enzyme. 

Une nouvelle technique d'identification par chromatogra- 

phie est  proposée par STEWART (3 1) en 1963. Bien que rapide, 

cette méthode exige elle aussi des nombreuses manipulations. 

Plus récemment VOGLER (36) a proposé une méthode de 

détermination de l'activité décarboxylasique de souches bactérien- 

nes par chromatographie sur " bandelettes en coin" et  identification 

de l'acide y-aminobutyrique. Bien que qualifiée "de routine" 

par l'auteur cette- méthode est longue (28 h) et complexe (centri- 

fugations) . 

Après avoir décrit en 1963 une méthode électrophorétique 

avec.la collaboration dlOSTEUX et GUILLAUME (12) , LECLERC (13) , 

reprenant le système auto-analyseur décrit par SKEGGS (29) puis 

FERRARI (3) l'applique à la recherche de la décarboxylase de l'acide 

glutamique produite par des suspensions bactériennes vivantes. 

Cette dernière méthode permet d'obtenir des résultats quantitatifs 

rapides et sensibles. 

Depuis, les recherches sur la décarboxylase de l'acide 

glutamique avec l'auto-analyseur ont emprunté des voies sensible- 

ment différentes : CAMIER et GONNARD (1) ont travaillé sur l'enzyme 

purifiée et perfectionné le systéme ; LECLERC (15, 17) l'a adapté 

aux suspensions cellulaires intactes en vue de la recherche 

systématique de l'activité décarboxylasique chez les souches 

bactériennes . 



Le même auteur (14) en 1966 a effectué des essais de 

dénombrement des E .  coli dans les eaux par cette technique 

après culture enrichie, mais les résultats, prometteurs en ce qui 

concerne les eaux peu polluées, se  sont avérés aléatoires dans 

le cas des eaux naturellement très polluées. 

Le but de cette étude est  donc de reprendre et de poursuivre 

les travaux entrepris par LECLERC. Nous avons précisé en 

premier lieu les conditions optimales d'activité de l'enzyme 

en utilisant le systéme auto-analyseur. Nous avons recherché 

en second lieu les conditions les plus favorables à la synthèse 

de l'enzyme. Une nouvelle méthode de recherche rapide des 

E . coli a ensuite pu être définie. Sa spécificité et sa rapidité 

ont permis la réalisation d'un appareil d'analyse bactériologique 

automatique de l'eau. 



CHAPITRE 1 

MATERIEL ET METHODES 

1 - SUSPENSIONS BACTERIENNES 

A - Suspensions pures 

Toutes les études concernant l'activité et la formation de 

la décarboxylase de l'acide glutamique ont été effectuées sur une 

souche d'E. coli isolée des eaux. 

La suspension était facilement obtenue par une culture 

de cette souche 16 h à 37°C dans 400 ml d'un bouillon DTB dont 

la composition est la suivante : 

........ Extrait de viande. 3 

Bactotryptose ............ 10 g 

................ Glucose 4 g 

..... Chlorure de sodium.. 5 g 

.. Phosphate dipotassique. 1 g 

....... Extrait de levure.. 3 9 

........... Eau distillée. QSP 1000 ml 

PH 7,2 

Dans quelques cas particuliers que nous préciserons, la 

souche a été incubée en flacons ou en tubes de Lactose Broth. Ce 

milieu permet lui aussi une croissance rapide des coliformes ; 



il contient : 

Peptone ................ 5 g 

\Extrait d e  viande (Liebig) 3 g 

............... Lactose.  5 g 

.......... Eau d is t i l l ée .  QSP 1000 ml 

Ajuster à pH 6,7, filtrer e t  ajouter 5 ml d 'une solution de  

bromocresol pourpre à 1 % par litre de  milieu.   épar tir et autocla- 

ver  15 minutes à 120°C.  

Les cultures obtenues sont u t i l i sées  selon l e s  expér iences  

brutes ou centrifugées à 3000 tours/minute (centrifugeuse JOUAN) 
i 

pendant 15 minutes e t  resuspendues à la densité optique dés i rée  ~ 
dans  un tampon acé ta te  0 , l  M au  pH convenable chois i .  Ce t te  ~ 
dernière méthode est la plus souvent employée ca r  l e  pH du ~ 
tampon généralement s i tué  vers  4 empêche toute croissance l 
cellulaire e t  permet donc d e s  expériences prolongées s ans  risque 1 
d e  modification importante du matériel enzymatique. Il a e n  

outre l 'avantage d'éliminer le  CO de  respiration dégagé d a n s  le  
2 

milieu au cours de  la  culture qui ,  dans  le c a s  d 'une act ivi té  

décarboxylasique fa ible ,  peut interférer d e  façon non négligeable I 
a u  cours d e s  mesures.  

B - Suspensions mixtes 

Pour l e s  é tudes  concernant la  sélect ivi té  d e s  conditions 

de  culture et la  mise au point du dispositif automatique, l e s  I 
expériences  ont é t é  réa l i sées  à partir d 'échanti l lons purs ou  I 
di lués  d 'eau de  la  Deule. I 



. - 
II  - L'AUTO-ANALYSEUR 

Le dosage d e s  différents échanti l lons est réa l i sé  automati- 

quement grace à l 'auto-analyseur "Technicon" . Cet  appareil  et 

son  principe sont  actuellement trop connus pour que  nous exposions  

t r è s  e n  déta i l  son mécanisme. Le systéme particulier employé 

a u  laboratoire a é t é  décri t  par LECLERC (13,  15) e n  1966 et 1967 . 

(figure 1) . Les cul tures ,  asp i rées  par une pompe, sont  mélangées 

successivement  en  d e s  proportions déterminées à une solution 

d e  coenzyme et à une solution tamponnée contenant l 'acide 

glutamique. Puis au  cours d'un passage  de trente minutes d a n s  

une bobine d'incubation e n  verre maintenue à 3 7OC, l e s  germes 

capables  d e  synthétiser l 'enzyme dégradent l ' ac ide  glutamique en 

ac ide  y-aminobutyrique e t  en  anhydride carbonique qui res ten t  

e n  solution dans  le  milieu. Le CO est libéré s o u s  forme gazeuse  
2 

dans  une phase suivante par l 'ac t ion conjuguée d e  la  température 

e t  d e  l 'acidification du milieu obtenue par addition d 'acide sulfu- 

rique N .  I l  v ient  a lors  enrichir l e s  bul les  d 'air  qui segmentent 

régulièrement le  flux liquide individualisant l e s  micro-réactions. 

Une trappe i3, CO permet d e  récupérer l a  plus grande 
2 

partie du CO qui ,  dans  un nouveau cyc l e ,  vient  segmenter un 
2 

réactif à l a  phénol-phtaléine s tab i l i sé  par un tampon carbonate ; 

il a l a  composition suivante : \ 

Solution de  phénol-phtaléine à 1 % dans  le 

méthanol ............................. 5 ml 

Tampon CO HNa - CO Na' (2v, IV) molaire 1,8 ml 
3 3 .  2 

Eau d is t i l l ée  bouil l ie.  ................. QSP 1000 ml 





Le réactif es t  décoloré proportionnellement à la concentration 

du CO2. Un colorimètre (A= 555 mp) mesure la décoloration et un 

enregistreur inscrit la variation sous forme de pic. 

Il faut noter que la proportionnalité de la réponse du 

réactif coloré en fonction de la concentration en CO n'est pas 
2 

rigoureusement constante et il es t  nécessaire pour un réactif 

donné de rester dans une zone de concentration en CO' bien 
2 

définie s i  de faibles différences d'activité entre deux suspensions 

cellulaires doivent être détectées. 

Le systéme décrit précédemment sera fréquemment modifié 

au cours de plusieurs expériences, en particulier lors des cinétiques 

en fonction du temps, du pH, de la température et de la concentra- 

tion en acide glutamique réalisées en continu avec l'auto- 

analyseur. 



C H A P I T R E  I I  

ETUDE DE LA DECARBOXYLASE DE 

L'ACIDE GLUTAMIQUE 

1 - RECHERCHE DES CONDITIONS OPTIMALES DE MISE EN EVIDENCE 

DE L'ENZYME 

Nos premières expériences ont  eu  pour but d e  rechercher 

les conditions optimales d 'act ivi té  de  l 'enzyme. Prenant exemple 

sur  l e s  travaux réa l i sés  par POSEN et a l  (22),  nous avons u t i l i sé  

a u  maximum l e s  possibi l i tés  de  l 'auto-analyseur d a n s  l 'é tude 

en  continu de  l 'ac t ivi té  enzymatique. Cependant, pour nous plier 

aux  conditions habituelles de  l ' ana lyse ,  nous avons travail lé sur 

d e s  suspensions ou des  cultures d'E. coli  e t  non pas  sur  l 'enzyme 

purifiée. Il ne  s 'agi t  donc pas  d 'un travail d'enzymologie a u  sens  

s t r ic t  du terme mais seulement de  l a  recherche de  l 'ac t ivi té  

optimale de  l 'enzyme sur d e s  cultures proliférantes. 

A - Influence du facteur temps 

1) Principe de  la cinétique 

Le montage que nous avons employé .pour cette étude e s t  

schématisé  dans  la  figure 2 : i l  exclut  la  bobine, d ' incubation.  La 

réaction se développe dans  un er len placé à 3 7OC, qu i  cont ient  

le mélange réactionnel (suspension bactérienne + autres  facteurs) 

soumis à une agitation douce afin d 'éviter l a  sédimentation d e s  

bactér ies  et de  favoriser l e  contact  enzyme-substrat. A tout  

moment, l e  milieu est prélevé par l a  pompe e t  dosé  automatique- 

ment en  continu. 
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2) Mode opératoire 

Une souche d'E. coli  est cultivée dans un bouillon DTB 

16.H à 30°C e t  centrifugée 15  minutes à 3000 tours/minute . Le 

culot obtenu e s t  remis en suspension dans  un tampon acé t a t e  

d e  sodium 0 , l  M pH 4 de façon à obtenir une dens i té  optique 

de  1 ,50 (spectrophotomètre M .  Jean et R.  Constant) . 70 ml de  

ce t t e  suspension sont  prélevés,  mis dans l 'erlen et addit ionnés 

d e  70 ml de  tampon acétate  de  sodium 0 , l  M à pH 4 contenant 

l g  p 10000 de  phosphate de pyridoxal. L'erlen est a lors  plongé 

dans  un bain-marie à 37°C e t  soumis à l 'agitation magnétique. 

Lorsque la  température dans l 'erlen se s tab i l i se ,  le qé l ange  

e s t  prélevé e n  continu : en l 'absence du substra t ,  la teneur en 

CO ne varie pas'comme le témoigne la  droite dess inée  par l a  
2 

plume de  l 'enregistreur (ligne de  base) .  

Au temps zéro ,  70 ml de  tampon acé ta te  d e  sodium à pH 4 

contenant 1,s pour 100 d'acide glutamique préalablement amenés 

à 3 7OC sont  a joutés  à la solution enzymatique. La réaction démarre 

aus s i t a t  : l a  cinétique de la réaction s ' inscr i t  a lors  automatiquement 

sur  l 'enregistreur. 

3) Résultats 

Le graphique fourni par l 'enregistreur montre que l a  v i t e s se  

est maximale pendant huit minutes (figure 3 ) .  Elle diminuel 

ensui te  continuellement pour s 'annuler après  25 minutes : le 

palier de  l a  courbe traduit la  fin de  la  réaction. 





Si l 'on considère schématiquement la réaction enzymatique 
K 1  K2 

Enz + Glu Enz - Glu --) Enz + CO2 + acide Y-aminobutyrique 
K -  1 

le  palier peut s'expliquer par l e  déplacement du premier équilibre : 

la concentration en  acide glutamique diminue avec l e  temps 

entraînant une augmentation de la  constante k-1 : c ' e s t  l 'arret 

de la réaction. Un autre phénomène peut intervenir à savoir l'inhi- 

bition de l'enzyme par les  produits de la réaction mais d e s  e s s a i s  

d'inhibition de  la décarboxylase par l 'acide y-aminobutyrique n'ont 

fourni aucun résultat  positif e t  susceptible de confirmer ce t t e  

seconde hypothèse. 

Lors d e s  dosages d'activité,  la longueur de  la bobine 

d' incubation devia donc nécessairement permettre un temps de 

réaction de trente minutes si l 'on désire faire la mesure avec  

une sensibi l i té  optimale c'est-à-dire enregistrer la totali té de la 

réaction. 

E - Influence du facteur température 

En 1966,  CAMIER e t  GONNARD ( l ) ,  à l 'aide du même 

systéme auto-analyseur , emploient la température de 3 7 C pour les  

dosages de la décarboxylase d e  l 'acide glutamique. 

Un an  plus tard,  l'influence de la  température sur l 'activité 

de la décarboxylase de  l 'acide glutamique purifiée e s t  étudiée par 

LAWSON et QUINN (1 1) qui notent un optimum d'activité vers  30°C 

et précisent que cet te  activité décroit avec la température à partir 

de 30°C ; l'enzyme a encore une activité non négligeable à 70°C. 



