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REVUE DES SCIENCES DE L'EAU, 5(1992) 473-488

Mesure de la biomasse
et de l'activité bactérienne
dans l'eau de distribution

Measurement of bacterial biomass
and activity in tap water

P. SERVAIST, P. LAURENT?, G. RANDON?

Regu le 19 aofit 1991, accepté pour publication le 23 mars 1992*.

SUMMARY

Bacterial regrowth in distribution systems is an important problem for drinking
water producers. It is linked to the more and more frequent utilization of low
quality surface waters, containing high concentration of organic matter, as raw
water, and also to the increase in size and complexity of the distribution net-
works with high residence time of the water between its production and utiliza-
tion. At the present time chlorination of treated water, with sometimes rechlori-
nation in the network, is the usual way to limit growth in distribution systems.
This solution however presents disadvantages, the major one is the formation
of unpleasant organechlorine compounds which are responsible for tastes and
odours of water. An alternative strategy consists of developing treatment lines
in which biodegradable dissolved organic carbon is removed. It allows
through a reduction of the chlorine demand of the water to increase the stabi-
lity of the chlorine residual of the water. In this context, it is imporiant to get a

good knowledge of the factors controlling bacterial development in distribution

networks. Up to now, studies on this subject have met some methodological
problems linked to the fact that classical bacteriological methods are inade-
quate to study this kind of systems.

In this paper, various methods have been investigated to estimate bacterial
biomass and activity in tap water. For this study, the analyzed water samples
have been collected in the distribution system of the Parisian suburbs.

Three methods have been tested for the determination of bacterial biomass :
plate count, measurement of DNA associated with particles with a size higher
than 0.2 um and direct mircroscopic enumeration. Heterotrophic plate counts
have been performed following the French standard and resulls are expressed
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in CFU (Colany Forming Units) per ml ; the DNA collected after filtration of
500 mi to 1500 mi of water on a 0.2 um pore size membrane was estimated
using a fluorimetric method, as proposed by mc coy and oLSoN (1985) ; direct

enumerations were performed by epifluorescence microscopy after acridine
orange staining (AODC) following the procedure propased by HOBBIE ef al.

(1977), the comparison between plate counts and AODC (fig. 7) shows the
important underestimation of the bacterial numbers when estimated by the
CFU (up to 3 orders of magnitude). Such discrepancy has already been obser-
ved in natural aquatic ecosystems and is usually explained by the presence of
numerous dead cells enumerated by microscopy. Now, it seems that the diffe-
rence between,plate counts and direct counts may rather be explained by the
presence in water of « viable buf non cuiturable » bacteria.

A comparison between DNA estimation and direct counts have also been per-
formed. Figure 2 shows the results of this comparison. In spite of the disper-
sion, the correlation between both methods is significant and the correlation
straight line indicates an average DNA content per bacteria of 4.1 x 10-%5g
DNA in good accordance with the values quoted in the literature. The disper-
sion of the data around this average can be explained by various ways : the
variability of DNA per ceil content for the different bacterial strains present in
the water samples, the precision of the DNA method which is not higher than
20 % and possible contamination by other organisms than bacteria, as flagel-
lates or ciliates, which are retained on the 0.2 um pore size membrane.

On the basis of these tests, it seems that the direct count by epifluorescence
microscopy is the most adapted method for studying the bacterial regrowth in
distribution system.

The understanding of bacterial dynamics in a distribution system requires
measurements of bacterial activity. Various methods have been developed in
order to estimate bacterial activity in natural aguatic ecosystems. They are
primarily based on the use of radioactive tracers. At the present time, the tritia-
ted thymidine incorporation method, which measures the replication of bacte-
rial DNA, is the most usually used one, bui the incorporation of tritiated
leucine into proteins, which measures increase in bacterial biomass, seems
to be also an interesting method. These methods have been selected, on one
hand, because of their specificity towards bacteria and, on the other hand,
because of their high sensibility which is required for measurements of bacte-
rial activity in the conditions of drinking water. Up to now, these methads have
never been applied to drinking water. We have modified the experimental pro-
cedure of both methods : incubation time, radioactive tracers concentrations
and volume of the sample have been tested and adapted in order o aliow mea-
surement in the conditions of drinking water samples. For thymidine incorpora-
tion, the volume of sample, incubated during 20 hours in the presence of
20 nM concentration of 3H-thymidine, was 100 ml. The incorporation was mea-
sured in the DNA, using the biochemical procedure proposed by wicks and
ROBARTS {1977), rather than in the total macromolecules. For leucine incorpo-
ration, we measured the incorporation rate at four leucine concentrations
(2, 27, 52, 77 nM : 2 nM of 3H-leucine + non radioactive leucine) in 25 ml sam-
ples and the incubation lasted 3 to 4 hours. The incorporation rate was caicu-
lated as the reciprocal of the angular coefficient of the correlation straight line
obtained when the reciprocal of the fraction of leucine incorporated per hour
was plotted against leucine concentration (fig. 3). Comparison of both methods
on samples of drinking is presented at figure 4, a goad linear correlation was
found. The equation of the correlation straight line is :

log {Inc.leu (pmolA.h)] = 8,97 log [inc.thy (pmeiAi.h)] + 1.35
' (n=69, r=0.84)
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RESUME

