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RESUME

Attarassi Benaissa, M. Saghi, A. Belabed, G. Flatau, 1994 - Influence de certains acides aminés sur la survie d’ Escherichia
coli en eau de mer. Mar. Life 4 (2) : 69-75.

Les modifications de la survie en eau de mer d’ Escherichia coli consécutives au changement de son
environnement trophique ont été décrites ici. Alors que la culture des cellules dans un milieu enrichi en acides
aminés diminuait leur viabilité dans I’eau de mer, au contraire, la présence de ces mémes substances dans cette
eau favorisait leur survie. Dans ce dernier cas, une relation linéaire entre I'efficacité des acides aminés ajoutés a
I'eau de mer et leurs pH isoélectriques a été mise en évidence. L’augmentation de la viabilité des cellules en
milieu a haute osmolarité était corrélée, entre autres, a I'accumulation de certains acides aminés.

ABSTRACT

Attarassi Benaissa, M. Saghi, A. Belabed, G. Flatau, 1994 - [Effect of certain aminoacids on survival of Escherichia coli in
seawater] . Mar. Life 4 (2) : 69-75.

Modifications of the survival pattern in seawater of Escherichia coli cells following an environmental nutritional
change are described here. Survival rate of bacterial cells in seawater decreased when they were previously
grown in a medium supplemented with certain aminoacids, whereas it increased when cells were suspended in
seawater containing these aminoacids. The protective efficiency of aminoacids added to seawater followed a
linear relationship with isoelectric pH of these compounds. Increase of cell survival in seawater was related to
the accumulation of some aminoacids added to this medium.

INTRODUCTION luent ainsi vers un état viable mais non cultivable

mis en évidence initialement chez E. coli (Xu et al.,

Les bactéries entériques ont un taux de perte 1982), puis chez d’autres germes entériques patho-

de viabilité prononcé quand elles sont exposées génes présents dans les eaux (Colwell et al., 1985 ;
aux conditions des milieux aquatiques naturels, en Oliver, 1993).

particulier celles du milieu marin. Ce phénoméne a La matiére organique joue un role important

été plusieurs fois mis en évidence chez E. coli (Car- dans la survie des bactéries allochtones en mer.

lucci et Pramer, 1960 ; Booth et al., 1988 ; Booth et L’évolution des cellules vers I’état viable non culti-

Higgins, 1990). En effet, les entérobactéries sou- vable peut étre ralentie (Grimes et al., 1986) par la

mises a des milieux salés carencés en nutrilites pré- présence de matiére organique dans les eaux de

sentent des modifications structurales et métabo- ruissellement, dans les eaux usées (Carlucci et Pra-

liques plus ou moins séveéres (Gauthier et al., 1988 ; mer, 1960) ou les sédiments (Gerba et Mac Leod,

Gauthier et al., 1993). Les cellules stressées évo- 1976). L’adaptation physiologique d’E. Coli aux
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milieux hostiles pourrait étre la conséquence du
développement d’un ou de plusieurs mécanismes
d’osmorégulation induits par les sels, essentielle-
ment ceux du potassium (Leirmo et al., 1987 ; Bos-
semeyer et al., 1989 ; Booth et Higgins, 1990) ou la
synthése et I’accumulation de composés organiques
osmoprotecteurs comme le tréhalose (Larsen et al.,
1987 ; Rod et al., 1988 ; Guttierrez et al., 1989 ;
Styrvold et Strom, 1991) ou la glycine bétaine
(Ghoul et al., 1990).

Cairney et al., 1985 ; May et al., 1986 ; Bar-
ron et al., 1987 ; Higgins et al., 1987 et Lucht et
Bremer (1991) ont montré que la glycine bétaine,
osmolyte compatible accumulé sous condition
d’hyperosmolarité, peut lever I'inhibition du déve-
loppement. De méme, le transport intracellulaire de
la glycine bétaine est proportionnel a |I'osmolarité
du milieu (Perroud et Le Rudulier, 1985). La survie
des bactéries entériques dans le milieu marin
dépend également étroitement des conditions de
leur parcours dans le milieu naturel, depuis le trac-
tus digestif de I’homme ou des animaux jusqu’a
I'eau de mer, en passant par les eaux usées ou elles
séjournent longtemps.