Simultanément, LECLERC (15), travaillant sur des  suspensions 

d'E . coli  intactes .  démontreune augmentation de  l 'activjté lorsque 

la température croft de 25°C à 40°C. . 

A l a  lecture de  c e s  résultats contradictoires, i l  semble que 

le  comportement de 1' enzyme purifiée diffère sensiblement d e  celui  

de l'enzyme dépendante de la bactérie et de s e s  structures cellulaires : 

dans  le  c a s  d e  suspensions bactériennes,  l'arrivée de l 'acide 

glutamique au  niveau des  s i t e s  actifs de  l'enzyme serait  tributaire 

de  la  perméabilité cellulaire elle-meme dépendante de  la tempéra- 

ture.  Cette hypothèse e s t  cependant peu concevable car ,  selon 

HALPERN e t  UMBARGER (9), l e s  souches sauvages d'E. col i  ne 

posséderaient pas de  systéme actif de transport d e  l 'acide gluta- 

mique contrairement à certains mutants i so lés .  

Nous nous sommes donc at tachés à vérifier et à préciser 

l e s  résultats de  LECLERC par l'étude d e s  cinétiques en fonction 

du temps réa l i sées  à différentes températures. 

L'appareillage e t  le  mode opératoire ut i l isés  dans c e s  

conditions sont identiques à ceux de la  cinétique en fonction 

du.temps (figure 2 ) .  L'étude de  c e s  cinétiques e s t  réal isée 

successivement à 30°C,  3S°C,  40GC, 4S°C, 50°C et 55°C 

en  utilisant dans chaque c a s  la même suspension bactérienne 

de D.O. = 1 , 3  dans un tampon acétate  d e  sodium 0,l M à pH 4 

et les mêmes réactifs afin d'éviter toute interférence de facteurs 

autres  que la  température. 

La comparaison des  courbes d e s  différentes cinétiques 

indique nettement une activité optimale vers  45°C (figure 4 ) .  

On remarque que la v i tesse  de  réaction croft progressivement 

. 



Fig 4 : I n f l u e n c e  de l a  t e m p é r a t u r e  s u r  l e s  c i n é t i q u e s  d ' a c t i v i t é .  



lorsque l a  température s ' é lève  et que les équil ibres sont  plus  

vite a t te in t s .  D'autre part ,  les taux de  CO correspondant à 
2 

l ' é ta t  d'équilibre de  chaque réaction varient eux a u s s i  a v e c  la  

température : i l  sont  de  plus e n  plus ins tables  a u  cours du temps 

et sub issen t  une diminution d 'autant plus rapide que la température 

est é levée .  Cette instabil i té témoigne de  la  chute du taux  d e  CO' 
2 

d e  décarboxylation dans  l e  tampon, chute facilement expl icable  

a u x  conditions que nous avons employées : l 'anhydride carbonique I 
l 

est peu soluble e n  milieu ac ide  et l e s  températures d e  plus  e n  

plus é l evées  diminuent la quanti té maximale d e  CO soluble dans  
2 

le tampon et accé lè re  s a  libération spontanée hors du milieu 

réactionnel.  

I l  e s t  a i s é  de  vérifier ce phénomène en  remplaçant l a  

solution enzymatique par un témoin carbonate d e  sodium dans  un I 
tampon acé t a t e  de  sodium à pH 4 : à température ordinaire le I 
t aux  de  CO de  ce témoin e s t  constant .  Par contre s ' i l  est placé 

2 
à 50°C son  taux de  CO décroit rapidement jusqu'à n 'at teindre 

2 
que  10 % d e  son taux primitif. 

C e  dégagement spontané du CO' inévitable lors d e s  réac- , 

2 ' I 
t ions  e n  e r len ,  nous a conduits  à confirmer l ' influence d e  l a  I 
température e n  systéme c lo s  sur  l 'activité d e  la décarboxylase I 
d e  l 'acide glutamique à l ' a ide  d 'une bobine d ' incubation p lacée  I 
à différentes températures. Dans ce c a s ,  le gaz  carbonique,  s ' i l  se 

dégage à nouveau a u  cours d e  l a  réaction,  malgré l e s  p ress ions  

plus  importantes qui régnent dans  la  bobine, ne  fa i t  qu'anticiper 

l 'action d e  l 'acide sulfurique N.ajouté en  fin de  réaction.  



Les résu l ta t s  obtenus dans  ce systéme démontrent une 

act ivi té  optimale à 45 OC, confirment les résul ta ts  précédents 

et témoignent de  la  stabil i té peu commune de  l'enzyme (figure 5) : 

à 50°C son act ivi té  e s t  supérieure à celle qui nous é ta i t  indiquée 

précédemment (figure 4) : ce t t e  act ivi té  est plus grande qu'à 

40°C. A 55OC et à 60°C e l l e  n ' es t  pas  négligeable.  Le dégagement 

spontané du CO faussai t  donc partiellement l e s  résul ta ts  obtenus 
2 

lors d e s  c inét iques  réa l i sées  e n  systéme ouvert. 

Les résu l ta t s  contradictoires de  LAWSON e t  QUINN nous 

ont amenés à étudier plus amplement l 'action de l a  température 

e t  tout  d'abord son influence possible sur  la  perméabilité d e s  

membranes. cependan t ,  même après  mise en  contact  d e s  cul tures  

1 h avec  le  toluéne à 1 %, l ' ac t ivi té  est encore nettement 

supérieure à 45OC. 

' 

Pour vérifier nos résu l ta t s ,  nous avons travail lé sur  un 

extrait  enzymatique que nous avons préparé de la  façon suivante : 

500 ml de culture d'E. coli  sont  centrifugés à 16.300 g durant 

une heure. Le culot  obtenu est lavé dans  50 ml d 'eau physiologique 

s té r i le .  Après une nouvelle centrifugation à 1.000 g durant 

15 minutes, le culot  e s t  p e s é ,  mis dans un mortier maintenu dans 

un bain de g lace  e t  additionné progressivement de  deux f o i s  son 

poids de  zéol i thes .  Le mélange est broyé pendant quinze minutes 

énergiquement. On obtient une poudre que  l'on resuspend dans  

40 ml d'un tampon Trismaleate 0,02 M à pH 5 , 6 .  La suspension 

est centrifugée à 5.000 g quinze minutes e t  le culot  de  zéol i thes  

est repris par 40 ml du même tampon et centrifugé à nouveau. 



Fig 5 : I n f l u e n c e  de l a  t e m p é r a t u r e  s u r  l ' a c t i v i t é  de  l a  d é c a r b o x y l a s e  

de l ' a c i d e  g l u t a m i q u e .  



Les surnageants sont  alors rassemblés  e t  centrifugés à 12.000 g 

quinze minutes af in  de faire sédimenter l e s  bactéries in tac tes  ou 

éc la tées  et les membranes. La solution surnageante,  légèrement 

trouble, e s t  récupérée e t  maintenue à O" C . 

L'activité d e  la solution enzymatique e s t  dosée  se lon  le 

principe de  la figure 1 successivement à d e s  températures variant 

de 5 e n  5°C de  3 0°C à 55°C. La solution enzymatique, à l ' image 

des  suspensions cel lula i res ,  à une activité optimale à 45°C 

(figure 6).  Cependant,  au des sus  de  45"C, l 'ac t ivi té  décroft 

plus rapidement que cel le  d e s  suspensions cel lula i res  : la  

structure cellulaire jouerait probablement un r6le protecteur vis-  

à-vis  de  la décarboxylase.  Comme SCHUKUYA e t  SCHWERT (28) 

nous avons remarqué une inactivation partielle de la  décarboxylase 

lors du passage  à O°C, inactivation parfaitement réversible 

par un séjour d 'une heure à température ordinaire. 

En définit ive,  le pH réactionnel ut i l isé  par LAWSON e t  

QUINN au  cours de  leurs expér iences  pourrait expliquer les 

divergences que nous avons soul ignées .  L'état d ' ionisation de  

l'enzyme à pH 4 , 4  e s t  différent d e  celui  observé a u  pH optimal 

de l'enzyme (pH 3 , 8 )  e t  s a  s tabi l i té  pourrait en  ê t re  affectée .  

C - Influence du facteur pH 

GALE (7) e t  M@LLER (19) ont  montré que 'le pH optimal 

d 'act ivi té  de  l 'enzyme étai t  s i tué  autour d e  4 .  Plus récemment 

LECLERC (15) montre que' l 'ac t ivi té  augmente régulièrement avec  

le pH et qu 'e l le  e s t  optima entre lespH 3 , 6  e t  4,O tandis  que  

STRAUSBACH (32) ,  et LAWSON et QUINN (1 l ) ,  travaillant s u r  

l'enzyme purifiée, mettent e n  évidence une act ivi té  maxima 

à pH 3 , 8 .  . 

. ../. . . 
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Nous avons voulu vérifier ces données 'en réal isant  d e s  

c inét iques  d 'activité e n  fonction du  temps à différents pH. Le 

protocole suivi  e s t  ce lu i  décri t  initialement à propos de l a  

température : mêmes réac t i f s ,  mêmes solutions tampons et même 

suspension d'E . col i  d e  D. O. = 2 ,05  dans  un tampon acé t a t e  

0 , l  M a u  pH chois i .  

Pour chaque étude de courbe,  20 ml de  ce t t e  suspension 

bactérienne sont addit ionnés de  20 ml de  tampon a u  pH cho i s i  

e n  présence du coenzyme. Le mélange est l a i s s é  durant c inq  

minutes à 4S°C pour l e  porter à la  température d 'act ivi té  optimale.  

Au temps zéro,  on a joute  20 ml d e  tampon acé t a t e  0 , l  M a u  même 

pH contenant 1,s % d 'ac ide  glutamique. L'anhydride carbonique 

produit par la réaction e s t  dosé  e n  continu selon l e  principe de la 

figure 2 . 

Les résul ta ts  obtenus confirment ceux  de  STRAUSBACH 

(32) f ixant pour la décarboxylase d e  l 'ac ide glutamique une act ivi té  

optimale à pH 3 , 8  (figure 7) .  Une diminution du pH au  de là  d e  

3 , 8  entraîne une inactivation rapide de l 'enzyme tota le  v e r s  pH 3 .  

D'autre par t ,  l e s  v i t e s s e s  d e  réaction augmentent lentement a u  ~ 
fur et à mesure de l 'abaissement  du  pH mais h 'dimihution'd 'açtivdté 

ê t re  provoquée en  partie par l e  dégagement spontané du CO' comme 
2 

e n  témoignent l e s  courts équil ibres de  réaction et la chute rapide 

du taux d e  CO' aux pH l e s  plus ac ides .  
2 

L'interférence d e  ce dégagement spontané du CO' , e n  par- 
2 

t icul ier  a u x  pH l e s  plus bas  peut ê t re  importante. Son influence 

peut amener d e s  erreurs supérieures h cellesque nous avons pu 



Fig 7 : 1nf luenc .e  d u  p H  s u r  l e s  c in6t i .que .s  d ' a c t i v i t é .  



constater  antérieurement avec  l 'élévation de  la température. Une 

expérience de  confirmation e n  systéme c los  s 'avérai t  donc néces-  

sai re  ; el le  a é t é  réal isée  à l ' a ide de  la bobine d'incubation placée 

à 45°C.  Les résu l ta t s  sont e n  accord avec  l e s  précédents bien 

que les différences entre l e s  pH proches du pH optimal soient  moins 

accentuées  comme e n  témoigne la figure 8 .  

Cette faible différence d 'activité en  systéme clos  pour d e s  

pH variant de 0 , l  unité autour du pH optimal permet d'admettre 1 

de  légères  variations du pH du milieu au cours d e s  dosages ,  

variations toujours possibles  en  raison de  l 'acidification plus ou 

moins forte du milieu de  culture surtout lorsqu'il contient une 

concentration importante de  glucides.  

D - Influence de  la concentration en  acide qlutamiaue 

1) Principe 

a)  Réalisation d'un qradient de  concentration par l 'auto- 

analyseur 

L'auto-analyseur permet, grâce à un dispositif simple,  

de  réal iser  d e s  gradients de  concentration convexes (figure 9) .  

Le gradient e s t  obtenu dans un erlen contenant un volume déter- 

miné d 'excipient qui  reçoit  a v e c  un débit rigoureusement défini  

une solution concentrée du so lu té .  La solution obtenue,  homogé- 

né i sée  rapidement par un agitateur magnétique, e s t  aspirée  en  

continu,  en  vue de  la  réaction,  avec  un débit  identique à ce lu i  

de  l 'addition du soluté  afin de  maintenir constant l e  volume de  

l 'erlen.  L'évolution du gradient sui t  a lors  une loi  exponentielle 



F i g  8 : I n f l u e n c e  du  pH s u r  l ' a c t i v i t é  de  l a  d é c a r b o x y l a s e  de 

l ' a c i d e  g l u t a m i q u e .  