The molar ratio between leucine and thymidine incorporation found in these
samples (20 to 25) seems to be in good agreement with the usual conversion
factors found for both methods in natural aquatic ecosystems. Both methods
seem fo be available fo bacterial activity estimations in drinking water, the
triatiated thymidine incorporation method which requires working with only
one concentration of radioactive tracer seems easier to use.

Key-words : bacterial biomass, plate count, microscopic enumeration, bacterial
activity, 3H-thymidine incorporation, 3H-leucine incorporation, drinking water.

Afin d'étudier {a reviviscence bactérienne dans les réseaux de distribution,
des méthodes de mesures de la biomasse et de I'activité bactérienne ont été
investiguées sur des eaux provenant d‘un réseau de distribution. Trois métho-
des d'estimation de Ia biomasse bactérienne ont été comparées : le comptage
sur gélese, selon la norme frangaise d'examen bactériologique des eaux de
consommation, le dosage de I'ADN contenu dans les particules retenues sur
une membrane de porosité de 0.2 um et le comptage direct au microscope a
épifiuorescence aprés coloration des bactéries a I'acridine orange. Les comp-
tages sur gélose, tout comme en milieu aquatique naturel, sous-estiment trés
largement le nombre de bactéries ; ceci semble principalement lié 2 la pré-
sence de bactéries viables mais non cultivables. Le dosage de I'ADN et les
comptages directs corrélent assez bien avec en moyenne un contenu en ADN
par bactérie de 4,1 x 10-15 g d'ADN, mais la premiére méthode sembie moins
précise. Le comptage direct semble donc la méthode 1a plus adaptée a l'esti-
mation du nombre lotai de bactéries dans ce type de milieu.

Afin d'estimer ['activité bactérienne, les protocoles expérimentaux de deux
méthodes utilisées en écologie bactérienne ont été adaptés aux conditions
particuliéres de I'eau de distribution : I'incorporation de thymidine tritiée dans
I'ADN bactérien et I'incorporation de leucine tritiée dans les protéines. La com-
paraison des deux méthodes sur une série d*échantillons montre une bonne
corréiation, avec un rapport molaire entre incorporation de leucine et de thymi-
dine compatible avec les facteurs de conversion des deux méthodes cités
dans la littérature et établis pour les milieux aquatiques naturels. Les deux
méthodes sont utilisables pour mesurer I'activité bactérienne dans I'eau pota-
ble, néanmoins I'incorporation de thymidine est plus aisée 4 metire en euvre,
car elle ne nécessite de travailler qu'a une seule concentration en traceur
radioactif.

Mots clés : biomasse bactérienne, comptage sur gélose, énumération micros -
copique, activité bactérienne, 3H-thymidine, 3H-leucine, eau de distribution.

1 -INTRODUCTION

La reviviscence bactérienne dans les réseaux de distribution est un pro-
biéme important auquel doivent faire face les producteurs d'eau potable.
L'importance de ce probléeme est liée a I'utilisation, de plus en plus fréquente
d'eau de surface de mauvaise qualité, contenant des concentrations élevées
en matiére organique, ainsi qu'a I'accroissement de la taille et de la comple-
xité des réseaux de distribution, entrainant des temps de séjour élevés de
l'eau dans le réseau avant son utilisation.
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Actuellement, fa chioration de I'eau traitée, avec parfois rechloration dans
le réseau, est souvent utilisée pour limiter la croissance bactérienne. Cette
solution présente divers inconvénients tels que la formation, par réaction de la
matiére organique avec le chlore, de dérivés organochlorés indésirables, qui
diminuent la qualité organoleptique de I'eau.

Une stratégie alternative consiste a réduire dans les filieres de production
d'eau potable la matiére organique biodégradable qui sert de substrat a la
croissance bactérienne dans le réseau. Ceci permet aussi, via la réduction de
la demande en chlore de I'sau, d'augmenter la stabilité du résiduel de chlore
dans l'eau distribuée.

Néanmoins, quelle que soit la stratégie adoptée, il apparait aujourdhui
impossible d'éviter la présence d'un biofilm a l'intérieur des canalisations, et
difficile de concilier des taux de chloration acceptables avec absence de revi-
viscence bactérienne.