Dans le présent travail, nous avons étudié
I'effet protecteur des acides aminés sur les entéro-
bactéries selon I'histoire préalable de leur croissan-
ce. La capacité d'une souche test d'E. coli a se
développer dans |’eau de mer, aprés un passage
éventuel par un milieu de culture enrichi en acides
aminés, a été étudiée par numération sur milieu
solide. Ce parameétre a été suivi en fonction du
temps de séjour des bactéries dans I’eau de mer.
Les acides aminés ont été ajoutés, soit en milieu de
culture, soit directement dans I’eau de mer.

MATERIEL ET METHODE

Souche bactérienne

La souche E. coli MC 4100 (Casadaban,
1976), utilisée antérieurement dans d’autres labora-
toires pour des expériences de survie (Gauthier et
al., 1987 ; Flatau et al., 1992), a été utilisée au
cours de ce travail.

Tests de survie

Role des acides aminés en milieu de culture

Les cellules ont été cultivées en milieu Luria-
Bertani (LB) (Maniatis et al., 1982) enrichi en sels
biliaires (déoxycholate de sodium, 5 g. I-'). Les
acides aminés (Sigma Chemical Co., St Louis, Mo.,
USA) glycine (gly), acide aspartique (asp), méthioni-
ne (met), sérine (ser), lysine (lys), arginine (arg),
asparagine (asn), leucine (leu), tryptophane (trp) et
proline (pro) ont été ajoutés séparément a la
concentration de 1 g I-! correspondant a la plus
faible concentration a laquelle des effets protecteurs
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ont été observés. Les cellules ont été récoltées par
centrifugation (10 000 x g, 10 min, 20°C) quand
I’absorbance a atteint 0,2 a 600 nm. A cette absor-
bance correspond une culture dans laquelle les cel-
lules, au début de la phase exponentielle, étaient
particulierement sensibles a I’eau de mer (Gauthier
et al., 1992). Le culot cellulaire rincé trois fois dans
20 ml d’eau de mer (littoral de Saidia, Maroc) stéri-
lisée par filtration sur membrane a pores de 0,22
pm (Millipore, Corp., MA) (EMS) puis suspendu
dans 10 ml d’EMS, a servi a inoculer des flacons
contenant 100 ml d’EMS a une concentration finale
de 106 unités formant colonies (UFC).ml-1. Les
microcosmes ont été placés a 20°C a I'obscurité.
Les témoins ont été réalisés dans les mémes condi-
tions mais avec un milieu de culture non enrichi en
acides aminés.

Réle des acides aminés en milieu de survie

Les cellules d’E. coli ont été cultivées en
milieu LB jusqu’a une absorbance de 0,2 a 600 nm.
Aprés centrifugation (10 000 x g, 10 min, 20°C), le
culot cellulaire a été rincé trois fois dans 20 ml
d’EMS et suspendu dans 10 ml d’EMS. Cette sus-
pension bactérienne a servi a inoculer des micro-
cosmes d’EMS enrichis (ou non pour le témoin)
avec les mémes concentrations d’acides aminés que
dans les milieux de culture.

Les pHi des acides aminés testés sont présen-
tés dans le Tableau I.

Tableau | - pHi des acides aminés testés pour leur effet protec-
teur chez E. coli dans I'eau de mer./ pHi of aminoacids tested
for their protective effect on survival of E. coli in seawater.

Acides aminés pHi
Acide aspartique 2,98
Asparagine 5,41
Sérine 5,68
Méthionine 5,75
Proline 5,88
Tryptophane 5,94
Glycine 5,97
Leucine 5,98
Lysine 9,74
Arginine 10,76

Dénombrement des cellules cultivables

Il a été réalisé a partir d’'un volume connu
d’EMS prélevé aprés 0, 2 et 6 jours d’incubation,
éventuellement dilué en eau de mer autoclavée ou
filtrée sur membrane (Millipore, pores de 0,45 pm).

