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Resume 

Le naphtalene est un hydrocarbure aromatique polycyclique (HAP) qui entre dans Ia 

composition de Ia creosote. Or, le naphtalene est un produit chimique toxique qui se retrouve 

'dans Ia mer. Plusieurs organismes marins tels des poissons et certains calmars sont impliques 

dans une relation symbiotique avec Ia bacterie marine Vibrio fischeri qui leur conrere de Ia 

lumiere. Or, cette recherche vise !'evaluation de l'effet du naphtalene, en concentrations 

variables, sur Ia viabilite de cette bacterie. Peu de litterature est disponible sur ce sujet en 

particulier, contrairement a l'effet des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sur Ia 

bioluminescence de V. fischeri et c'est pourquoi le sujet initial de cette recherche etait ce 

dernier. Toutefois, ce changement de sujet n'a pas ete vain. En effet, d'apres les resultats 

obtenus, on pourrait avancer le fait que plus Ia concentration en naphtalene augmente et moins 

le taux de survie de V. jischeri est eleve. Toutefois, on notera que Ia fiabilite des resultats 

n'est pas absolue etant donne que les essais 2,3 et 4 sont bases sur des echantillons ayant 

echappe a une contamination. De plus, cette recherche a permis d'isoler des contaminants qui 

sont plus resistants a des concentrations elevees de naphtalene. Malgre des resultats 

relativement concluants, une question cruciale reste non-resolue soit, !'explication detaillee et 

exacte de l'effet du naphtalene sur cette bacterie marine. Le fait qu'il y ait peu de Iitterature 

sur le sujet ne permet pas vraiment de comparer les resultats a des valeurs theoriques. II 

faudrait done approfondir les recherches pour pouvoir affirmer sans doute que plus Ia 

concentration de naphtalene augmente et moins le taux de survie de V. fischeri est eleve et 

pour pouvoir comprendre les raisons d'un tel phenomene. 

281 mots 
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Introduction 

Le naphtalene est un hydrocarbure present naturellement dans l'environnement. II fait 

partie de Ia famille des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP), c'est-a-dire que 

c'est une substance composee de cycles de carbone et d'hydrogene. Les HAP sont des 

substances hydrophobes dont l'abondance dans l'environnement est peu souhaitee. En effet, 

!'Environmental Protection Agency a marque 16 HAP comme polluants prioritaires. Parmi 

ces 16 substances, 8 sont potentiellement cancerigenes pour I 'Homme1
• De plus, le naphtalene 

(C10H8) figure dans Ia «Liste des substances toxiques» etablie par Environnement Canada en 

fonction de Ia Loi Canadienne sur Ia protection de l 'Environnement (LCPE). Les HAP dont le 

naphtalene fait partie, se retrouvent naturellement dans les combustibles fossiles. lis sont 

liberes dans !'atmosphere lors de Ia combustion de ces substances et se retrouvent dans l'eau 

notamment lorsqu'il y a des fuites de petrole ou d'huile. De plus, 50 millions de kilos 

d'hydrocarbures sont rejetes dans !'ocean et annuellement, 600 000 tonnes d'hydrocarbures 

evacues dans !'air se retrouvent dans l'eau a cause des pluies2
• De telles statistiques laissent 

supposer que Ia teneur en hydrocarbures dans !'ocean est peu negligeable. En effet, malgre 

son caractere hydrophobe, le naphtalene peut se trouver dans l'eau: si l'on rejette une 

quantite de naphtalene dans l'eau 93,5% de la quantite initiate de substance reste dans l'eau3
• 

De plus, !'utilisation de la creosote de goudron de houille contribue egalement a 

!'augmentation du naphtalene dans l'eau, car etant utilisee comme traitement pour le bois et 

comme produit protecteur pour les pilotis faits en beton qui sont immerges dans Ia mer, Ia 

creosote se retrouve en contact avec !'ocean. Ainsi, des HAP, dont le naphtalene puisqu'il 

entre dans Ia composition de Ia creosote4
, entrent en contact avec des organismes marins. 

Mais le portrait se noircit davantage quand on sait que les substances composant Ia creosote 

s'accumulent dans les invertebres aquatiques et les poissons5
• Des organismes marins tels 

certains calmars de Ia famille des Sepiolidae et quelques poissons de Ia famille de 

Monocentridae peuvent etre amenes a entrer en contact avec des HAP dans !'ocean, dont le 

naphtalene. Or, ces quelques especes aquatiques ont Ia particularite de vivre en symbiose avec 

une bacterie marine nommee Vibrio fischeri. 6 Elle vit dans !'ocean sous forme libre ou en 

colonie dans un hote7 et est largement utilisee dans des tests toxicologiques tels Microtox©. 