Dans ces conditions, une bonne connaissance des facteurs de contréle du
développement bactérien dans le réseau semble une priorité. Les études
entreprises sur ce sujet (MARTIN et al., 1982 ; LE CHEVALLIER et al., 1987) ont
rencontré pas mal de difficultés méthodologiques. Ceci est lié au fait que les
méthodes bactériologiques classiques se révelent inadéquates a l'étude de ce
type de systémes.

Un gros effort se devait donc d'étre fait pour développer des méthodes per-
formantes et adaptées a I'étude de la dynamique des bactéries présentes
dans les eaux circulant dans les réseaux de distribution. Cet article présente
une investigation de diverses méthodes utilisables pour I'estimation de la bio-
masse bactérienne dans l'eau de distribution ainsi qu'un développement
méthodologique de mesures de l'activité bactérienne dans ce type de milieu.

La plupart des études menées sur les réseaux de distribution utilisent la
méthode de comptage sur milieu gélosé afin de dénombrer les bactéries.
Cette méthode ne dénombre en fait qu'une partie trés limitée et variable de la
population bactérienne, comme I'ont montré récemment HAUDIDIER et al.
(1988), dans un réseau de distribution expérimental. Des méthodes, telles que
le dénombrement des bactéries aprés coloration a l‘acridine orange (méthode
AODC) ou le dosage de composés spécifiques, tels que 'acide désoxyribonu-
cléique (ADN) (Mc COY et OLSON, 1985), doivent absolument étre utilisées.
Nous avons comparé ces diverses méthodes.

A cOté de ces mesures de dénombrement bactérien, qui permettent une
étude statique du niveau de contamination bactérienne des réseaux de distri-
bution, l'application de mesures d'activité bactérienne offre la possibilité d'une
étude dynamique du processus de reviviscence bactérienne dans les réseaux.
Des méthodes permettant des mesures d'activité bactérienne ont été dévelop-
pées pour l'étude des milieux aquatiques naturels, elles sont principatement
basées sur 'emploi de traceurs radioactifs. Parmi celles-ci, l'incorporation de
thymidine tritiée dans le matériel génétique bactérien (FUHRMAN et AZAM, 1980,
1982 ; SERVAIS, 1988) est actuellement la plus couramment utilisée, mais
l'incorporation de leucine tritiée dans les protéines (KIRCHMAN et al., 1985)
semble une voie tout a fait intéressante et complémentaire (SIMON et AZAM,

.
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1989 ; SERVAIS, 1990 ; SERVAIS et GARNIER, 1990). Ces deux méthodes ont été
sélectionnées, d'une part, pour leur spécificité vis-a-vis des bactéries, d'autre
part, pour leur sensibilité nécessaire a la mesure d'activité dans les conditions
d'un réseau de distribution. Nous avons modifié les procédures expérimen-
tales et les avons appliquées en paralléle & des échantillons d'eau provenant
d'un réseau de distribution potable.

2 - MATERIEL ET METHODES

Les dénombrements et mesures d'activité bactérienne présentés dans cet
articie ont été effectués sur des échantillons prélevés dans le réseau de distri-
bution de la banlieue nord de Paris appartenant au Syndicat des Eaux de l'lle
de France. Les échantillons ont été prélevés aprés ringage du branchement,
soit sur des poteaux & incendie, soit sur des bouches de lavage, situés sur
divers types de canalisations (diamétres de 800 mm a 80 mm). Quatre séries
d'environ 25 prélévements ont été effectuées respectivement en février, mai,
septembre et novembre 1989.

2.1 Estimation de l'abondance bactérienne

Trois méthodes d'estimation de I'abondance baciérienne ont été compa-
rées au cours de cette étude : I'énumération des micro-organismes revivifia-
bles sur milieu gélosé & 20 °C, I'énumération au microscope a épifluores-
cence et le dosage de 'ADN associé a des particules de taille supérieure a
0,2 um.

2.1.1 Micro-organismes revivifiables

Le dénombrement des micro-organismes revivifiables en aérobiose a
20 °C sur milieu gélosé non spécifique a été effectué selon la Norme Fran-
caise (NF T90-420) d'examens bactériologiques des eaux destinées a la
consommation humaine. Les résultats sont exprimés en unités formant colo-
nies (UFC) aprés 72 h d'incubation sur le milieu gélosé.

2.1.2 Enumération en microscopie 2 épifiuorescence

Cette méthode, actuellement couramment employée dans les milieux
aquatiques, permet une estimation du nombre total de bactéries au contraire
des méthodes de dénombrement sur milieu gélosé. Le dénombrement des
bactéries au microscope a épifluorescence apres leur coloration a l'acridine a
été effectué selon la procédure décrite par HOBBIE et al. (1977). Un volume
d'échantillon fixé au formaldehyde (concentration finale 2 %) lors de sa col-
lecte est filtré sur une membrane de porosité 0,2 um (filtre Nuclépore noir) en
présence d'acridine orange (concentration finale 0,01 %), colorant fluorescent
des acides nucléiques. Les bactéries sont comptées sur une quinzaine de
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champs microscopiques sélectionnés au hasard sur le filtre. Le microscope a
épifluorescence (Leitz) est équipé d'une lampe & vapeur de Hg 100 W et le
grossissement utilisé est de 1000 x. La précision de la méthode a été estimée
a environ 10 %.