L’'inoculum de 0,1 ml ou les filtres ont été
déposés sur Nutrient Agar (Difco) et incubés 48 h a
37°C avant dénombrement. Les comptages ont été
effectués en triple exemplaire.

Extraction des acides aminés accumulés
par les cellules en survie

Les cellules en survie en EMS additionnés
d’acides aminés ont été récoltées par centrifugation
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(10 000 x g, 10 min, 20°C) apres 6 jours d’incuba-
tion. Aprés trois lavage en EMS, elles ont été sus-
pendues en EMS a une absorbance de 0,2, a 600
nm (109 UFC, ml-1).

Le contenu cellulaire en acides aminés de 5
ml de cette suspension bactérienne a été extrait par
5 ml d’acide trichloracétique (TCA) a 25 % pendant
24 h a4°C.

1 ml du surnageant issu d’une centrifugation
(10 000 x g, 30 min, 4°C) a été neutralisé par un
volume équivalent de tampon pH 8,5 (borate de
sodium 0,1 M, NaOH 1 N), et I’extraction a été
conduite par addition de 4 m| de butanol-chlorofor-
me (1:1) pendant 15 min a température ambiante.
L’extrait cellulaire a été ensuite évaporé a sec puis
dissous dans 1 ml d’eau distillée.

Détermination des acides aminés accumulés

5 pl de la solution d’extrait cellulaire ont été
déposés en bas d’une plaque de chromatographie
sur couche mince de gel de silice (60-Kieselgel
F254, épaisseur 0,2 mm, Merck AG, Darmstadt,
Allemagne) et séparés par un mélange méthanol-
eau-pyridine 40 : 10 : 2. Les plaques séchées ont
été révélées par pulvérisation d’une solution de nin-
hydrine a 0,1 % dans un mélange butanol-acétone
(99 : 1) (Chapeville et Clauser, 1974). Les taches
d’acides aminés ont été développées aprés séchage.
10 acides aminés standards (gly, asp, met, ser, lys,
arg, asn, leu, trp et pro) ont été employés comme
références.

Traitement mathématique des résultats

Toutes les expériences ont été répétées trois
fois, chacune en trois exemplaires, et en présence a
chaque fois d’un témoin.

Comme il a été observé précédemment par
Munro et al., 1987, puis par Flatau et al., 1992, la
survie d’E. coli en eau de mer passe par deux
phases successives :

- au cours de la premiére phase d’incubation
(24 a 48 h), plus de 90 % de la population bacté-
rienne évolue vers |’état non cultivable ;

- au cours de la deuxiéme période de contact
avec l’eau de mer (plusieurs jours a quelques
semaines), |’évolution est plus lente.

L’effet protecteur des acides aminés sur la
survie d’E. coli en mer a donc été exprimé en utili-
sant trois indices :

- leur efficacité a court terme ; x (définie
comme le rapport du nombre de cellules viables
(UFC) au jour 2 a celui du jour 0 ;

- leur efficacité a long terme ; y (rapport du
nombre de cellules viables au jour 6 a celui du
jour 2). Dans ces conditions, chaque acide aminé a
€té caractérisé par ses coordonnées (x,y) ;

- leur efficacité globale (norme euclidienne)
en milieu de survie (Es) et en milieu de culture (Ec)
a été calculée selon la relation : Es = (x2 + y2) 1/2 et
Ec = (XZ = y2) 1/2
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Une régression linéaire de Es et Ec en fonc-
tion des pHi des acides aminés a été effectuée. Un
test t a été calculé pour chaque régression.

RESULTATS

Effet de la préculture des cellules
en présence d’acides aminés
sur leur survie en eau de mer

L’addition d’acides aminés au milieu de cul-
ture LB n’a généralement pas induit d’effet protec-
teur (Figure 1a). En effet, a I'exception de asp, leu,
gly et met, les acides aminés provoquaient une
perte de viabilité plus ou moins importante a court
et a long terme.