Temps (minutes) 

où interviennent d e  nombreux facteurs  t e l s  que l e  débi t  d e  prélè- 

vement,  le temps ,  la concentrat ion du so lu té  addi t ionné et l e  

volume d 'excipient  dans  lequel  s 'e f fectue  l e  gradient .  Ce t t e  

loi  peut ?tre résumée dans  l a  formule suivante  : 

C t  = concentration du so lu té  d a n s  l 'er len a u  temps t 

C o  = concentrat ion du so lu té  addit ionné 

R = débi t  d 'arrivée du so lu té  concentré e t  d ' a sp i ra t ion  d e  l a  
solution (ml/mn) 

t = temps en  minutesde formation du gradient 

V = volume d'excipient  contenu d a n s  l 'e r len e n  ml 

Comme nous l 'avons l a i s s é  entrevoir  c i -de s sus ,  la variat ion 

de  l a  concentrat ion e n  soluté  d e  l 'e r len,  rapide a u  début ,  ralenti t  

progressivement a u  cours du gradient  ( tableau II).  

Tableau II : Vitesse  d'évolution du qradi'ent au  cours du 

Evolution du gradient  
(en g/100 ml) 

temps.  Conditions expérimentales : er len 

à volume constant  contenant 20 ml d 'excipient  

et recevant une solution à 2 , s  % de  so lu té  a v e c  

un débi t  de  0 , 8  ml/minute. 

0 ,282  0 ,535 0,755 0,953 1 ,129  1 ,283  1 ,420  1 ,542  



b) Dispositif d 'étude de  la cinétiaue e n  fonction du substrat  

L'utilisation de  la bobine d'incubation en vue  de  l 'é tude 

de  la  cinétique en  fonction de  la concentration en  substrat  présente 

ici un double avantage : e l l e  permet un temps de réaction uniforme 

de  25 minutes e t  élimine l 'enregistrement du facteur temps : l e  

s ystéme colorimètre-enregistreur peut d è s  lors mesurer la  variation. 

d 'activité de  la  décarboxylase de  l 'acide glutamique en fonction 

d 'autres  facteurs influençant son action t e l s  que le pH, la  concen- 

tration en  ac ide  glutamique ou @n inhibiteur. L e  facteur que nous 

avons choisi  d 'étudier i c i  e s t  la concentration en  ac ide  glutamique 

qui ,  a u  cours d e  la c inét ique,  varie continuellement par l 'u t i l i sa-  

t ion d'un gradient d e  concentration réal isé  automatiquement par 

l 'auto-analyseur . 

2) Mode opératoire 

La suspension bactérienne d e  D. O. = 1,6 dans  un tampon 

acé ta te  de sodium à pH 4 e s t  aspirée  en  continu et soumise à une 

agitation magnétique a f in  d'obtenir une bonne homogénéisation. 

Le substrat  en  solution est aspiré  à partir d'un er len contenant 

20 ml de  tampon recevant la solution concentrée d 'acide glutamique 

à un débit  défini .  Ce t  erlen retient un volume rigoureusement cons- 

tant  d e  20 ml qu i  permet une variation rapide sans  ê t re  brutale 

de  l a  concentration en  acide glutamique. Le volume contenu 

initialement par l 'erlen doit @tre de  25 ml, l e s  5 ml supplémentaires 

permettant de  définir la ligne de  base .  Lorsque ce volume e s t  

réduit  à 20 ml, on ajoute a lors  la  solution concentrée d 'ac ide  

glutamique à un débit  uniforme éga l  à celui  du prélèvement. Les 

réac.tions elles-mêmes se déroulent selon l e  processus  schémati- 

sé dans  la figure 9 .  





3) Résultats 

L'activité maximale e s t  atteinte pour une concentration en 

ac ide  glutamique de 1 ,8 % (figure 10) mais e l le  est encore 

excellente pour une teneur de 1 , 5  %, teneur que nous avons 

choisie pour toutes  nos expériences e n  raison de  la  diffici- 

l e  dissolution de l 'acide glutamique à pH acide.  

Les conditions optimales d 'act ivi té  de l'enzyme sont  dès  

a présent précisées  : e l l e s  nous autorisent maintenant à rechercher 

dans  des  conditions rigoureusement définies les  conditions optimales 

de  formation d e  la décarboxylase chez E. coli .  

II - CONDITIONS OPTIMALES DE FORMATION DE L'ENZYME DANS 

LES CULTURES PURES d'E . COLI 

Pour étudier l e s  meilleures conditions de  formation d e  l 'en- 

zyme nous nous sommes servis du dispositif général complété 

par un systéme d'élimination du CO d e  respiration des  cul tures  
2 

(figure 11). Ce  systéme , qui découle d e s  observations f a i t e s  au  

cours des  cinétiques d 'act ivi té ,  permet l'élimination de ce CO 
2 

gr$ce à l 'acidité du tampon qui contient le phosphate de pyridoxal 

(pH 3 , 4 )  et à une température é levée fournie par une bobine sous  

jaquette. Sous l 'action de  c e s  deux facteurs ,  le  CO est l ibéré 
2 

dans  une phase gazeuse e t  éliminé par un débulleur. L e  mélange 

enzyme-coenzyme e s t  ensui te  bullé à nouveau et additionné d'une 

solution tamponnée d'acide glutamique (pH 3,9) qui  tend à réduire 

l 'acidité du mélange e t  raméne le  pH a u  niveau le plus favorable 
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à l 'activité de  l'enzyme. Dès lors  le CO' dosé en  fin de  réaction 
2 

n 'es t  plus la  somme du CO: de  respiration (préexistant).et du CO' 
2 2 

de  décarboxylation (produit dans la  bobine de délai)  mais unique- 

ment ce dernier. 

Il nous faut préciser a u s s i  que,  pour res ter  proches des  con- 

ditions habituelles de  l 'analyse,  nous avons mesuré, dans  toutes 
I 

l e s  études réa l i sées ,  l 'activité enzymatique to ta le ,  c'est-à-dire ~ 
l 'activité par ml de suspension et non pas  l 'activité par mgr 

de  poids sec d e  bactér ies .  Pour nous l e s  conditions de culture 

optimale ne  seront donc pas  ce l l e s  permettant une activité enzy- 

matique par mgr de poids s e c  d e  bactéries la plus importante 

mais ce l l e s  permettant, par la conjonction d'une densité optique 

importante e t  d 'une bonne synthèse de la  décarboxylase, une 

activité enzymatique totale  la plus optimale. 

A - Induction de l'enzyme 

Nous avons recherché l ' inductibilité de la  décarboxylase 

d e  l 'acide glutamique à l 'aide d'un bouillon. lactosé contenant I 
d e s  concentrations croissantes  d 'acide glutamique s 'échelonnant 

d e  0,015 à 0 ,75  g par l i tre.  Les mesures d 'act ivi té  effectuées 

a u  cours d e  la phase de  croissance e t  en  fin de  croissance n'ont 

permis d'établir aucune différence significative,  que l e s  cultures 

soient incubées e n  présence ou e n  absence d 'acide glutamique. 



. . 

B - Influence d e  la phase de  culture . 

Des  expér iences  préliminaires effectuées  sur  une culture 

e n  bouillon D. T . B .  dont une fraction é ta i t  prélevée horairement 

e n  vue d 'une étude paralléle d e  la croissance e t  du taux d e  forma- 

t ion de  la décarboxylase nous avaient  apporté d e s  renseignements 

sur  l a  formation de  la  décarboxylase : celle-ci é t a i t  synthét isée  

a u  cours d e  la  phase de  c ro i ssance  atteignant t rès  rapidement 

une act ivi té  optimale.  

Pour suivre plus précisement l a  courbe de  formation d e  

la  décarboxylase ,  nous avons dosé  en  continu l 'ac t ivi té  enzy- 

matique au  cours de  la c ro i ssance  à l 'aide du systéme auto- 

analyseur .  

Dans ce but ,  nous avons ensemencé un ballon contenant 

1 l i tre de  bouillon D. T . B.  par 50 ml d'une suspension d'E , co l i  

pré-incubée à 3 7 O C  afin de  réduire le  temps de  la tence .  Le ballon,  

soumis à une agitat ion magnétique, e s t  p lacé au  bain-marie 

à 37OC e t  son  contenu aspiré  e t  dosé s a n s  interruption pendant 

six heures se lon l e  schéma de  la  figure 1 1 . Toutes l e s  heures ,  

d e s  prélèvements sont  effectués  en  vue de  la mesure de  l a  dens i té  

optique.  

La lecture d e s  résu l ta t s  indique que la décarboxylase n ' e s t  

pa s  synthét isée  d'emblée d è s  l e  début d e  l a  c ro i ssance  mais 

qu 'e l le  n ' e s t  produite qu'au dernier t iers  d e  la phase exponentiel le 

d e  c ro i s sance ,  son  taux augmentant a lors  t r è s  rapidement pour 

at teindre e n  quelques heures son  maximum (figure 12) . La 

formation d e  la décarboxylase se s tab i l i se  ensu i te  mais si 

l ' incubation d e s  cultures e s t  poursuivie a u  delà  de  24 h ,  e l l e  

augmente légèrement e n  ra ison d e  la lyse  partielle d e s  cul tures .  

. . ./. . . 





C - Influence de  la température d e  culture 

Le grand rôle joué par la température dans  l 'évolution et 

l e  devenir d 'une culture e s t  connu e t  incontes té  : dans  la  zone 

d e s  températures d i tes  dysgénésiques  , l a  c ro i ssance  d e s  germes 

peut ê t re  inhibée complétement e t  leur survie mise en  cause  ; 

à l ' intérieur même de  la zone d e s  températures eiugénésiques, l e  

métabolisme d e s  germes peut se modifier d e  façon, non négligeable 

d 'une  température à l ' autre ,  modification qui  peut affecter l 'ut i l i-  

sa t ion  des  sources  d 'énergie ,  le  métabolisme lui-même ou les 

produits synthét isés  par l a  bactérie.  Ce t te  zone e s t  si tuée pour 

E .  co l i  entre 10°C  e t  46°C. 

La température prend donc présentement une double 

importance, d 'une  part par son action possible  sur  l e  métabolisme 

d e  la  décarboxylase de l ' ac ide  glutamique e t  d 'autre part pour 

son influence su r  l a  croissance du germe E .  co l i .  Des  cul tures  

r éa l i s ée s  parallélement à 30°C ,  37"C, 40°C,  42°C e t  44°C 

nous ont permis d e  si tuer le problème et de  lui trouver d e s  

solut ions .  

1) Cultures e n  bouillon D. T . B.  

Les premières expér iences  ont été r éa l i s ée s  sur d e s  f lacons 

contenant 60 ml d e  bouillon D .T .B .  ensemencéspar 5 ml d e  l a  
-1 

dilution 10 d 'une  culture d'E. col i .  Les f lacons sont incubés  

respectivement aux  différentes températures indiquées précé- 

demment s ans  agitat ion e t  toutes  les heures  une fraction d e s  

milieux de culture e s t  dosée  en  vue d e  l 'étude d e  la  production 

d e  l a  décarboxylase . 



L'étude d e s  courbes obtenues indique une formation optimale 

de  la  décarboxylase entre 3 7 ' ~  et 42OC (figure 13) . Il e.st à noter 

surtout que l e s  températures de  40°C e t  4Z°C permettent, pendant 

l e s  d ix  premières heures d e  la culture une synthése  d e  l 'enzyme 

plus ac t i ve  qu'à 37OC e t  que l e s  différences observées  d a n s  la 

formation de  la décarboxylase à ces trois températures suivent  

étroitement l e s  différences entre les dens i tés  optiques d e s  cultures : 

e n  effe t  les mesures de  D.O. effectuées  a u s s i  toutes  l e s  heures  

indiquent que la  v i t e s se  d e  croissance e s t  plus rapide à 40°C e t  

42OC qu 'à  37OC pendant l e s  cinq premières heures d e  la cul ture ,  

l e s  éca r t s  s e  réduisant ensu i te .  A 30°C,  l a  croissance d e s  germes 

e s t  a u  contraire t rès  lente : l 'apparition d e  la décarboxylase e s t  

tardive e t  son ac t iv i té  maximale est lentement a t te inte .  A 44OC 

son évolution e s t  t r è s  différente ; l a  croissance encore  rapide 

d e s  E .  co l i  à ce t t e  température permet une synthése  appréciable 

de  l 'enzyme e n  début de  culture mais l e  t aux  maximum est rapi- 

dement a t te int  e n  raison d e  la température limite que représente 

44OC pour la  c ro i ssance  d e s  E .  co l i .  

2) Cultures simultanées e n  bouillon D.T . B .  e t  en  bouillon 

lac tosé  

Nous avions  remarqué qu'au cours d 'expér iences ,  l e s  

cul tures  r éa l i s ée s  e n  bouillon lac tosé  synthét isa ient  une 

quanti té d e  décarboxylase moins abondante que l e s  cul tures  e n  

bouillon D.T.B. Nous avons donc vérifié l e s  différences d a n s  la 

syn thése  d e  la  décarboxylase d a n s  les deux milieux e t  l ' ac t ion 

éventuelle de  la  température sur ces différences.  





. . 