2.1.3 Dosage de 'ADN

Dans l'eau du réseau de distribution, la biomasse bactérienne forme
I'essentiel du matériel vivant, c'est pourquoi le dosage de I'ADN associé a des
particules de taille supérigure.a 0,2 pm peut étre considéré comme une bonne
estimation de la biomasse bactérienne. Le protocole suivant, adapté de celui
proposé par Mc COY et OLSON (1985) a été utilisé.

Un volume d'eau, compris entre 500 et 1500 ml, est filtré sur une mem-
brane de porosité 0,2 um (filtre Satorius en acétate de cellulose). Le filtre est
alors placé dans un tube contenant 5 mi de tampon phosphate (0,2 M Na,H
PO, ; 2M NaCl ; 0,01 M EDTA ajusté & PH 7,4). L'échantillon est passé pen-
dant 30 secondes aux ultra-sons (puissance 90 W), puis homogénéisé. Ii est
ensuite filtré sur une membrane de porosité 5 um, afin d'éliminer les débris de
filtres résultant de la sonication. Un volume de 3 mi en est prélevé et est addi-
tionné de 30 pu! de fluochrome Hoechst 33258 (solution 10 pug/ml). La fluores-
cence est mesurée avec une longueur d'onde d'excitation de 356 nm et a une
longueur d'onde d'émission de 465 nm. La quantité d'ADN est estimée par
comparaison avec un standard d'ADN (Boehringer Mannheim) de concentra-
tion connue. La précision de la méthode a été estimée a environ 20 %.

2.2 Estimation de l'activité bactérienne

Au cours de cette étude, deux méthodes ont été utilisées en paraliéle. Il
s'agit de la mesure de l'incorporation de thymidine triti€ée dans I'ADN bactérien
et de leucine tritiée dans la fraction protéique des bactéries.

2.2.1 Mesure de la production bactérienne par incorporation de thymidine tritiée

Suite aux essais préliminaires, le protocole expérimental suivant a été
défini : 100 mi d'échantillon sont incubés pendant vingt heures a l'obscurité et
a température in situ en présence de (méthyl-3H) thymidine de radioactivité
spécifique 50 Curies mmole-1 (Amersham) a une concentration finale de
20 nM. L'incubation est stoppée par l'ajout de 5 ml de NaOH 5 N. Il agit pen-
dant 10 minutes, puis est neutralisé par 28 ml d'acide trichloroacétique (TCA)
100 %. Aprés 15 minutes a 0°C, I'échantilion est filtré sur une membrane de
porosité 0,2 um (filtre Sartorius en nitrate de cellulose). Celle-ci est ensuite rin-
cée quatre fois au TCA 5§ %, puis deux fois avec 5 mi d'un mélange phénol-
chloroforme (50 g/100 mi) et enfin deux fois avec 5 mi d'éthanol 80 % froid,
selon le protocole défini par WICKS et ROBARTS (1987). La radioactivité
associée au filtre est mesurée par scintillation liquide (scintillateur Packard Tri-
Carb), aprés dissolution du filtre dans 1,5 ml de Lumasolve (Lumac) et addi-
tion de 9 ml de Lipoluma (Lumac) comme mélange scintillant. Un blanc
d'incorporation est soustrait, il est déterminé par une manipulation identique a
celle décrite ci-dessus, mais dans laquelle le NaOH est ajouté immédiatement
aprés |'addition de thymidine.
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2.2.2 Mesure de la production bactérienne par incorporation de leucine tritiée

La procédure expérimentale résultant des essais effectués dans le cadre
de ce travail est la suivante. On ajoute 0,15 nmole de 3H-leucine [activité spé-
cifique 134 Curies.mmole-! (Amersham)] a trois sous-échantilions de 25 ml
ainsi que respectivement 0, 0,63 et 1,25 nmole de L-feucine froide. Aprés 3 a
4 heures d'incubation, 1,5 mi de TCA 100 % est ajouté a chacun des sous-
échantillons. Ceux-ci sont ensuite chauffés durant 30 minutes a 85 °C ; aprés
refroidissement, les sous-échantillons sont fiitrés sur une membrane de poro-
sité 0,2 um (filtre Sartorius en nitrate de cellulose), le filtre est rincé au TCA
5 %, puis a I'éthano! 80 %, afin de conserver sur le filtre uniquement la frac-
tion protéique. La radioactivité associée au filtre est comptée comme dans le
protocole d'incorporation de thymidine ; un blanc dincorporation est égale-
ment déduit, il est déterminé par une procédure équivalente a celle décrite ci-
dessus pour l'incorporation de la thymidine.