Ces tests toxicologiques permettent d'evaluer Ia purete de cours d'eau en mesurant la 

bioluminescence de Ia bacterie en reaction aux substances dans l'eau. Cette bacterie en 

concentration elevee dans l'organe lumineux de l'hOte est bioluminescente. Grace a cet atout, 

I 'hate marin peut ainsi mieux se cacher de ses predateurs, car en emettant de Ia lumiere Ia 
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nuit, les rayons de June ne creent pas d'ombre et le calmar ou le poisson est moins expose au 

danger, car les predateurs ont tendance a chasser en regardant au-dessus d'eux pour deceler 

une ombre. Or, si la proie est lumineuse, sa silhouette se fond dans la lumiere de Ia lune8
• 

C'est une forme de camouflage appelee «Counterillumination»9
. La relation symbiotique 

entre V. fischeri et les calmars et poissons en question sera davantage expliquee plus loin. 

Etant donne que cette bacterie marine est capable de bioluminescence, Ia question au creur de 

ce memoire a d'abord ete: que! est l'effet du naphtalene, a differentes concentrations, sur Ia 

bioluminescence de Ia bacterie V. fischeri? Or, suite a des problemes rencontres lors de Ia 

realisation de !'experience, il a fallu ajuster Ia question de recherche et ainsi reorienter le sujet 

du memoire. Ainsi, Ia question de recherche retenue est Ia suivante : quel est l'effet du 

naphtalene, a differentes concentrations, sur Ia viabilite de Ia bacterie V. jischeri? 1 Les 

elements responsables de ce changement seront discutes plus loin. Plusieurs chercheurs tels S. 

Parvez, C. Venkataraman, S. Mukherji et bien d'autres se sont penches sur l'effet de 

differents produits chimiques sur Ia bioluminescence de Ia bacterie en question mais moins se 

sont penches sur l'effet sur Ia viabilite de ces polluants d'ou !'interet d'y investir de l'energie. 

Hypothese 

En considerant le fait que le naphtalene est une substance chimique toxique, 

l'hypothese de depart est que plus Ia concentration en naphtalene est grande et moins le taux 

de survie des bacteries V. fischeri est eleve. En effet, a l'instar d'au.tres bacteries aquatiques, 

Ia V.fischeri n'a pas Ia capacite de degrader le naphtalene. 

Variables 

Dependante : Le taux de survie des bacteries V. fischeri en gelose(%) 

lndependante: La concentration de naphtalene (mol/L) 

Controlees: Volume de solution de naphtalene (mL), Volume de solution bacterienne (mL), 

Temps d'incubation (h), milieu de culture, dilutions des solutions, temperature de l'etuve 

1 La viabilite sera mesuree grace aux taux de survie de Ia bacterie. 

6 



Le protocole qui suit resulte de !'orientation de Ia question de recherche2
• 

Modele experimental 

La bacterie qui a ete uti Iisee dans le cadre de cette experience est Ia Vibrio fischeri. A 
Ia base, le choix de cette bacterie reposait sur le fait que le sujet du memoire etait l'effet du 

naphtalene sur Ia bioluminescence de cette bacterie. Mais bien qu'il ait ete possible de 

percevoir de Ia bioluminescence provenant des colonies de bacteries en geloses, le premier 

protocole elabore necessitait !'emission de bioluminescence des bacteries en suspension en 

solution. Or, selon Ia courbe de !'emission de bioluminescence en fonction du temps, il y a un 

pic d'emission apres 12 heures d'incubation et a partir de ce pic, l'intensite de Ia 

bioluminescence diminue considerablemene. Ainsi, vu que l'acces au laboratoire du College 

est limite, il n'a pas ete possible de percevoir Ia bioluminescence de V. jischeri en bouillon; il 

aurait fallu rester 12 heures consecutives pour etre certain d'etre present au moment du pic 

d'emission. Mais malgre cette reorientation, le choix de Ia bacterie V. jischeri reste pertinent, 

car si le naphtalene a un effet sur elle cela pourrait vouloir dire que le naphtalene affecte les 

calmars et les poissons qui l'accueillent dans leur organe lumineux pour beneficier de 

bioluminescence. En ce qui concerne le milieu de culture, les bouillons de culture TSB et Ies 

geloses TSBA pour les geloses ont tres bien fait !'affaire etant donne qu'ils sont relativement 

standards et que Vibrio fischeri n 'est pas une bacterie exigeant des conditions tres specifiques. 