Pour c e l a ,  nous avons ensemencé cinq. f lacons contenant 

60 ml de  D .T . B .  e t  cinq flacons contenant 60 ml d e  bouillon 

lac tosé  par 5 ml de  la dilution 10-1 d 'une suspension d'E . co l i .  

Un flacon d e  chaque bouillon é ta i t  ensu i te  incubé à 3 0" C l  

37"C, 40°C,  42°C e t  44°C e t  tou tes  l e s  heures ,  une fraction 

d e  chaque culture é ta i t  prélevée stérilement e t  dosée  en vue  

de  l'étude d e  la  production de la décarboxylase.  

Les résu l ta t s  obtenus mettent e n  évidence l 'ac t ion bénéfique 

du bouillon D . T . B.  qu i ,  par s a  r i ches se ,  permet aux  bactér ies  

d e  supporter plus facilement l e s  ternpératures é l evées  (figure 14) . 
C e  r81e protecteur du D.T.B. e s t  t r è s  ne t  à 4Z°C, température 

à laquelle il permet une synthése  presque optimale d e  la  décar-  

boxylase a lo r s  qu'en bouillon lac tosé ,  l a  formation de l 'enzyme 

subi t  une régress ion net te  par rapport à 3 7°C e t  40" C .  

A 44"C,  ce t te  différence d 'act ion des  deux  milieux s ' a c -  

centue : e n  bouillon D .T .B .  , la  décarboxylase est syn thé t i sée  

activement presque a u s s i  rapidement qu 'à  37°C mais le  pal ier  

relativement é levé  e s t  v i te  a t te int  conformément à l 'expérience 

prQcédente. Ce t te  act ion inhibitrice d e  l a  température e s t  p lus  

marquée e n  bouillon lactosé  : la  quanti té de  décarboxylase produite 

e s t  extrêmement fa ib le ,  difficilement dosable  et son niveau 

maximum extramement bas  e s t  a t te int  lentement. 

A l a  lumière d e s  résu l ta t s ,  on consta te  d 'une manière 

générale qu 'à  toutes  l e s  températures, l a  décarboxylase d e  l ' ac ide  

glutamique apparait  en  bouillon lac tosé  avec  une heure d e  retard 

sur  l e  bouillon D .  T .  B .  e t  que ce dernier milieu permet une syn thése  

p lu s  conséquente  d e  l'enzyme dans  tous  l e s  c a s .  
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Le bouillon D . T . B .  semble donc particulièrement indiqué 

lorsqu'on désire détecter ou doser la décarboxylase de l'acide 

glutamique dans une culture pure. Cette culture peut être réalisée 

indifféremment à des températures comprises entre 30°C et 

42OC mais il est  nécessaire de resserrer cette fourchette entre 

37OC et 42°C s i  l'on désire obtenir une synthése quantitative 

rapide de l'enzyme. De même, s i  l'on souhaite obtenir une for- 

mation abondante de la décarboxylase, les milieux relativement 

pauvres comme le bouillon lactosé doivent être proscrits pour 

les cultures. 

Dans le cas de cultures mixtes, ces données restent à 

vérifier et à préciser : le bouillon D.T . B .  peut favoriser plus 

fortement la croissance des germes autres qu'E. coli. De plus, 

suivant les espèces présentes dans la culture mixte, la tempéra- 

ture peut avoir une action plus ou moins prononcée sur le devenir 

de cette culture : la température doit donc être précisée pour 

les cultures mixtes . 

D - Influence du pH de culture 

Les variations de pH du milieu de culture peuvent influer 

directement sur le métabolisme des bactéries en modifiant leur 

activité respiratoire, leur perméabilité ou l'élaboration de leurs 

enzymes. Or il est très courant de constater lors d'une culture 

intense d'E. coli un abaissement progressif du pH du milieu de 

culture, des pH de l'ordre de 5 et  même 4,6 pouvant être atteints. 

Ces pH acides, néfastes à la croissance des bactéries, inhibent 

peut-etre la production de la décarboxylase. 



Pour étudier l ' influence du pH sur l a  synthése  de  la  décar-  

boxylase de  l ' ac ide  glutamique, nous avons  cherché à s tab i l i se r  

le  pH d e s  milieux d e  culture par adjonction de tampons phosphate 

en  concentrations var iables .  Les concentrations e n  phosphate 

u t i l i sées  é ta ient  respectivement d e  0 , l  mole/l ; 0,2  mole/l e t  

0 ,3  mole/l e t  pour chaque concentration e n  tampon t rois  pH 

éta ient  étudiés : 6 , l  ; 6 ,4  e t  6 , 7 .  

Les f lacons contenant chacun 75 ml d e s  différents milieux 

D.T .B. tamponnés a i n s i  qu'un flacon témoin non tamponné é ta ien t  
-4 

ensemencés  par 5 ml de  la dilution 10 d 'une culture récente  

d'E. c o l i  e t  incubés  en  agitat ion à 40°C.  

Dans chaque f lacon,  l a  densi té  optique de  la culture 

é ta i t  mesurée à 640 mp deux fois  par heure e t  l ' ac t ivi té  décar-  

boxylasique d e  ces mêmes cul tures  é ta i t  dosée  horairement à 

partir d e  5 h d e  culture (nous avons vu précédemment que la  

décarboxylase n ' é ta i t  pas  synthét isée  d 'emblée par l e s  cu l tu res ) .  

La comparaison d e s  courbes de  c ro i ssance  obtenues dans  

l e s  différents f l acons  (figure 15) montre que  l e s  milieux tamponnés 

permettent une phase exponentiel le de  c ro i ssance  plus importante 

a in s i  qu'une culture finale nettement plus dense  que l e  milieu 

non tamponné. On remarque a u s s i  que l e s  milieux tamponnés à 

pH 6,l permettent une c ro i ssance  moins importante que les milieux 

tamponnés à un pH plus favorable ; c e c i  est particulièrement vrai  

pour le milieu tamponné à pH 6 , l  par d e  fa ib les  concentrations 

e n  phosphates qu i  subi t  lui  a u s s i  une ne t te  acidification (pH 5 , l  

en  fin de cro i ssance) .  

Enfin, p lus  l e  milieu est tamponné, plus l a  phase d e  

1.atence e s t  importante. 





Les résu l ta t s  d e s  dosages  d e  l 'activité enzymatique dans  

l e s  cultures (figure 16) mettent e n  évidence une formation maxi- 

male de la  décarboxylase e n  milieu faiblement tamponné et légè- 

rement ac ide  mais l 'ac idif icat ion franche du milieu e s t  a u  contraire 

néfas te  à l a  croissance d e s  germes e t  par conséquent à la  produc- 

t ion de la décarboxylase : cec i  se concrét ise  dans  les milieux 

tamponnés à pH 6 , l  où l 'ac t ivi té  décarboxylasique atteint  rapide- 

ment un palier à peine plus important que celui  du témoin pour 

diminuer ensu i te  ; le  c a s  du témoin lui-même e s t  significatif : l e  

milieu possédant  a u  départ un pl3 favorable permet une syn thése  

t r è s  rapide de  l 'enzyme mais son acidification progressive inhibe 

ensu i te  rapidement la croissance d e s  germes e t  empêche une 

syn thése  optimale de  la décarboxylase.  

D'une manière générale ,  l a  courbe de syn thése  d e  la 

décarboxylase d e  l ' ac ide  glutamique dans  l e s  f l acons  su i t  

l 'évolution de  la c ro i ssance  d e s  bactér ies  : aux re tards  d e  crois-  

s a n c e  observés  dans  l e s  milieux l e s  plus tamponnés,  correspon- 

den t  d e s  retards de  synthése  d e  l'enzyme dans ces mêmes 

milieux. 

Le pH du milieu de  culture joue donc un rôle  dans  l 'ac t i -  

v i té  décarboxylasique f inale  d 'une culture plus par une ac t ion  

sur  la c ro i ssance  elle-même d e s  bactér ies  que par une ac t ion  

su r  les processus  d e  synthése  d e  l 'enzyme. 





C H A P I T R E  I I I  

APPLICATION DE LA RECHERCHE DE LA DECARBOXYLASE 

DE L'ACIDE GLUTAMIQUE : LA COLIMETRIE 

Une fo i s  f ixées  l e s  conditions optimales d 'act ivi té  et d e  

formation de  l a  décarboxylase de  l ' ac ide  glutamique, nous avons  

ten té  d e  définir d e  nouvelles condit ions de  culture d e s  échant i l lons  

d 'eau permettant la recherche e t  l a  numération d e s  E .  col i  à 

l ' a ide  du t e s t  d e  la décarboxylase d e  l 'ac ide glutamique, t e s t  

qu i  remplacerait a lors  le  t e s t  d e  Mackenzie beaucoup plus long. 

A - ~ u l t u ' r e  de s  échanti l lons d ' eau  

Les condit ions d e  culture dans  notre méthode, comme ce l l e s  

déf inies  dans  l e s  méthodes déjà ex is tan tes  devaient tout dl abord 

permettre la recherche d e s  E .  col i  a v e c  une sensibi l i té  optimale : 

ceci e s t  essent ie l lement  un problème de  régénération d e s  E .  col i  

présents  dans  l 'eau en  é ta t  de  vie  ra lent ie  e t  dont la survie peut 

avoir  é t é  plus  ou moins mise en  c a u s e  par l es  produits chimiques 

ou l e s  détergents  parfois présents  dans  l 'eau.  

Dans le c a s  présent ,  l e s  condit ions de culture devaient  

remplir une condit ion supplémentaire, à savoir favoriser l a  culture 

d e s  E .  col i  tout  e n  inhibant a u  maximum l e s  autres  e s p è c e s  bac- 

tér iennes  présen tes  dans  l ' e au ,  e n  particulier l e s  Pseudomonas 

et l e s  Aeromonas. Nous avons vu e n  effe t  qu' i l  fa l la i t  une culture 

abondante d e s  E . col i  pour que l 'enzyme soit  synthét isée .  Dans 

l e  c a s  de  cul tures  non sé l ec t i ve s ,  il é t a i t  à craindre que la 

synthése  d e  l a  décarboxylase so i t  généralement faible ou non 

détectable  . 



1 - Cultures en  milieu D. T . B .  à température é levée 

Les premiers e s s a i s  de colimétrie ont  é t é  r éa l i s é s  e n  

bouillon D .T . B .  : d e s  tubes de  9 ml de bouillon éta ient  ensemen- 

cés par 1 ml de différentes dilutions d 'eau de  la Deule ; une 

incubation à 44°C pendant des  temps variant de  1 h à 7 h per- 

mettait l ' inhibition des  coliformes non fécaux et de  cer ta ins  

Pseudomonas s a n s  bloquer la croissance d e s  E .  co l i .  Un retour 

de  la  température de  culture à 37OC permettait en  un second 

temps, par l 'ac t ion conjointe de  l a  r ichesse  du milieu e t  d e  s a  

bonne oxygénation, d'obtenir une culture finale abondante.  Les 

échanti l lons é ta ien t  ensui te  ana lysés  selon le  protocole décr i t  

précédemment (figure 11) e t  l e s  résul ta ts  comparés à ceux d e  la  

méthode c lass ique  qui uti l ise l e  bouillon lac tosé  comme t e s t  

présomptif e t  l e  t e s t  de  MACKENZIE, TAYLOR e t  GILBERT (culture 

avec  gaz  en  vert brillant e t  production d' indole dans l 'eau 

peptonée à 44 OC) comme t e s t  confirmatif. 

Les  résu l ta t s  obtenus é ta ien t  difficilement reproductibles 

e n  raison d'antagonismes bactériens incontralables qui subs is ta ien t  

malgré l a  sélect ion à 44°C entrainant une formation faible ou non 

détectable  de  la décarboxylase (tableau III) : de nombreuses 

e s p è c e s  bactériennes é ta ient  e n  effet i so l ées  à partir d e s  cul tures .  

C e s  mêmes antagonismes expliqueraient les différences de  résu l ta t s  

observées  avec  les échanti l lons d 'eau brute ,  différences entre  

la  technique automatique e t  la technique c lass ique .  Il est normal 

e n  effet que c e s  antagonismes soient  plus ne ts  avec  l e s  e a u x  

brutes qu'avec l e s  eaux p lus  propres (dilutions). 

Toutes l e s  expériences r éa l i s ées  dans  ces conditions ont 

révélé  ce même paradoxe. 



9 -4 
rn 

0 5 %  
-2 -4 

Icl 102 
U a 2 
a z 2 
1 Ç 1 X a , &  
a, Z E . 2  
ass10 
a, O O'Z 
U au-i c, 

$ c , c , +  
r d I c l r d  z s s s  

a 5 2 5  
C I I r n r n  

E .a> s, .al 
- r ( & & h  - 



II - Cultures en bouillon sélectif 

Nous avons donc poursuivi nos essais de colimétrie en 

utilisant un autre milieu plus sélectif, ce milieu permettant dès 

les premiers essais une bonne reproductibilité des résultats. Nous 

avons comparé par une série d'expériences la sensibilité et  la 

sélectivité de ce milieu à celles du bouillon lactosé au B .  C .P.  