3 - RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Estimation de I'abondance bactérienne

3.1.1 Comptage sur gélose — comptage direct

La comparaison des dénombrements bactériens en microscopie a épifluo-
rescence avec les dénombrements sur milieu gélosé, effectuée sur une
soixantaine d'échantillons d'eau de distribution prélevés dans le réseau, est
présentée a la figure 1. Cette figure met en évidence la sous-estimation trés
importante du nombre de bactéries déterminé par le dénombrement des
colonies aprés mise en culture sur milieu gélosé (UFC). La relation linéaire
suivante a été calculée entre les logarithmes des deux estimations :

log (bact epi/ml) = 0,495 log (UFC/ml) + 3,69
n=62r=0,67

Bien que la dispersion soit importante autour de cette relation, elle est peu
éloignée de celle obtenu pour la comparaison entre les mémes méthodes en
milieu marin par BILLEN ef al. (1990). Pendant longtemps, les microbiologistes
ont expliqué la différence observée entre les comptages directs et les compta-
gos sur gélose par la présence dans les populations naturelles de bactéries
d'une énorme proportion de bactéries mortes (c'est-a-dire non cuitivables). Au
cours de la derniére quinzaine d'années, des méthodes ont été développées
pour tester l'activité métabolique des cellules bactériennes : micro-
autoradiographie (TABOR et NEIHOF, 1984), test d'activité du systéme de trans-
port d'électron (ZIMMERMAN et al., 1978), ou encore un protocole basé sur
l'inhibition de l'accroissement de taille des bactéries aprés inhibition de la syn-
thése de I'ADN par l'acide nalidixique (KOGURE et al., 1979, 1987). Ces
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méthodes ont permis de montrer que la part des bactéries, dénombrées au mi-
croscope et dont on peut détecter l'activité métabolique, est toujours largement
supérieure a celle des bactéries dénombrées par mise en culture sur milieu
riche. Ce type d'observations a conduit & l'introduction du concept de bacté-
ries « viables mais non cultivables » : les bactéries incapables de croitre sur
milieu riche, et qui échappent donc au dénombrement par les méthodes
d'ensemencement sur boite de Pétri, ne sont pas pour autant des bactéries
mortes, puisqu'elles manifestent une activité métabolique. La démonstration
de la présence de bactéries « viables mais non cultivables » dans les milieux
aquatiques naturels a fait I'objet de travaux récents de I'équipe de recherche
de COLWELL et ses collaborateurs (GRIMES et COLWELL, 1986 ; ROSZAK et al.,
1984 ; COLWELL, 1985). Cette équipe a, d'autre part, tout dernierement dé-
montré la présence de bactéries « viables mais non cultivables » dans l'eau
potable (BYRD et al., 1991). Ceci exclut l'utilisation de la méthode d'énuméra -
tion sur gélose pour I'étude de la dynamique de l'ensemble de la population
bactérienne dans le réseau de distribution, méme si les comptages sur gélose
continuent a étre employés pour le contrdle sanitaire des eaux de distribution.

-
(@]
L

4
10
Droite de régression : log (bact. epi/ml) = 0,485 log (UFC/ml) + 3,69

Comptage direct Bact./ml

1 10 102 10° 10°*

Comptage sur gélose UFC/ml

Figure 1 Nombre de bactéries déterminé par comptage direct au microscope
a épifluorescence en fonction du nombre de colonies formées aprés
mise en cuiture sur milieu gélosé & 20 °C (UFC).

Bacterial numbers estimated by epifluorescence microscopy plotted
against the colony forming units at 20 °C.

3.1.2 Comptage direct — dosage de I'ADN

Sur une centaine d'échantillons, nous avons comparé I'énumération direc-
te au microscope a épifluorescence avec e dosage de I'ADN. La figure 2 pré-
sente les résultats de cette comparaison. Malgré la dispersion, le coefficient de
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corrélation (r = 0,7) est significatif et la droite de régression indique un contenu
moyen en ADN de 4,1 x 10-15 g par bactérie. Cette valeur se trouve dans ia
gamme des valeurs de contenu en ADN par bactérie mesurées sur des cultu-
res pures (1 x 10-15 3 25 x 10-15> g ADN/bactérie) citées dans la littérature
(WALLACE et MOROWITZ, 1973 ; STANIER et al., 1985 ; Mc COY et OLSON, 1985).
Elle est Iégérement inférieure a celle trouvée par Mc COY et OLSON (1985) pour
des bactéries de réseaux de distribution (7,1 x 10-15 g ADN/bactérie).

o

Droite d® régi®ssion : ADN (pg/1) = 4,07 bact (10%/1) + 0,44.