Ainsi, le taux de sel (2 %) dans Ies bouillons de culture correspondait au taux de sel qui 

optimise Ia croissance de Ia bacterie10
• 

Materiel 

Souche de Vibrio fischeri en suspension dans de I 'agar 

Bouillon Trypticase soya (TBS) comme milieu de culture deshydrate 

Bouillon Trypticase soya avec agar (TBSA) comme milieu de culture pour les geloses 

Melangeur Vortex fourni par Ie College 

2 Pour consulter I' ancien protocole, voir Annexe I. 
3 Voir Annexe II 
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Cylindre gradue sterile de 100 mL (± 0,5 mL) 

Micropipette 

Agitateur magnetique chauffant 

Etaleur en verre sterile 

Eprouvettes, bouchons et support a eprouvettes steriles 

BrGleur Bunsen 

Tubes a dilution de 10 mL d'eau salee et sterile 

Methode experimentale 

Toutes les etapes qui suivent doivent se faire en zone sterile. 

1. Preparation des solutions de naphtalene 

Les volumes d'eau sont mesures avec un cylindre gradue de 100 mL et sont places dans des 

erlenmeyers. 

Solution concentree a 0,550 mol/L 

Dissoudre environ 7,05 g de naphtalene dans 100 mL4 d'eau sterile et salee a 2%. Pour 

faciliter Ia dissolution, chauffer et agiter Ia solution avec un agitateur magnetique chauffant a 

l'intensite 4 jusqu'a ce qu'il n'y ait plus de flocons de naphtalene visibles. II faut maintenir 

!'erlenmeyer utilise couvert avec de !'aluminium pour limiter les pertes de substances lorsque 

les solutions de naphtalene sont chauffees. 

4 Le choix du volume total de solution est peu important, ce qui compte c'est qu'il yen ait suffisamment pour 
effectuer les dilutions 
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Solution concentree a 0,275 mol/L 

Diluer 100 ml de Ia solution concentree a 0,550 moi!L avec 100 ml d'eau sterile et salee a 2% 

pour obtenir Ia solution concentree a 0,275 moi/L. 

Solution concentree a 0,825 mol/L 

Dissoudre environ 10,57 g de naphtalene dans 100 ml d'eau sterile et salee a 2% et utiliser 

I' agitateur magnetique chauffant pour faciliter le processus. 

Solution concentree a 1,100 mol/L : 

Dissoudre environ 14,10 g de naphtalene dans 100 ml d'eau sterile et salee a 2% en utilisant 

l'agitateur magnetique chauffant. 

2. Preparation des differentes dilutions de solution bacterienne 

Effectuer les dilutions a partir d'une culture a croissance logarithmique (log), c'est-a-dire une 

solution de 10 mL composee de bouillon de culture et de 1 mL d'une culture de nuit. Pour ce 

faire, pipeter 1 mL de Ia culture log dans 9 ml d'eau sterile salee en eprouvette et melanger le 

contenu de l'eprouvette avec le melangeur Vortex pendant 2 secondes. Repeter ces etapes 8 

autres fois jusqu'a ce qu'il y ait 9 dilutions en tout en couvrant chaque eprouvette avec un 

bouchon. 

3. Elaboration des geloses 

Groupe temoin : 

Pipeter 1 mL de culture log dans une gelose et l'etendre en utilisant un etaleur en verre sterile. 

Repeter ces etapes avec les autres dilutions. 

P h ' . t I on obti.ent les di.Iuti.ons de 1 o-1 1 o-2 1 o-3 I o-4 1 o-5 10-6 our c aque groupe expenmen a , , , , , , , 

10-7,10-8 et 10-9• 
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Groupes experimentaux : 

Pipeter I mL de culture log dans une gelose et y ajouter I mL de solution de naphtalene 

concentree a 0,275 moi/L en utilisant un autre embout. Etendre cette combinaison avec un 

etaleur en verre sterile. Repeter ces etapes 8 autres fois avec les autres dilutions mais toujours 

avec Ia solution de naphtalene concentree a 0,275 moi/L. 