(bromocrésol pourpre). Nous avons en meme temps vérifié la 

concordance entre la production de la décarboxylase par une culture 

dans ce milieu et la positivité du test de Mackenzie réalisé 

à partir de cette même culture. 

a) Matériel et méthodes 

1) Milieux de culture 

- Le  bouillon lactosé au B .  C. P. est celui couramment 

utilisé pour 1' analyse bactériologique des eaux ; 

- bouillon sélectif : il  est  utilisé pour le test de la décar- 

boxylase de l'acide glutamique. 

2) Dosage de la décarboxylase 

Il a été réalisé à l'aide de l'auto-analyseur technicon 

(figure 11) . 

3) Méthodes 

Pour cette étude, nous avons procédé selon le schéma 

suivant : 



Echantillon d'eau 

DILUTIONS s 
Cultures en bouillon lactosé Cultures en bouillon sélectif 
48 h à 30°C 
(5 tubes par dilution) 

I 
(5 tubes par dilution) 

I 
1 

Tubes présentant une culture 
1 

Tubes présentant une culture 

Culture avec 
production 
d'acides et 
de gaz 

1 l 1 

Test de Mackenzi l 

Test positif 
= présence 
d'E. coli 

de gélose au B .  C . P .  Mackenzie la décarboxylase 
etidentificationdes à 4 4 " C  de l'acide 
colonies glutamique 

1 
Tous les-germes Test. positif Pic de décarbo- 1 
présents dans = présence xylase = présence 
les cultures d'E. d i  d'E. coli 

Comme nous le voyons, nous avions deux possibilités de 

recherche des E .  coli à partir des cultures en bouillon sélectif : 

- le tes t  de Mackenzie couramment utilisé en colimétrie I 
manuelle ; 

- le dosage de la décarboxylase de l'acide glutamique produite 

par E .  coli. I 



Ce  second moyen de détection d e s  E .  co l i  n 'é ta i t  pa s  

concevable dans  l e s  cultures r éa l i s ées  e n  bouillon lac tosé  au  

B .C.P. e n  raison du taux de production de  la décarboxylase t rès  

faible dans  ce milieu du à la trop faible sélect ivi té  du milieu 

permettant la  croissance compétitive de  tous les germes d e  l 'eau.  

b) Résultats 

I l s  portent sur quinze prélèvements échelonnés s u r  

4 mois. 

1) Estimation du nombre d'E . col i  par l e  calcul  du MPN 

(nombre le  plus probable) 

La comparai.son d e s  résul ta ts  obtenus (tableau IV) montre 

que l e  bouillon sélectif  permet pour l e s  2/3 d e s  prélèvements une 

recherche plus sensible  des  E .  co l i  dans l 'eau quel que soit 

le t e s t  identif icatif (Décarboxylase ou test de  Mackenzie) 

uti l isé pour ce milieu. 

Le second avantage de  ce milieu rés ide dans  la rapidi té  
. l 

d e s  cultures qu' i l  permet : en  effet  15 à 17 h suffisent pour ce l 

milieu a lors  que le bouillon lac tosé  au B .  C .  P .  nécess i te  48 h l 
1 

d'incubation. De plus ,  l e s  t e s t s  de  Mackenzie réa l i sés  à partir l 
d e s  cultures en  bouillon se\ecE\f peuvent €?tre généralement 

révélés  e n  24 h au  lieu d e s  48 h normalement néces sa i r e s ,  ceci 

e n  raison du grand nombre d'E . col i  présents en  fin de cul ture .  

Les résul ta ts  sont  obtenus encore plus rapidement si l 'on chois i t  

comme test identificatif la  décarboxylase de  1' acide glutamique : 

e n  effet 1 h suffit pour effectuer-cette recherche dans  une sé r ie  

de  dilutions . 



Tableau IV : Résultats comparatifs de colimétrie 

en bouillon sélectif e t  en bouillon 

lactosé au BCP 

MILIEU DE 
CULTURE 

D 1 

D 2 

D 3 

D 4 

D 5 

D 6 

D 7 

D 8 

D 9 

D 10 

D 11 

D 12 

D 13 

D 14 

D 15 

NOMBRE D'E . COLI/100 ML 

BOUILLON 
LACTOSE AU BCP 

Test de Mackenzie 

79000 

49000 

2 400000 

49000 

79000 

27000 

33000 

11000 

31000 

130000 

13000 

79000 

34000 

130000 

33000 

BOUILLON SELECTIF 

Décarboxylase 

- 
- 

175000 

70000 

23000 

33000 

33000 

13000 

130000 

33000 

13000 

130000 

49000 

221000 

79000 

Test de Mackenzie 

221000 

240000 

278000 

70000 

23000 

79000 

23000 

23 O00 

33000 

79000 

8000 

130000 

79000 

221000 

49000 



D'autre part, la concordance entre la présence de la 

décarboxylase de l'acide glutamique dans une culture et le test 

de Mackenzie positif qu'elle donne s'est vérifié dans 90 % des 

cultures, les exceptions provenant généralement de souches 

d'E . coli anormales. En effet, certaines souches rencontrées : 

- ne cultivent pas à 44OC 

- ne produisent pas de gaz à 44OC 

- ne produisent pas d'indole 

Les autres exceptions provenaient de cultures où des 

espèces bactériennes étaient entrées en compétitions avec les 

E .  coli avec comme résultat une synthèse négligeable de la 

décarboxylase. 

2) Etude comparative de la sélectivité des milieux de 

culture 

Les résultats (figure 17) des identifications des germes 

présents sur les isolements réalisés à partir des cultures en bouillon 

sélectif ou en bouillon lactosé au B .  C.  P .  montrent que 67 % 

des isolements révélent la présence d'E. coli dans le premier 

milieu. Ce pourcentage de présence n'est que de 20 % dans 

le second milieu. En outre la prédominance d'E . coli dans ces  

isolements est  20 fois plus fréquente en bouillon sélectif qu'en 

bouillon lactosé au B .  C . P .  

Ces résultats tendent à démontrer la bonne sélection des 

germes qu'opère le premier milieu. Cette sélection est a.mplement 

démontrée s i  on compare les pourcentages de présence, dans les 

isolements, des germes autres qu'E . coli. En effet, on constate 
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que pour tou tes  l e s  e spèces  rencontrées,  exception faite pour 

B 5 W et Klebsiella, cespourcentagesde présence dans l e s  isole- 

ments r éa l i s é s  à partir du bouillon sélectif sont nettement 

inférieurs aux  pourcentages de  présence dans les isolements 

réa l i sés  à partir du bouillon lac tosé  au B .  C .P.  Cec i  est parti- 

culièrement vrai  pour l e s  Pseudomonas jamais rencontrés dans  

notre milieu a lors  qu ' i ls  sont fréquemment prédominants d a n s  

l e s  isolements r éa l i s é s  à partir d e s  cultures en  bouillon lac tosé  

a u  B.C.P. 

Cet te  sélect ion a pour conséquence directe des  cultures 

t r è s  r iches en  E .  co l i  dans l e  bouillon sélectif  : en  effet si l 'on 

ne  t ient compte que des  isolements r éa l i s é s  à partir des  tubes  

ayant  donné un t e s t  de  Mackenzie posit if ,  E .  co l i  e s t  identifié 

dans  90 % de  ces isolements pour le  bouillon sélect i f .  Ce  

pourcentage ne  dépasse  pas  41 % dans le milieu lactosé a u  B .  C.  P .  

Nous pouvons donc conclure que l e s  conditions de  culture 

d e s  échanti l lons d 'eau utilis& pour notre méthode permettent 

une recherche sensible  e t  rapide d e s  E .  co l i  par la  sélect ion 

qu 'e l les  opérent sur  l a  population bactérienne d e s  eaux.  

La rapidité de  la  méthode rendait possible la réalisation 

de  l 'appareil d 'analyse bactériologique automatique e n  complé- 

tant  le système init ial  de dosage de l'enzyme d'un disposit if  

permettant l a  culture des  échanti l lons d 'eau .  Ce dernier est 

composé de  bobines doubles de  bain-marie permettant d e s  temps 

d' incubation var iables  . 

B - Appareillase de culture automatique discontinue 

1 - Description 

Dans ce dispositif représenté sur  l a  figure 18 ,  l 'échantil- 

lon d 'eau ou l a  dilution d'une culture d'E. coli  mélangé a u  milieu 

/ 





de  culture parcourt l e s  bobines d'incubation en  verre placées  dans 

un bain-marie réglé à la température de  culture dés i rée .  Les 

cul tures  obtenues traversent ensui te  un débulleur qu i  élimine 

l 'air  semgentant l e  flux liquide a in s i  que les gaz d e  fermentation 

t r è s  abondants.  Le flux liquide après  avoir é t é  dilué de moitié 

est ensui te  dosé  selon la méthode décrite précédemment. 

II - Facteurs conditionnant la f iabil i té du dispositif 

a) Décontamination du circuit 

C 'es t  avec  d e s  suspensions t rès  di luées  d 'E.  coli  que nous 

avons réal isé  nos  premiers e s s a i s  de  culture dans  ce système.  

D'emblée, nous nous sommes heurtés au principal problème 

inhérent au type d 'échanti l lon ut i l isé  et à l 'appareillage même, 

à savoir  celui  du rinçage.  En effet le problème de  sép'aration d e s  

échanti l lons commun à tous  l e s  dosages  chimiques r éa l i s é s  au 

" technicon" et conditionnant la v i t e s se  d'échantillonnage e s t  

devenu ici plus précisément un problème de  décontamination 

rendu complexe pour deux raisons principales : 

- tout d'abord la  longueur inaccoutumée du circuit et le  

temps de passage  d e s  échanti l lons dans  ce circuit sont s a n s  commune 

mesure avec ceux  d e s  circuits  chimiques et favorisent d e s  

contaminations progressives plus importantes. 

- ensui te  le circuit envisagé ici est un circuit  vivant qui 

peut donc e t re  e n  perpétuelle évolution : dans l e s  circuits  chimi- 

q u e s ,  une molécule ou un atome, passan t  d'un échantillon à l 'autre,  

r e s t e  t e l  quel dans  l 'échantillon contaminé ; au contraire,  dans  notre 

circuit  bactériologique, si un E .  co l i  pa s se  d'un échanti l lon au  

suivant ,  il s ' y  multiplie rapidement en  l 'absence d 'une solution 

de décontamination appropriée. 



Cec i  explique facilement le fait  que dans les premières 

expér iences ,  des  échanti l lons s té r i les  au départ se contaminaient 

toujours lorsqu' i ls  é ta ient  séparés  par de  l 'eau s tér i le .  I l  é ta i t  

même courant de constater  une production de  décarboxylase 

plus abondante dans l 'échantillon stéri le (au départ) que d a n s  

la  suspension diluée d 'E.  col i  prélevée antérieurement. L'adjonc- 

t ion de  Tween 20 à l ' eau  dis t i l lée  ut i l isée  pour le  rinçage 

n'apportant aucune amélioration sens ib le ,  nous avons u t i l i s é ,  

dans  les e s s a i s  su ivants ,  comme solution de  décontamination 

d e s  solutions de formol de  concentration variant de  0 ,2  à 2 %. 

Nous n'avons alors observé n i  culture,  n i  synthése de décar- 

boxylase e n  raison de  la  diffusion du formol dans  tous  l e s  

échanti l lons au cours du passage d e s  bobines d'incubation. 

Nous nous sommes ad re s sés  ensui te  à d e s  tampons afin 

d'inhiber les bactér ies  par passage  en  milieu ac ide .  Nous avons 

donc t e s t é  l 'efficacité à décontaminer de  cinq tampons a c i d e s  à l ' a ide  

de  notre disposi t i f .  Dans le  tableau V regroupant les enregistrements 

obtenus,  nous voyons que la décontamination est beaucoup plus 

dépendante de  la  nature du tampon uti l isé que de  leur ac id i té .  

En effet, le tampon KC1 - HC1 beaucoup plus ac ide  que les autres  

(pH 1 , 9  a u  l ieu de 2 ,5)  e s t  cependant un décontaminant médiocre 

a u s s i  peu actif dans le  c a s  présent que l 'eau dis t i l lée  a v e c  comme 

conséquence une culture abondante dans les échanti l lons s té r i les  

a u  départ. Les tampons glycocolle - HG1 e t  ci trate-phosphate,  

bien que tous  deux tamponnés à pH 2,5 ont d e s  act ivi tés  différentes : 

le premier e s t  s ans  action tandis  que le deuxième permet une  

décontamination partiel le.  Celle-ci  est tota le  a v e c  le tampon 

' acé ta te .  