Concentration en ADN pg ADN/I

0 Q2 04 06 08 1
Nombre de bactéries 10‘9/1

Figure 2 Comparaison entre I'estimation du nombre de bactéries en microscopie
a épifluorescence et le dosage de I'ADN sur des échantillons d'eau
du réseau de distribution.

Comparison between the bacterial numbers estimated
by epifluorescence microscopy and the estimation of DNA
content of particles higher than 0,2 um.

La dispersion des valeurs autour de la moyenne peut s'expliquer de diver-
ses manieres :

¢ Elle est d'abord liée a la précision des méthodes. Celle-ci a été estimée
a 10 % pour I'énumération microscopique et a environ 20 % pour le dosage
de I'ADN dans les conditions expérimentales décrites ci-dessus. La mauvaise
précision du dosage de I'ADN résulte de la faible quantité d'ADN a doser, de
l'ordre de quelques pg. L'augmentation du volume filtré permettrait d'augmen-
ter la précision de la méthode, mais le colmatage du filtre 0,2 um empéche,
dans la plupart des cas, de filtrer un volume supérieur a un litre.

¢ La variabilité du contenu bactérien en ADN, selon les souches bacté-
riennes. Les variations spatiales et temporelles des souches bactériennes
dominantes modifient ainsi le rapport ADN par bactérie.

® Une possible contamination par d'autres organismes que des bactéries,
tels que flagellés et ciliés, qui seraient retenus sur le filtre 0,2 um et dont I'ADN
serait dosé avec celui des bactéries.
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Sur la base de ces essais, il semble que la microscopie a épifluorescence
soit la méthode la plus judicieuse pour l'étude de I'abondance bactérienne
dans les réseaux de distribution.

3.2 Estimation de l'activité bactérienne

Parmi I'ensemble des méthodes développées pour la mesure de l'activité
bactérienne en milieux aquatiques naturels (AZAM et FUHRMAN, 1984), nous
avons testé dans ce travail I'application a l'eau de distribution des deux
méthodes les plus sensibes < l'incorporation de thymidine tritiée et l'incorpora-
tion de leucine tritiée.

3.2.1 Mesure d'incorporation de thymidine

Le principe de la méthode d'incorporation de thymidine tritiée consiste a
évaluer la production de biomasse bactérienne a partir du taux de synthése de
I'ADN bactérien. La synthése de I'ADN est directement proportionnelle aux
taux de division cellulaire et donc a la production de biomasse. Le taux de
synthése de I'ADN est estimé par la mesure du taux d'incorporation de
(méthyl-3H) thymidine dans I'ADN (FUHRMAN et AZAM, 1980, 1982). Le proto-
cole utilisé pour la mesure dans les milieux naturels a été modifié, afin de per-
mettre la mesure dans des milieux beaucoup moins riches en bactéries, tels
que l'eau de distribution. Les volumes filtrés, afin de mesurer la radioactivité
incorporée par les bactéries, ont été portés a 100 ml, alors qu'ils sont habituel-
lement de 5 a 20 ml (SERVAIS, 1988). Le temps d'incubation a température
in situ en présence de thymidine tritiée a concentration saturante (20 nM) a
été porté a 20 heures aprés vérification de la constance du taux d'incorpora-
tion de radioactivité sur une telle période dans les conditions expérimentales
utilisées. Dans les milieux oligotrophes, une fraction parfois importante de la
(méthyl-3H) thymidine est incorporée dans d'autres macromolécules que
I'ADN, les protéines notamment (SERVAIS, 1988). Il est donc important de
mesurer spécifiquement l'incorporation dans I'ADN et non dans la fraction
macromoléculaire précipitable a I'acide trichloroacétique (TCA), comme habi-
tuellement effectué. A cet effet, la procédure proposée par WICKS et ROBARTS
(1987) a été utilisée. Elle permet d'éliminer, par ringages successifs, les autres
macromolécules que I'ADN retenues sur la membrane de 0,2 pum. En compa-
rant, sur une dizaine d'échantillons du réseau, cette procédure avec {'incorpo-
ration dans I'ensemble des macromolécules précipitables au TCA, nous avons
montré que la radioactivité incorporée dans I'ADN ne représentait qu'en
moyenne 40 % de celle incorporée dans les macromolécules.