L’efficacité a court terme x, était toujours
inférieure ou égale au témoin (x compris entre
2 x 102 et 10 1) et l'efficacité a long terme était
généralement inférieure au témoin sauf pour met,
asp, leu et gly.

Ces résultats traduisent I'importance des évé-
nements antérieurs au rejet dans |’eau de mer sur le
comportement des cellules dans ce milieu.

Effet des acides aminés en milieu de survie

La plupart des acides aminés ajoutés au
milieu de survie ont conféré aux cellules bacté-
riennes une viabilité supérieure a celle du témoin
(Figure 1b). En effet, les efficacités a court terme x,
étaient supérieures a celles du témoin (8 x 10-2) et
situées entre 10-' pour tous les acides aminés. Par
contre, les efficacités a long terme y, étaient éten-
dues entre 2 x 10-2 (inférieure au témoin (8 x 10-2)
et 3 x 10-1. Ces résultats soulignent |’effet protecteur
des acides aminés, dans le milieu de survie, généra-
lement & court terme, assorti d’un effet a long terme
dans le cas de leu, met, asp et asn. Les acides ami-
nés pro, gly, trp, ser et arg forment, par contre, un
groupe protecteur a court terme sans efficacité a
long terme.

Corrélation efficacité-pHi

L’analyse, par la méthode de régression, de
I'efficacité globale des acides aminés ajoutés au
milieu de survie (Es) en fonction de leur pH isoélec-
trique a montré que la relation était linéaire et que
Es était positivement corrélé au pHi (p<0,05)
(Figure 2). L’équation de régression, calculée selon
les méthodes de la régression multiple dans laquelle
la valeur du pHi d’acide aminé est la variable, est
représentée par :

Es =10-2(-3,759 + 5,619 x pHi) (r2 = 0,485)

Par contre, I'efficacité Ec n’était pas corrélée
aux pHi (p>0,05).

Ces données montrent que l’efficacité des
acides aminés a protéger les cellules d’E. coli dans
I'eau de mer est supérieure lorsqu’ils sont présents
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Figure 1 - Répartition des acides aminés selon leur effet protecteur a court terme (x) et a long terme (y)
sur la survie d’E. coli en eau de mer stérile. Les cellules d’E. coli ont été incubées en milieu de culture
LB puis suspendues en EMS au nombre de 106 UFC. ml-!. Les acides aminés ont été ajoutés a la
concentration de 1 g. I'! au milieu de culture LB (a) et aux microcosmes d'eau de mer (b). tem :
témoin ; leu : leucine ; met : méthionine ; asp : aspartate ; asn : asparagine ; pro : proline ; gly : glyci-
ne ; ser : sérine ; trp : tryptophane ; arg : arginine ; lys : lysine./ Repartition of tested aminoacids
according to their short-term (x) on their long-term (y) protective effect on the survival of E. coli in ste-
rilized seawater. E. coli cells was incubated in LB medium and suspended in filtred seawater at a den-
sity of 106 CFU. ml-!- The aminoacids were added at the concentration of 1 g. I to LB medium (a)
and to seawater microcosms (b). tem: control; leu: leucine; met: methionine; asp: aspartate; asn: aspa-

ragine; pro: proline; gly: glycine; ser: serine; trp: tryptophane; arg: arginine; lys: lysine.

dans cette eau que lorsqu’ils sont fournis lors de
leur culture préalable. Ce sont les acides aminés a
pHi élevé qui protégent mieux les cellules contre
les stress subis dans I'eau de mer

Ces résultats suggerent que |’efficacité des
acides aminés est une fonction de leur propriété a
rétablir la turgescence cellulaire au cours de la sur-
vie des bactéries en mer, ou bien que ces acides
aminés peuvent étre utilisés alternativement
comme source de carbone et d’azote dans le milieu
de culture et comme osmolytes ou précurseur
d’osmolytes en eau de mer.