Nous voyons donc que le  simple passage  e n  milieu acide 

est insuffisamment inhibiteur vis-à-vis d e s  bactér ies  u t i l i sées  

et que comme l ' a  écr i t  STANIER ( 3 0 ) ,  " l e s  effe ts  toxiques que  

l'on peut observer aux  pH défavorables ne sont pas  le  résul ta t  



Tableau V : Influence de  plusieurs tampons ac ides  sur la  déconta- 

mination d e s  circuits  de  culture : résul ta ts  

Solution de  

k l 'importance de  l a  décarboxylase se traduit comme suit  : 

++++ échantillon t rès  fortement positif 

++ échantillon positif 

DECARBOXYLASE APRES 10 H DE CULTURE * 

Eau 
d is t i l l ée  

s tér i le  

++++ 

++++ 

++++ 
++++ 

++++ 

Tampon 
KC1-HC1 

0,l M 

Tampon 1 Tampon 

1 o - ~  
échantil lon 

s tér i le  

1 0 - ~  

1 0 - ~  

échantil lon 
s tér i le  

Tampon 
ace ta te  

0,l M 
PH 3 1 1  

++++ 

O 

++++ 
++++ 

O 

glycocolle-HC1 ci t ra te-  

PH 189 

++++ 

++++ 

++++ 
++++ 

++++ 

0,l M 
PH 215 

++++ 

+fi+ 

++++ 
++++ 

++++ ' 

phosphate 
0,l M 
PH 285 

++++ 

++ 

++++ 
++++ 

++ 



direct  de fortes concentrations e n  ions hydrogènes (ou hydroxyles)" . 
En effet l a  membrane bactérienne est peu perméable aux i o n s  

hydrogènes ou hydroxyles. Par contre e l le  e s t  beaucoup p lus  

perméable aux  molécules non d issoc iées  de  substances a c i d e s  

ou  basiquesqui peuvent pénétrer rapidement dans l a  cellule et 

l 'al térer en  modifiant son  pH interne ou e n  réagissant  a v e c  

certains métabolites essen t ie l s  de  la cel lule .  

Nous avons précisé l 'ac t ion de  ces tampons par d e s  cultures 

comparées e n  flacons après  des  temps de  contact  bactéries- 

tampons var iables .  Les tampons suivants ont é t é  ut i l isés  

aux  concentrations indiquées : 

Tampon 1 : tampon KC1-HC1 0 ,2  M pH 1 , 9  

Tampon 2 : tampon Glycocolle-HC1 0 , l  M pH 2 , 4  

Tampon 3 : tampon Citrate-PQHhO, 1 M pH 2 ,5  

- Tampon 4 : tampon acétate  0 , l  M pH 3 , 3  

Pour ce t t e  é tude,  1 m l  d 'une culture récente d'E. coli 

est additi0nné.à 9 ml d e s  différents tampons 1 , 2 ,  3 , 4 .  Après 

1 minute et 1 h de  contac t I l  ml d e s  différentes suspensions est 

prélevé et mis e n  culture en  agitation à 37OC dans 50 m l  d e  

bouillon sé lec t i f .  Le témoin e s t  obtenu par l'incubation d e  1 m l  

d e  l a  dilution au  dixième de  la meme culture d'E. coli  dans  

50 ml de bouillon sélect i f .  La croissance e s t  suivie en Dens i té  

optique à 64 0 m ) ~  (Spectrophotométre Jouan Junior). 

Nous constatons qu'une minute de  séjour dans  le tampon 

KC1-HC1 n'amène aucun retard de  croissance (figure 19) . C e  

retard est négligeable pour l e s  au t res  tampons. Meme 1 h de 

séjour dans les différents tampons ne provoque que des re tards  

d e  croissance peu importants pour l a  plupart d e s  tampons. Ce 

retard est plus considérable avec  le tampon acé ta te  puisqu' i l  



Fig 19 : C r o i s s a n c e  d l E . c o l i  en b o u i l l o n  s é l e c t i f  a p r è s  une minu te  ( ) ou  
) ,Glyco-  une h e u r e  ( ) de s é j o u r  dans l e s  tampons K C 1 - H C 1  (------*- 

col le-HC1 ( ) , C i t  r a t e - P h o s p h a t e  (------- ) e t  a c é t a t e  (.----- 1 ;  
Témoin (--se.-) . ' 



dépasse  8 h .  C e s  tampons ne pouvaient donc pas  é t re  u t i l i sés  

efficacement dans  notre circuit  pour une décontamination optimale 

puisque l e  temps de décontamination n'y dépasse  pas  une minute, 

temps nettement insuffisant pour que ces tampons puissent effica- 

cement décontaminer. 

I l  nous fallai t  donc rechercher une solution capable de  

provoquer un retard de croissance important des  bactér ies  mises  

une minute à son contact ou mieux possédant un pouvoir bactéricide 

en  1 minute de  contact .  Cet te  solution devait en  outre n 'avoir  

aucune action bactériostatique lorsqu'elle diffuserait partiellement 

dans  les cultures au  cours du passage  d e s  bobines d ' incubation.  

L'étude d'une solution décontaminante particulière 

a révélé qu'elle remplissait ces deux principales conditions : 

1. - Etude du pouvoir bactéricide de  la solution décontami- 

nante 

9 A pH 3 ,  cet te  solution posséde un pouvoir bactéricide 

sur  E .  co l i  e n  1 minute ; bien que l'inoculum so i t  important 
9 

(10 bactéries) l 'expérience montre qu'aucune bactérie n ' e s t  

viable après  une minute de  séjour dans  l a  solution décontaminahte 

chois ie  : e n  effet  aucune culture n 'es t  constatée  après  incubation 

prolongée de  1 ml du mélange solution décontaminante - bac té r ies  

dans  50 ml de  milieu de  culture (la dilution au cinquantième 

arrête immédiatement l 'action léthale d e  la  solution) , 

8 Influence du pH sur  l 'ac t ivi té  bactéricide 

Le pouvoir bactéricide d e  cette solution e s t  étroitement 

dépendant du pH comme l e  montre pexpérience suivante : 



. . 

Des solutions décontaminantes de  meme concentration ayant 

é t é  préparées à des  pH différents (solution 1 à pH 3 ; solution 

II à pH 4 ; solution III à pH 5), 1 ml d'une culture récente d'E. 

col i  est mélangé à 9 ml de  chacune d e s  solutions 1 ,  II et III 

a i n s i  qu'à 9 ml d 'eau dis t i l lée  (témoin). Après une minute d e  

contac t ,  1 ml d e s  différents mélanges e s t  prélevé et incubé dans  

50 m l  de  milieu de culture. La représentation graphique (figure 20) 

de l 'évolution de  la densi té  optique dans  les différents f lacons 

montre que le devenir des  cultures différe largement suivant les 

conditions sub ie s  : une minute de  contact  avec la  solution à 

pH 5 n'amène aucun retard de  croissance tandis qu'une minute de 

contact  avec l a  solution à pH 3 empeche toute croissance ultérieure 

d e s  bactéries comme précédemment. Une minute de  contact  a v e c  

la solution à pH 4 provoque un retard de  croissance de  deux 

heures du à une phase de la tence plus longue, la v i t e s se  d e  crois- 

s ance  étant ensu i te  a u s s i  rapide que chez le  témoin. Si une numé- 

ration des  E . col i  e s t  réal isée  avant e t  après  une minute d e  séjour 

d a n s  cet te  solution décontaminante à pH 4 ,  on constate  que 68 % 

d e s  bactér ies  sont  t uées  au  cours de  ce temps de contact .  Ce t t e  

perte ne  suffit pas  à expliquer le retard de  croissance observé : 

les bactér ies  survivantes doivent donc et re  partiellement inh ibées .  

* Spectre d 'action 

Il é ta i t  nécessa i re ,  pour que l a  solution décontaminante choisie 

pu isse  être ut i l isable  e n  toute quiétude dans  notre disposi t i f ,  de  

vérifier son ac t ion  bactéricide sur  les souches bactériennes autres  

qu'E . col i .  En effet, pour que ce t te  solution s 'avère un décontaminant 

va lab le ,  e l le  doi t  non seulement assurer  la  décontamination d e s  

c i rcui ts  vis-à-vis d e s  E .  co l i  mais a u s s i  vis-à-vis d e s  différentes 

e s p è c e s  bactériennes couramment présentes  dans les eaux. 





Pour ce t te  é tude ,  nous avons procédé comme précédemment 

en  mélangeant 1 ml d'une culture récente de  l ' e spèce  bactérienne 

t e s t ée  à 9 ml de la solution décontaminante. Après 1 minute de  

contact ,  1 ml d e s  différents mélanges é t a i t  prélevé e t  incubé 

dans  50 ml de  milieu de culture.  Les témoins sont toujours obtenus 

par incubation de  1 ml de la  dilution au  dixième d e  ces memes 

cultures dans 50 ml de  milieu. 

Dans le  tableau VI groupant les résul ta ts  obtenus,  nous 

constatons. que ,  pour toutes les e spèces  bactÉriennes t e s t é e s ,  

une minute de  séjour dans la solution décontaminante à pH 3 

suffit à inhiber totalement leur culture. C e s  résul ta ts  posit ifs  

é ta ient  nécessa i ies  car  la solution chois ie  devait inhiber tota- 

lement toutes  l e s  e spèces  bactériennes présentes dans  les eaux  

e t  capables  de  se développer dans  notre systéme automatique. 

Sinon, il é ta i t  fort pensable que l 'espèce non inhibée,  une fois 

introduite dans  l e  systéme,  pouvait entraver totalement l a  crois- 

s ance  d c s  E .  col i  par la  contamination progressive d e  tous  les 

échant i l lons .  

2.9 Influence de  la concentration e n  solution décontaminante 

du milieu de  culture sur  la  croissance d'E. co l i  

Toutes les expériences précédentes , concernaient l a  première 

propriété que devait  posséder la  solution de  décontamination, à savoir  

un pouvoir bactÉricide t rès  rapide.  La seconde propriété toute  a u s s i  

importante que devait  posséder cet te  même solution et que nous 

avons déjà énoncée éta i t  l ' absence  d 'action bactéricide lors  d 'une 

diffusion partielle de  cet te  solution dans  l e  milieu de  cul ture ,  

condition que le formol précédemment ut i l isé  ne remplissait  pas .  



Tableau VI : Mise en évidence de l'action bactéricide de la solution 

décontaminante sur différentes espèces bactériennes 

Conditions opératoires 
avant la mise en cillture 

spèce étudiée 

E .  coli 

Klebsiella 

Citrobacter 

Enterobacter 

Aeromonas 

Pseudomona s aeruginosa 

Staphylococcus 

Streptococcus 

Bacillus 
R 

+ La solution décontaminante n'est pas active sur les  spores de Bacillus 

CULTURE APRES 24 H D'INCUBATION A 3 7 O  C 

Témoin 

+ 
i 

i 

i 

+ 
i 

+ 
+ 
i 

1 minute dans la solution 
décontaminante 

- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
- 

- 



Pour vérifier c e  deuxième point, d e s  cultures simultanées 

d'E. coli ont été réa l i sées  dans d e s  flacons contenant 80 ml de 

milieu de  culture e t  possédant d e s  concentrations c ro issan tes  en  

solution décontaminante : 

Flacon 1 : témoin s a n s  solution décontaminante 

Flacon II : concentration finale e n  solution décontaminante 
1 

= - d e  la concentration bactéricide de  la solution 
9 

décontaminante - I 
Flacon In :  concentration finale e n  solution décontaminante 1 

2 
= - de  la concentration bactéricide de  la solution 

9 
décontaminante 

Flacon III : concentration finale e n  solution décontaminante 
3 = - de  la  concentration bactéricide de  la solution 
9 

décontaminante 

Flacon V : concentration finale e n  solution décontaminante 
4 

= - de  la concentration bactéricide de  la  solution 
9 

décontaminante 

Si l 'on compare l 'évolution des  cultures dans  l e s  différents 

f lacons (figure 2 1) , nous voyons que l a  croissance d.'E. co l i  dans 

les flacons 2 ,  3 et 4 e s t  peu ou p a s  retardée par l e s  différentes 

concentrations de  solution décontaminante qu' i ls  contiennent.  Dans 

l e  f lacon 5 ,  où l a  concentration e n  solution décontaminante e s t  

cependant proche de  la moitié d e  l a  concentration bactéricide 



F i g  21 : C r o i s s a n c e  d 8 E . c o l i  e n  b o u i l l o n  s é l e c t i f  e n  p r é s e n c e  d e  concen-  

t r a t i o n s  c r o i s s a n t e s  e n  s o l u t i o n  d é c o n t a . m i n a n t e . L e s  c o n c e n t r a -  

t i o n s  f i n a l e s  e n  s o l u t i o n  d é c o n t a m i n a n t e  q e s  m i l i e u x  de c u l t u r e  

s o n t  r e s p e c t i v e m e n t  é g a l e s  à 119 '4.-), 2 / 9 ( - - 0 - 1 ,  319 k+-), 
419 (--O--) d e  l a  c o n c e n t r a t i o n  b a c t é r i c i d e  de  l a  s o l u t i o n  décon-  
t a m i n a n t e ;  Témoin .  .- 



- 4 7  - 

ut i l isée  précédemment, la c ro i ssance  est a u s s i  rapide que  dans  l e  

f lacon témoin ; on remarque uniquement une dens i té  optique légè- 

rement inférieure lorsque l a  phase stat ionnaire est a t te inte  ; ceci 

est une conséquence de  l 'acidification part iel le du milieu d e  

culture favorisant l 'ac t ion bactériostatique de  la  solution d e  

décontamination. 