3.2.2 Mesure d'incorporation de leucine tritiée

Le principe de la méthode consiste a additionner de la leucine tritiée a un
échantillon d'eau contenant les bactéries et & mesurer le taux d'incorporation
de radioactivité dans les protéines, afin d'estimer le taux de synthése protéi-
que. Pour ce faire, aprés incubation en présence de leucine tritiée, on mesure
la radioactivité incorporée dans la fraction insoluble & l'acide trichloroacétique
chaud qui comprend les protéines (KIRCHMAN et al.,, 1985). Si la finalité de
cette méthode et de celle d'incorporation de thymidine est donc d'estimer la
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production bactérienne, les deux méthodes différent néanmoins en ce que
l'incorporation de leucine dans les protéines mesure directement un accrois-
sement de la biomasse bactérienne, tandis que l'incorporation de thymidine
est, pour sa part, une estimation du taux de replication. La spécificité de l'in-
corporation de leucine a des concentrations nanomolaires vis-a-vis des bacté-
ries a été démontrée par HOPPE (1976) et KIRCHMAN et al. (1985). Pour déduire
de la mesure d'incorporation de ieucine tritiée le taux de synthése protéique, il
faudrait connaitre le marquage effectif du pool intracellulaire de leucine, a par-
tir duquel se fait la synthése protéique. Or, le marquage de ce pool ne résulte
pas seulement de l'incorporation dans ce pool de la leucine ajoutée, mais
également de l'incorporation de leucine préalablement présente dans I'échan-
tillon naturel, ainsi que de la production endogéne de leucine par la biosyn-
thése a partir de précurseurs. Il en résulte que la radioactivité spécifique du
pool interne de leucine est toujours inférieure & I'activité spécifique de la leu-
cine additionnée. Le calcul de la synthése protéique effectué a partir de cette
derniére aboutirait donc & une sous-estimation. SERVAIS (1990) a montré que,
en travaillant a différentes concentrations en leucine exogéne, il est possible
de calculer, par extrapolation, la vitesse d'incorporation de radioactivité dans
les protéines correspondant a un marquage du pool interne de leucine égal a
celui du pool externe. Pour ce faire, aprés calcul pour chaque concentration
en leucine (L) de la fraction de leucine incorporée par heure dans les protéi-
nes (F), la relation suivante est utilisée :

1 1
—=—1"L<+l

p

ou Vp représente le taux de synthése protéique exprimé en mole de leucine
incorporée par litre et par heure, et

| le facteur de dilution isotopique dd & la fois a l'incorporation de leucine
présente naturellement dans I'échantilion et de la biosynthése endogéne
de leucine.

Pratiquement, on porte 1/F en fonction de L et V, est déterminé comme
l'inverse du coefficient angulaire de la droite de régression.

Dans les eaux de distribution, aprés des tests sur la sensibilité de la
méthode, nous avons travaillé & une concentration en leucine marquée de
6 nM dans les différents sous-échantillons. Les concentrations en leucine
froide ajoutée pour obtenir les différentes concentrations en leucine sont de 0,
25 et 50 nM. Le temps d'incubation a été fixé & trois heures ; au-dela de cette
période, pour certains échantillons, on quitte la phase linéaire d'incorporation
du tracteur. La figure 3 montre un exemple de détermination de la vitesse de
synthése protéique (V,) a partir des résultats expérimentaux.

3.2.3 Comparaison des deux méthodes

Les deux méthodes ont été appliquées en paralléle sur 70 échantillons
d'eau de réseau. Le taux d'incorporation de thymidine tritiée varie entre 0,047
et 17 pmole/l.h et celui d'incorporation de leucine entre 1,41 et 500 pmole/l.h.
La figure 4 présente la relation entre les résultats obtenus par les deux
méthodes.
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Figure 3 Détermination de la vitesse de synthése protéique exprimée en nmole
de leucine incorporée par litre et par heure au moyen de {a relation
entre l'inverse de la vitesse relative d'incorporation de radioactivité
dans les protéines (1/F) et la concentration en leucine ajoutée (L).

Determination of the protein synthesis rate expressed in nmole of leucine
incorporated per liter and per hour using the relationship

between the inverse of the relative rate of radioactivity incorporation

into proteins (1/F) and the added leucine concentration (L).

L'équation de la droite de corrélation :
Log [Inc leu (pmole/l.h)] = 0,97 Log [Inc thy (pmole/l.h)] + 1,35
n=69r=0,84

montre que la relation entre les deux méthodes est quasi linéaire (coefficient
angulaire proche de 1 en échelle logarithmique). La corrélation entre les deux
méthodes est bonne (r = 0,84) et montre la cohérence de ces deux méthodes,
qui peuvent étre utilisées pour la mesure de I'activité bactérienne dans l'eau
de distribution. Néanmoins, des écarts a la corrélation sont observés, diverses
hypothéses peuvent étre avancées pour les expliquer :

¢ la variabilité du rapport protéine/ADN dans les populations bactériennes
du réseau qui induit une variation du rapport d'incorporation des deux tra-
ceurs ;

® ['éventuel découplage entre synthése protéique et synthése de matériel
génétique pour des bactéries en croissance non balancée ;

¢ la précision des méthodes. Pour l'incorporation de thymidine, la préci-
sion de la méthode a été estimée a environ 5 % sur base de séries de répli-
cats ; elle est moins bonne pour incorporation de leucine. Dans cette derniére
méthode, le taux de synthése protéique est obtenu par calcul sur base des
taux d'incorporation de leucine ajoutée a différentes concentrations. Pour des
raisons pratiques et de colt d'expérimentation, nous avons travaillé a trois
concentrations en leucine, ce qui s'avére un peu insuffisant pour obtenir une
bonne précision sur la détermination du taux de synthése protéique.