DISCUSSION

Dans ce travail, la réponse d’E. coli aux
stress subis en eau de mer a été influencée essen-
tiellement par deux facteurs :

1 - la nature du milieu de culture des cel-
lules avant leur incubation dans I’eau de mer ;

2 - la nature chimique du milieu récepteur.

La résistance a I’eau de mer des bactéries
entériques est définie par leur capacité a rétablir la
pression de turgescence et a maintenir une certaine
activité métabolique. Un tel phénoméne n’est pos-
sible qu’en présence de molécules osmoprotec-
trices (Kennedy, 1982).
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0.8

pHI

Ec= 0,1094 - 4,5723e-3 pHi M2 = 0.115; p>0,05

Es= e2(- 37502 + 56185 pHi) 2 = 0,485; p=0,001
Figure 2 - Corrélation entre la capacité des cellules d'E. coli a
survivre dans I'eau de mer et |'efficacité protectrice globale des
acides aminés fournis dans le milieu de culture préalable (Ec) ou
directement dans I'eau de mer (Es), en fonction des pHi./ Corre-
lation between the ability of E. coli cells to survive in seawater
and the global protecting effect of aminoacids added to previous
culture medium (Ec) or directly into seawater (Es), according to
the pHi.
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En effet, les cellules bactériennes répondent
initialement au stress hyperosmotique par accumu-
lation de K* (Christian et Waltho, 1961 ; Epstein et
Shultz, 1965 ; Reed et Stewart, 1985 ; Walderhaug
et al., 1987 ; Booth et Higgins, 1990 ; Prince et Vil-
larejo, 1990 ; Welsh et al., 1991) puis par I'accu-
mulation de composés organiques compatibles
avec le métabolisme, essentiellement le tréhalose,
le glutamate et les bétaines (Le Rudulier et al.
1984 ; Boos et al., 1990 ; Welsh et al., 1991).

Dans notre étude, les acides aminés ajoutés
au milieu de survie carencé en nutrilites ont permis
d’augmenter la résistance des cellules a I’eau de
mer. Du point de vue de leur efficacité dans ce
sens, nous avons pu définir deux groupes d’acides
aminés suivant leur pHi. Les acides aminés au pHi
supérieur au pH biologique avaient une charge
nette positive et ont conféré aux cellules en survie
une meilleure protection a court terme : I'efficacité
était de 0,7 et 0,4 (supérieure au témoin : 0,085)
pour l'arginine (pHi = 11) et la lysine (pHi = 10) res-
pectivement.

La ségrégation des acides aminés par groupe
de protection pourrait étre liée a leur capacité a
rétablir plus ou moins vite la turgescence cellulaire
sans toutefois déséquilibrer la balance électronique
dans le cytoplasme (Castle et al., 1986).

Le degré de protection, plus élevé, obtenu a
long terme, avec les acides aminés anioniques (pHi
inférieur au pH cellulaire) suggérent qu’a long terme,
une partie des cations accumulées pourrait étre rem-
placée par des substances anioniques, sinon, leur
persistance en grande concentration dans la cellule
pouvait modifier I’équilibre ionique (Castle et al.,
1986) et le pH cellulaire (Tempest et al., 1970).

Ainsi, I’effet osmoprotecteur le plus impor-
tant a été obtenu avec |'aspartate (y = 0,3, supérieur

-au témoin y = 0,07), dont le pHi est le plus bas

(pHi = 3). Par ailleurs, une corrélation de I'efficacité
globale avec le pHi a été établie (p<0,05) et fait res-
sortir I'importance vitale du PHi de chaque acide
aminé.

Il semblerait que les lois physico-chimiques
qui régissent 'action des acides aminés lors de la
survie d’E. coli en eau de mer correspondent bien a
une fonction d’équilibre électronique et du main-
tien du potentiel membranaire a sa valeur normale
au cours des échanges entre le cytoplasme cellulai-
re et le milieu extérieur. En fait, la membrane
externe des entérobactéries est le siege d’échanges
de cations et d’anions dont I'amplitude est fonction
de I'osmolarité du milieu (Nikaido et Rosenberg,
1983 ; Castle et al., 1986 ; Muzuno et al., 1990).