Il est douteux que la diffusion de  la  solution de décontamina- 

t ion dans  le milieu de  culture lors de  cultures en  bobines permette 

ure te l le  concentration e n  ce t te  solution du milieu de  culture si ce 

n ' e s t  dans  l a  faible partie du flux liquide correspondant à l a  transit ion 

rinçage-prélèvement . 

C e s  résu l ta t s  s 'avèrent  donc t rès  encourageants pour notre 

disposit if  d e  culture où nous ne pouvons empêcher l a  diffusion 

partielle de la  solution décontaminante. Nous voyons que ce t t e  

diffusion s e r a  s a n s  conséquence impartante pour les cul tures  

présentes  et que la  sensibi l i té  d e  l a  methode de  culture n e  sera  

p a s  affectée  par l 'ut i l isation de cette solution de  décontamination. 

Nous pouvions donc ut i l i ser  e n  toute quiétude cette solution 

pour décontaminer l e s  c i rcui ts  entre  les échanti l lons : les premiers 

e s s a i s  de  culture d'E. col i  r éa l i s é s  e n  bobines d ' incubation en  

employant ce t t e  solution de  rinçage ont révélé  une bonne déconta- 

mination du  disposi t i f ,  confirmant les résu l ta t s  précédents . Nous 

pouvions d è s  lors étudier l ' influence de la  composition du bullage 

sur  l 'évolution d e s  cul tures .  

b) composit ion du bullaqe 

Dans  ce t te  expér ience,  l e s  échant i l lons ,  composés  d'une 

dilution d 'une  culture d'E. col i  (IO-') e t  du milieu de cul ture ,  

.../. . . 
k 



. . 

étaient bullés par de l 'air  contenant des  conceiltrations croissantes  

en  oxygène. Après 9 heures d'incubation, la décarboxylase produite 

par les cultures é ta i t  dosée par l 'auto-analyseur. Les résul ta ts  

obtenus montrent que de fortes concentrations en oxygéne inhi- 

baient l e s  cultures (tableau VII) mais il devront s t re  vérifiés : 

en effet ,  dans l e s  différentes expériences réal isées  pour ce t te  

étude, l e  bullage devenait toujours irrégulier au cours du 

passage des  bobines lorsque l e s  bulles comportaient de fortes 

concentrations en  oxygéne. L e s  résultats étaient donc partiel- 

lement faussés  par cet te  mauvaise qualité du bullage. 

III - Essais  de  colimétrie sur une eau polluée 

Les cultures d'échantillons d'eau comportant toujours une 

phase de  latence a s s e z  importante, i l  é ta i t  tout d'abord nécessa i re ,  

pour rechercher l e s  E . coli dans une eau donnée, d'ajouter a u  

circuit d'incubation d e s  bobines supplémentaires afin d'obtenir 

un temps de culture final de quatorze heures.  

Les premiers e s s a i s  de  recherche des  E . col i  ont é t é  effectués 

sur une eau de  rivière fortement polluée avec  une cadence d e  

prélèvement de  2 0  échantillons/heure. I l s  ont révélé immédiatement 

des  résultats non fiables en raison d'une contamination encore 

fréquente et importante d'un échantillon par le  précédent et d'une 

perte de sensibil i té marquée. Aucune amélioration n'a pu ê t re  

apportée aux résul tats  au  cours d e s  expériences suivantes par 

des  modifications du circuit d' incubation. 



zk ++ : résultat positif 

+ : résultat faiblement positif 

-t : résultat très faiblement positif - 

Composition du bullage 

(%) * 

DECARBOXYLASE APRES 9 H DE CULTURE' 

1 O0 

O 

- + 

- + 

- + 

Tableau VI1 : Influence de la composition du bullaqe sur la synthèse 

de la décarboxylase de l'acide qlutamique par des cultures 

en  bobines d'E . coli 
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Ceci  a motivé la nouvelle cadence d'échantillonnage 

(10 échantillons/heure) utilisée dans l e s  expériences suivantes 

permettant l e  doublement du temps de décontamination. 

Les e s s a i s  de colimétrie réal isés  à cette cadence ont  

démontré que la décontamination devenait effective. Cependant 

une perte de  sensibilité de notre méthode vis-à-vis de la techni- 

que manuelle classique étai t  à nouveau constatée (tableau VIII) . 

Cette perte de sensibili té pouvait être imputée à l a  fréquente - 

irrégularité du bullage d'air dans le  circuit de culture. En effet ,  

l e  bullage, t rès  régulier à l'entrée du circuit, devenait de plus 

e n  plus anarchique (rassemblements ou fragmentations de bulles) 

au  fur e t  à mesure du parcours des  différentes bobines d'incubation. 

Cette irrégularité pouvait avoir un double impact sur la sensibili té : 

(j'J - e n  empêchant la culture homogéne des échantillons . 

- e n  favorisant les  mélanges milieu de culture-solution 

de décontamination avec comme conséquence l'inhibition partielle 

d e s  cultures . 

Cette irrégularité étai t  en fait  provoquée par les  fortes 

pressions régnant dans l e s  bobines d'incubation par suite d e  la dilata- 

tion des liquides et des gaz portés dans l e  systéme à une tempé- 

rature supérieure à la température ambiante e t  de la  production 

abondante de  gaz par l e s  cultures. 

Ces  fortes pressions ont pu être minimisées en abaissant  les  

galets  de la@& de pompe sur l e s  tubes de pompe seulement après 

mise h température du bain-marie contenant les  bobines d'incu- 

bation e t  e n  utilisant des  petites bobines de refroidissement avant . 
chaque pompage du flux. 



expérience 

1 

2 

Tableau VIII: Comparaison des dénombrements obtenus sur une eau 

de rivière par la méthode automatique et par la méthode 

manuelle classique. 

NOMBRE D'E .  COLI/^ 00 ML 

AUTOMATIQUE 

17.200 

33 .000  

MANUELLE 

54.200 

41.000 

t 



C e s  précautions toujours employées depuis  permettent 

un bullage parfaitement régulier a u  cours du pas sage  complet 

d e s  bobines d ' incubation.  Les  facteurs permettant une sensibi l i té  

optimale du systeme pouvaient d è s  lors ê t re  é tudiés  d'une façon 

plus sQre.  

Ces é tudes  ont concerné principalement l a  composition 

du milieu de  culture e t  la température d'incubation d e s  échant i l lons .  

El les  ont permis une nette amélioration d e  la sensibi l i té  du 

systéme favorisée  par une meilleure adaptation d e s  c i rcui ts  à 

la  culture d e s  échant i l lons .  

Cec i  e s t  démontré dans  la dernière sér ie  d 'expér iences  

r éa l i s ée s  pour vérif ier  la sens ib i l i t é  du systéme discontinu avant 

de  pas se r  a u  systéme automatique d ' ana lyse  bactériologique en 

continu de l ' eau  (tableau IX) . 

C - Recherche en  continu d e s  E .  col i  dans  une eau  d e  

rivière 

1 - Influence de  la concentration du milieu sélectif  lors d e  l 'auto- 

c l avase  sur  l a  sens ib i l i t é  de  la  méthode 

En ra ison du débit limité du flux liquide d a n s  le  c i rcui t  

d e  culture,  i l  é ta i t  nécessa i re  d'employer un milieu 3 ,  6 f o i s  

concentré pour l e s  expé.riences r éa l i s ée s  e n  continu afin d e  pouvoir 

analyser  une quanti té maximale d 'eau par jour. 



Technique 

xpérience 

NOMBRE DIE. COLI/100 ml 

Tableau IX : comparaison des  dénombrements d e s  E .  coli effectués 

à l 'aide du système automatique e t  de  'la méthode manuelle 

c lass ique .  

AUTOMATIQUE 

4.900 

13.000 

3.300 

7.900 

24.000 

130.000 

130.000 

172.000 

MANUELLE 

3.300 

2.700 

3.300 

24.000 

54.200 

79.000 

130.000 

130.000 



. . 

Avant d' entreprendre avec notre disposltif des e s  s a i s  

de numératiori en continu des E .  coli dans une eau de rivière, 

I nous avons voulu vérifier l'influence de la concentration du 

I milieu sélectif à l'autoclavage sur la sensibilité de la méthode 

I automatique. Nous avions en effet déjà remarqué que le mode 

I d'autoclavage pouvait avoir un impact sur la sensibilité de notre 

méthode. 

I Pour mener cette étude rapidement, nous n'avons pas I 
utilisé le dispositif complet maïs nous avons réalisé des cultures 

en tubes e t  dosé la décarboxylase de l'acide glutamique synthé- 

tisée dans les cultures par le dispositif simplifié. 

Dans chaque expérience, deux milieux sélectifs étaient 

testés : 

- l'un à concentration normale lors de l'autoclavage 

( lère série) 

- l'autre 3 ,  6 fois  concentré lors de l'autoclavage puis 

dilué ensuite (2ème série) 

5 tubes de chaque série étaient ensemencés par dilution 

e t  incubés 1 7  h au bain-marie. La présence d'E. coli était alors 

recherchée dans les cultures conjointement par le test de Mackenzie 

e t  par le dosage de la décarboxylase de l'acide glutamique. 

Les résultats obtenus étaient comparés à ceux de la 

technique manuelle classique (tableau X) . 



l'autoclavaqe sur la sensibilité du test à la décarboxylase 

Milieu 
Utilisé 

Test 

-6 de llexpé&nce 

1 

2 

3 

4 

5 

6 

7 

8 

9 

10 

11 

12 

13 

14  

15 

1 6  

Q résultats obtenus par le calcul du M .  P .  N . (nombre le plus probable) 

Tableau X : Influence de la concentration du milieu sélectif lors de 

Bouillon 
lactosé 
au BCP 

Mackenzie 

49.000 

109.000 

49.000 

79.000 

63.000 

49.000 

. 109.000 

46.000 

348.000 

172.000 

79.000 

240.000 

1.300.000 

130.000 

348.000 

49.000 

Milieu 

lère série 

DécarboxylasL Mackenzie 

Sélectif 

2ème série 

70.000 

49.000 

49.000 

23.000 

33.000 

79.000 

79.000 

79.000 

46.000 

130.000 

221 .O00 

348.000 

33.000 

542.000 

79.000 

Décarboxylase 

70.000 

130.000 

49.000 

49.000 

109.000 

79.000 

130 .O00 

49.000 

542.000 

130.000 

94 .O00 

109.000 

542.000 

79.000 

542.000 

130.000 

70.000 

79.000 

49.000 

23.000 

79.000 

79.000 

49.000 

79.000 

46.000 

130.000 

109 .O00 

348.000 

33.000 

542.000 

130.000 

Mackenzie 

\ 

79.000 

130.000 

49.000 

31.000 

70.000 

79.000 

79.000 

49.000 

542.000 

130.000 

94.000 

109.000 

542.000 

79.000 

542.000 

130.000 



Les résu l ta t s  fournis par l e  milieu sélectif  sont pour le  

moins équivalents à ceux fournis par le bouillon lac tose  au  B .C .P. 

quelque soit  l e  mode d'autoclavage du .premier milieu. 

I l  semble cependant que le  milieu sélectif  concentré à 

l 'autoclavage permet généralement une recherche plus sens ib le  

des  E. col i .  Une confirmation d e  cet te  constatation par une nou- 

velle sér ie  d 'expériences sera nécessaire  : l e s  résul ta ts  pourront 

a lors  ê t re  interprétés d'ure manière s ta t is t ique avec  plus d e  

précision. Mais  i l  semble déjà certain que l'emploi d'un milieu 

concentré à l 'autoclavage n'amène aucune perte notable de  

sensibi l i té .  

II - Dispositif automatique de  recherche d e s  E .  col i  en  continu 

d a n s  l 'eau 

a) Matériel e t  méthode 

Les e s s a i s  de  recherche en  continu d e s  E .  col i  d a n s  l 'eau I 

nécessi ta ient  l 'ut i l isation de  vannes électro-magnétique s à trois vo ies  

pour passer  du prélèvement au  rinçage et  vice-versa.  En e f fe t ,  

ces vannes dont l'ouverture et la  fermeture sont commandées 

par le distributeur d 'échanti l lons,  permettent l'introduction dans 

le circuit  d'un nombre illimité d 'échanti l lons contrairement au  

distributeur d 'échanti l lons simple ut i l isé  précédemment où 

le  nombre de ces échanti l lons é t a i t  réduit à 40. 

Le premier montage de  ces vannes que nous avons employé 

e s t  schématisé  dans  la figure 2 2 .  Dans ce montage, l 'échanti l lon I 
d'eau,  mélangé au  milieu de culture traverse la vanne 1 et arrive 

dans  le circuit d'incubation par l'intermédiaire d'un T d e  faible I 
sect ion (Pt. 11) tandis  que la vanne II envoie la solution de  



O 
LU' 



1 

. . 

décontamination en  rejet .  Au cours  de  la période de  r inçage,  

l 'opération inverse se produit : l 'échanti l lon e s t  re je té  tandis  

que l a  solution décontaminante est envoyée dans l e  circuit .  