[
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Figure 4 Relation entre le taux de synthése protéique
(exprimé en taux d'incorporation de leucine dans les protéines)
et le taux d'incorporation de thymidine dans I'ADN.

Relationship between the protein synthese rate expressed in leucine

incorporation rate) and the thymidine incorporation rate
into DNA.

Le rapport molaire moyen entre le taux diincorporation de leucine et le taux
d'incorporation de thymidine compris entre 20 et 25 est-il compatible avec les
connaissances précédemment acquises sur lincorporation de ces deux tra-
ceurs par les bactéries ? Les facteurs expérimentaux de conversion de l'incor-
poration de thymidine dans 'ADN en production cellulaire sont en général
compris entre 1 x 1018 et 2 x 1018 bactéries produites par mole de thymidine
incorporée (RIEMANN et al., 1987 ; SERVAIS, 1988). Dans cette étude, le contenu
cellulaire moyen en carbone des bactéries a été estimé a 30 x 10-15
gC/bactérie, sur la base des estimations microscopiques de biovolume cellu-
laire et d'une conversion en carbone grace aux valeurs de contenu en car-
bone par unité de biovolume proposées par SIMON et AZAM (1989), qui tiennent
compte de la variation de densité des cellules bactériennes en fonction de leur
taille. Ceci signifie que l'incorporation d'un mole de thymidine correspond en
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moyenne a une production de biomasse de 45000 gC (en utilisant un facteur
de conversion moyen de 1,5 x 1018 bactérie par mole de thymidine incorpo-
rée), et que cette production correspond aussi a l'incorporation de 20 a
25 moles de leucine. Dans ce cas, le facteur de conversion pour l'incorpora-
tion de leucine en production de biomasse serait comprise entre 1800 et
2250 gC par mole de leucine incorporée. Ces valeurs sont tout a fait dans la
gamme des quelques valeurs citées dans la littérature pour des milieux aqua-
tiques naturels et compris entre 1500 et 4000 gC par mole de leucine incorpo-
rée (SIMON et AZAM, 1989 ; SERVAIS, 1990). Ceci montre la cohérence des
valeurs d'incorporation das deux traceurs obtenues dans cette étude sur les
eaux de distribution avec les résultats obtenus par les mémes méthodes dans
les milieux aquatiques naturels. Ces deux méthodes semblent donc des voies
intéressantes a suivre pour I'étude de l'activité des bactéries contenues dans
l'eau de distribution. Grace aux mesures d'activité effectuées en paralléle avec
des dénombrements, l'activité spécifique des bactéries peut de plus étre cal-
culée. Par exemple, a partir des taux d'incorporation de thymidine, des activi-
tés spécifiques dans fa gamme 0,3 x 10720 3 6 x 10-20 mole de thymi-
dine/cellule ont été observées sur les échantillons du réseau de ia banlieue
parisienne. Les plus élevées de ces activités spécifiques sont dans la gamme
de ce qui peut étre observé en milieu aquatique naturel a des températures
équivalentes (BILLEN et al., 1990 ; TORRETON et al., 1989).

CONCLUSION

Les comparaisons des méthodes pour fe dénombrement bactérien dans
les eaux de distribution ont abouti, d'une part, & confirmer la sous-estimation
de I'abondance bactérienne évaluée par la méthode de dénombrement sur
gélose et, d'autre part, a suggérer |'utilisation de la microscopie a épifluores-
cence plutdt que le dosage de I'ADN pour I'éSnumération des bactéries totales.

Aprés modifications des protocoles expérimentaux utilisés pour leur appli-
cation aux milieux aquatiques naturels, lincorporation de thymidine tritiée et
lincorporation de leucine tritiée sont tout a fait applicables a la mesure de
l'activité bactérienne dans les eaux de distribution et elles donnent des résul-
tats cohérents entre eux. La méthode d'incorporation de thymidine est plus
simple a utiliser {un seul échantillon a traiter contre trois au minimum pour
l'incorporation de leucine) et elle est aussi sensible, car bien que la vitesse
d'incorporation soit moins rapide, elle autorise des incubations plus longues.
L'application des mesures d'activité, telles que celles décrites ci-dessus,
apparait tout a fait nécessaire a la compréhension de la dynamique des popu-
lations bactériennes présentes dans un réseau de distribution. Ainsi récem-
ment, en utilisant ce type de procédure, SERVAIS et al. (1992) ont mis en évi-
dence la part relative des bactéries présentes dans l'eau et des bactéries
fixées aux parois des canalisations dans la consommation de carbone organi-
que durant le transit de I'eau dans un réseau de distribution.
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