Les résultats de la chromatographie sur
couche mince (Tableau Il) mettent en évidence une
accumulation des acides aminés asp, leu, lys, ser,
met, gly et trp par les cellules d’E. coli en survie
dans I’eau de mer pendant 6 jours. Cette accumula-
tion, observée sous condition de carence nutrition-
nelle, peut étre I'une des causes de I’'augmentation
de la viabilité des cellules. D’autres substances, non
encore identifiées (Rf = 0,42 ; 0,1 et 0,63) peuvent
aussi avoir joué un role protecteur.

En effet, dans I'eau de mer méditerranéenne,
trés oligotrophe surtout vis-a-vis d’une espéce copio-
trophe comme E. coli, 'une des conditions de survie
les plus fondamentales est le maintien du niveau
énergétique des cellules (Gauthier et al., 1993). En
absence de sources de carbone, |'effet protecteur des
acides aminés est probablement double : régulation

Tableau Il - Analyse qualitative des acides aminés accumulés par E. coli au cours de son incubation dans I'eau de mer
(6 jours a 20°C) en présence d’aspartate, leucine, lysine, sérine, méthionine, glycine ou tryptophane (1 g. I-')./ Qualita-
tive analysis of aminoacids accumulated by E. coli during incubation in seawater (6 days at 20°C) in the presence of
aspartate, leucine, lysine, serine, methionine, glycine or tryptophane (1 g. I').

Acides aminés ajoutés  Non Asp Trp Met Leu Ser Gly Lys
a l’eau de mer

E* - 0,70 0,65 0,60 0,55 0,50 0,45 0,05
Nombre de produits

détectés dans les

extraits cellulaires il 2 2 2 2 4 Z 2

F** (produits identifiés) 0,63 0,63 0,63 0,63 0,63 0,63 0,63 0,63
@) @) @ b9 @ @ @ @

0,72 0,65 0,60 0,55 0,50 0,45 0,05
(Asp) (Trp) (Met) (Leu) (Ser) (Gly) (Lys)

0,42
)
0,1
@

F* = Rapport des fronts de migration des acides aminés témoins et du solvant./ Ratio of the migratio fronts
of control aminoacids and the solvent. F** = Rapport des fronts de migration des acides aminés dans les
extraits cellulaires et du solvant./ Ratio pf the migration fronts of control aminoacids in cellular extracts
and the solvent. ? : Produits non identifiés./ Products not identified.

273 =
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de la pression de turgescence et role trophique
capable de maintenir une activité métabolique des
cellules, d’autant plus que la réponse des cellules a
la carence alimentaire correspond a une étape pré-
pondérante de la vie des bactéries dans les milieux
naturels (Schultz et Matin, 1991).

En revanche, les bactéries préalablement
incubées en milieu de culture non salé enrichi en
acides aminés étaient plus sensibles a I’eau de mer.
Cette chute de viabilité des cellules exposées en
eau de mer oligotrophe pourrait s’expliquer par une
inhibition de la synthése des macromolécules et en
particulier de I’ARN et des protéines de la réponse
d’austérité (stringent response) comme il a été mon-
tré lors d’un transfert des cellules d’'un milieu de
culture riche en acides aminés a un milieu qui en
est dépourvu (Glass, 1982). De méme, la teneur en
ATP diminue trés rapidement dans les cellules d’E.
coli incubées dans I"’eau de mer (Gauthier et al.,
1990). Dans ces conditions, les porines membra-
naires (systéme inductible), a travers lesquelles des
osmolytes diffusent pour équilibrer la pression
osmotique intracytoplasmique (Coyer et al., 1990)
ne sont probablement pas synthétisées.

Selon ces données, il apparait que les effets
de I'eau de mer méditerranéenne sur le potentiel de
survie et d’adaptation des entérobactéries résultent a
la fois du stress hyperosmotique et hyponutritionnel.
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