Le flux liquide est immédiatement bullé à l a  sortie du T af in  

d 'éviter d e s  mélanges solution de  décontamination - échantillon 

trop importants. 

Dans le  disposi t i f ,  la dilution du milieu de  culture 3 ,  6 

fois  concentré est assurée  directement par l 'eau à analyser  

consti tuée par une dilution au milliéme d'une eau de  rivière 

maintenue à + 7°C. La cadence d'échantillonnage pour l e s  

premières expériences é ta i t  de 1 0 échantillons/heure comme 

précédemment. 

b) Résultats.  

Au cours d e s  premiers e s s a i s  réa l i sés  avec  ce disposit if  

automatique en  continu,  nous avons limité le temps de  dosage  

à 8 heures ,  correspondant au  passage  de 80 échanti l lons.  Bes 

résul ta ts  obtenus nous ont révélé une légère perte de  sensibi l i té  

de  notre systéme vis-à-vis de la  technique manuelle c lass ique  : 

s i x  à huit  échantillons sur  10 révélant la présence d'E. co l i  avec 

notre systéme au  lieu de  9 pour l a  technique manueIle c lass ique .  

De plus les résul ta ts  n 'étaient pas  toujours parfaitement repro- 

ductible S .  

Dans l e s  expériences ultérieures,  lorsque nous avons  voulu 

dépasser  8 heures de  dosage ,  nous avons toujours observé une 

contamination parfois brutale mais le plus souvent progressive 

de  tous  l e s  échanti l lons après  un temps de  dosage variant d e  9 

à 12 heures .  



Nous avons cherché à déterminer la cause  de cet te  

contamination : l 'observation attentive d e s  résul ta ts  graphiques 

fournis par l 'enregistreur ne semblait pa s  mettre e n  cause  une 

insuffisance d 'action de  la solution décontaminante car pendant 

les 8 premières heures ,  la décontamination é ta i t  parfaitement effec- 

t i ve ,  des  échanti l lons s tér i les  fa isant  sui te  à d e s  échanti l lons 

fortement posi t i fs .  

I l  paraissai t  donc à priori que l e  circuit d e  distribution 

comprenant les vannes électro- magnétiques devait  être mis e n  

c a u s e  : e n  effet  la contamination pouvait provenir de la partie 

du circuit comprise entre le  cac tus  de  mélange échantillon d 'eau- 

milieu de  cul ture 'e t  le T (Pt 11) d'entrée dans l e  circuit où l a  

solution de  décontamination ne pas se  pas  : la contamination 

peut donc s ' y  réal iser  progressivement par une croissance d e s  

E .  coli  adsorbés  sur  l e s  parois de  ce t te  partie du circuit .  

L'utilisation d'une troisième vanne électro-magnétique 

permettant une séparation plus prononcée de  l 'échantillon et du 

milieu de culture avant le T aurait apporté une solution idéa le  

à ce problème mais le  manque de matériel nous a amenésà 

brancher différemment l e s  deux vannes afin d'éliminer ce  r isque 

d e  contamination. 

Comme le  montre la figure 23 ,  l e s  vannes ne sont p lus  

d i sposées  entre la  pompe à gale t s  et le circuit d'incubation mais 

avant  la pompe. Dans ce montage i l  n 'existe plus de  zone où 1 

~ 
l 'échanti l lon e s t  déjà mélangé au  milieu de  culture mais où l a  

solution décontaminante ne pas se  p a s .  Cependant cet te  disposi-  

t ion a deux inconvénients par rapport à la  première : 





- e l le  nécess i te  une t rès  bonne synchronisation de  l 'arrivée 

de  l 'échantillon e t  de  ce l le  du milieu de  culture 

- e l le  nécess i te  a u s s i  l 'emploi d e  débi ts  d 'aspiration 

supplémentaires (circuits  1 e t  II en  dérivation à la sortie d e s  

vannes) afin d 'accélérer  le renouvellement des  liquides dans  

l e s  vannes.  En effet ,  l e s  vannes,  possédant  un volume mort, 

provoquent dans  le  c a s  présent d e s  mélanges échantillon-solution 

de  décontamination plus importants lors d e s  transit ions prélèvement- 

r inçage e t  vice-versa .  

Malgré ces modifications, l e s  expériences ultérieures 

ont révélé  à nouveau d e s  contaminations progressives après un 

même laps  de  temps. 

Au cours du passage d e s  échanti l lons contaminés, d e s  

prélèvements ont  é t é  réa l i sés  à partir d e s  cultures obtenues 

afin d 'en  isoler  l e s  e spèces  bactériennes.  A toutes  l e s  expér iences  

l e s  e s p è c e s  bactériennes i so l ées  é ta ient  tuées  par une minute 

de  séjour  dans la  solution de  décontamination. Les contaminations 

n 'é ta ient  donc pas  provoquées par d e s  souches  insensibles  à 

l 'action de la  solution décontaminante. I l  é ta i t  a lors  pensable 

que l a  solution de  décontamination devenait  moins effective 

après  8 heures de  dosage en  ra ison d'un temps de culture devenu 

plus important permettant de plus fortes contaminations ou d e  

formations de dépôts sur  l e s  parois d e s  t ubes  protégeant partiel le-  

ment les bactér ies  sous- jacentes .  

La cadence d'échantillonnage a donc é t é  réduite de  moitié,  

a f in  d'obtenir un temps de  décontamination double. Malgré c e t t e  

modification, d e s  contaminations progressives ont é t é  à nouveau 

observées .  . 



. . 

L'inefficacité de la solution de  décontamination ap rè s  un 

temps prolongé de  dosage ne pouvant plus être mise en c a u s e  

e n  raison d'un temps de décontamination nettement suff isant ,  

s eu l  le circuit  d'incubation dont l a  conception c lass ique  é t a i t  

mal adaptée aux impératifs bactériologiques pouvait être à 

l 'origine d e s  contaminations progressives . Le mode d'assemblage 

d e s  différentes bobines du circuit  d'incubation a donc été totale- 

ment modifié afin d 'éviter toute formation de  poches au niveau 

de  l a  jonction de  deux bobines d'incubation. Ces  poches,  n e  

subissan t  pas  ou t rès  peu l 'action bactéricide de l a  solution 

décontaminante, favorisaient l e  développement de  cultures 

anarchiques loca l i sées  e t  sont à l 'origine d e s  contaminations 

cons ta tées .  

Si  l a  première expérience n ' a  pu êt re  poursuivie a u  delà 

de  sept  jours en  raison d'une rupture accidentelle d'une bobine 

d'incubation, e l l e  a cependant permis de  démontrer que la nouvelle 

conception du circuit  favorisait l 'action de  la solution déconta- 

minante et empêchait toute contamination d'un échantillon par 

le précédent : en  effet  la lecture d e s  résul ta ts  graphiques n 'a  

révélé aucune contamination progressive,  d e s  échanti l lons s té r i les  

suivant fréquemment des  échanti l lons fortement posit ifs .  Ce t te  

décontamination tota le  d e s  c i rcui ts  entre l e s  échanti l lons a é t é  

d 'ai l leurs vérifiée a u  cours d 'expériences ultérieures poursuivies 

pendant t rois  semaines consécut ives  s ans  aucune contamination 

progre s s ive . 

Les résu l ta t s  obtenus,  résumés dans  le tableau XI,  é ta ient  

généralement sensiblement identiques pour les deux méthodes, le 

nombre d 'échanti l lons posit ifs  sur  10  obtenus avec  la  méthode 

automatique variant de  part e t  d'autre du nombre d 'échanti l lons 

.. ./. . . 



2 è m e  dilution 

3 è m e  dilution 

5 dilution 

l è r e  dilution 

I 

4 è m e  dilution 

NOMBRE D'ECHANTILLONS REVELANT LA PRESENCE D'E . COLI 
PAR SERIE DE 10  

AUTOMATIQUE 

7 
5 
5 
4 
6 
8 
6 
4 
7 

8 
6 

. 5 
6 
6 
7 
4 
6 

7 
6 
6 
8 
5 
5 
8 
6 
6 
5 
6 
6 

3 
4 
5 
4 

ECHANTILLONS 

MANUELLE 

8 

4 





posit ifs  obtenus avec  la méthode manuelle sui'vant la  dilution 

u t i l i sée .  Cependant i l  faut  déplorer la  fiabilité non encore totale 

d e  la méthode automatique, cer ta ines  sé r ies  tota l isant  un 

nombre d 'échanti l lons posit ifs  nettement inférieur à ceux d e s  

au t res  s é r i e s ,  bien qu'en raison du faible nombre d 'E.  coli  

présents  par millilitre, l 'échantillonnage d e s  E .  co l i  ne pu i s se  

ê t re  rigoureusement constant  d 'une sér ie  à l 'autre e t  soit  e n  

partie responsable des  variations cons ta tées .  

De p lus ,  si la décarboxi lase  synthétisée e s t  généralement 

abondante,  cer ta ins  échantillons produisent une quanti té d e  

décarboxylase faible ou négligeable.  Mais on constate  que c e s  

éca r t s  sont beaucoup moins fréquents en  particulier en  ce qu i  

concerne la  synthése de  la décarboxylase de  l 'ac ide glutamique 

quand les  cultures en  bobines sont réa l i sées  non pas  à partir 
- 10 d'une dilution d 'eau de rivière mais à partir de la dilution 1 0  

d 'une culture pure d 'E.  co l i  maintenue 24  h à + 7OC. 

Il semble donc que la variabilité d e s  résul ta ts  obtenus 

a v e c  des  e a u x  de rivière so i t  due essentiellement à une régénéra- 

t ion insuffisante de  cer ta ins  E .  co l i  de  l ' eau .  En effet ,  les 

E .  co l i  présents  dans  l e s  eaux  ont d e s  origines t r è s  diverses  

et ont  séjourné psndant d e s  temps variables dans l 'eau.  La 

longueur de  ce séjour ,  a in s i  que l 'action,  au  cours de  ce séjour ,  

d e s  subs tances  toxiques ou des  détergents présents dans l ' eau  

peuvent influencer fortement leur vi ta l i té  ou mettre e n  c a u s e  leur 

viabi l i té  a v e c  comme conséquence une croissance trop len te  

de  ces E . co l i  dans l e  circuit de  culture et une synthèse insuffi- 

s a n t e  de la  décarboxylase de  l ' ac ide  glutamique. 



. . 

Cette reproductibilité imparfaite des rêsultats, facile à 

constater dans le cas d'une méthode automatique où le nombre 

d'échantillons analysés est important, est aussi en fait l'apanage 

de la plupart des méthodes manuelles classiques où des résultats 

par défaut sont souvent constatés. 

Une amélioration de la sensibilité du dispositif e t  de la . 

reproductibilité des résultats sera possible par une augmentation 

des temps de culture permettant la détection des E .  coli à 

croissance lente et par une préihcubation des cultures à basse 

température (2 0 à 3 O°C) favorisant la régénération des E . coli 

difficilement viables . 



C O N C L U S I O N  

Bien que la mise en  évidence de  la  décarboxylase d e  

l ' ac ide  glutamique représente un test sensible  et spécifique 

de  contamination fécale  traduisant la présence d'E. col i ,  ce t e s t  

é t a i t  peu ut i l isable  en  raison d'une absence  tota le  de  méthode 

simple e t  rapide de  dosage de  ce t te  enzyme dans l e s  cultures 

proliférantes . 

Cette lacune e s t  à présent comblée grâce à l 'auto-analy- 

seur  "Technicon" qui permet une recherche sens ib le  e t  rapide 

de  la  décarboxylase de l 'ac ide glutamique sur d e s  suspensions 

bactériennes in tac tes .  

La spécif ic i té  de  ce t e s t  a in s i  que s a  rapidité dans les 

conditions de culture e t  de  dosage que nous avons définies a 

permis de  réal iser  un appareil permettant la recherche automa- 

t ique d e s  E .  co l i  dans l ' eau .  

Le dispositif u t i l isé  actuellement assure  l e  prélèvement 

e n  continu de l ' eau  à analyser ,  la  culture e t  la mise en évidence 

d e s  E .  coli  présents  ; c ' e s t  un appareil  expérimental qui fonctionne 

su r  d e s  niveaux de  pollution approximativement connus.  D e s  

disposi t i fs  complémentaires seront donc nécessa i res  pour adapter 

étroitement l 'appareil  au  type d 'eau à analyser : un dispositif 

de  concentration d e s  bactér ies  de  l 'eau actuellement en é tude 

lui  permettra de  fonctionner avec  une sensibi l i té  maximale su r  

l e s  eaux  de  distribution où le  nombre d e s  bactér ies  présentes  e s t  

t r è s  faible.  Par contre l e s  ana lyses  d 'eaux de r ivières  fortement 

polluées seront possibles  grâce à un systéme de  dilution automa- 

t ique.  

L'appareil automatique répondra a lors  parfaitement aux  

exigences  de  représentativité de  l 'échanti l lonnage ,. nouvel 

impératif du contrale bactériologique de  l 'eau.  
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