Repeter ces memes etapes en utilisant les autres solutions concentrees en naphtalene (0,550, 

0,825 et 1,100 mol/L). 

Placer les geloses dans une etuve reglee a 25 oc et les laisser incuber 48 heures. 

Faire 3 autres series de geloses pour obtenir 4 essais en tout (groupe experimental et groupes 

experimentaux). 

4. Recueillement des donnees brutes 

Apres avoir incube les geloses pendant 48 heures, compter le nombre de colonies sur les 

geloses Otl il est possible de les voir distinctivement. Effectuer un denombrement pour chaque 

groupe associe a chaque concentration de naphtalene. Le taux de survie est obtenu en 

multipliant le nombre de bacteries comptees par !'inverse de Ia dilution et par !'inverse du 

volume de solution bacterienne ajoutee initialement sur Ia gelose. 
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Resultats 

Donnees brutes 

Le nombre de colonies pour le groupe tbnoin n 'a ete compte qu 'une seule fois. ; il s 'agit du 
groupe oil le faux de survie est de I 00 %. Pour une dilution I o-5

, 128 colonies ont ete 
complies. 

Figure I : Nombre de colonies de Vibrio jischeri comptees en fonction de Ia concentration en 
naphtalene 

Essai 1 
Dilution Concentration en Nombre de colonies 

naphtalene comptees 
g/L 

10-) 0,275 Ill 
10""" 0,550 404 
10-J 0,825 3072 
10-1 1,100 904 

Essai 2 
10-J 1,100 620 

Essai 3 
10-J 0,825 1678 
10-4 0,550 37 
104 I, 100 49 

Essai 4 
10-L 0,825 1816 
10-J 1,100 93 
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Donnees traitees 

Figure 2: Graphique des moyennes de taux de survie de Vibriofischeri en fonction de Ia concentration de naphtaUme avec l'ecart type5
• 
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Figure 3 : Graphique des moyennes de taux de survie de Vibrio fischeri en fonction de Ia concentration de naphtalene avec Ia courbe de ten dance 
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Discussion 

A Ia lumiere de ces resultats on pourrait penser que )'hypothese a ete confirmee, 

puisqu'on peut remarquer que plus Ia concentration en naphtalene augmente et moins le taux 

de survie de Ia bacterie Vibrio jischeri est eleve. Le graphique a Ia page precedente illustre 

bien Ia tendance observee lors de cette experimentation. Mais le fait que les ecarts types se 

croisent suggere qu'il n'y a pas de difference significative entre les moyennes par 

concentration de naphtalene. En plus, une seule donnee est disponible pour 0,275 g/L ce qui 

ne permet pas de calculer un ecart type. Ainsi, meme si Jes donnees semblent confirmer 

)'hypothese, les donnees ne sont ni significatives ni concluantes, car il n'y en a tres 

probablement pas assez. 

En effet, on pourrait facilement exclure certains resultats et ainsi finir avec peu de 

bases sur Jesquelles s'appuyer pour infirmer ou confirmer !'hypothese. Un seul parametre a 

ete modifie entre l'essai 1 et les 3 autres; l'etuve dans laquelle les bacteries ont ete incubees. 

Au debut de !'experimentation, le sujet de recherche n'etant pas )'influence du naphtalene sur 

le taux de survie de Ia bacterie mais bien sur Ia bioluminescence, l'utilisation de geloses 

n'etait pas centrale dans le protocole initial. Or, avec le changement de sujet de recherche, il 

fallait beaucoup d'espace pour placer les geloses et le temps etait compte; Ia petite etuve 

utilisee au debut ne suffisait plus pour incuber plus d'un essai a Ia fois. II a done fallu utiliser 

une autre etuve pour les geloses des essais 2, 3 et 4. Les geloses de l'essai I etaient dans Ia 

petite etuve et les geloses des essais 2, 3 et 4 etaient dans Ia plus grosse, celle qui n'avait pas 

encore ete utilisee. II s'est avere qu'une grande proportion de ces dernieres geloses a ete 

contaminee. De plus, entre l'essai 1 et les autres essais, les solutions de naphtaUme 

prealablement steriles sont restees sur Ia paillasse une semaine et cette exposition prolongee a 
l'air, vecteur de plusieurs bacteries et organismes, est une autre cause probable de 

contamination. C'est tres probablement cette demiere hypothese qui expliquerait Ia 

contamination. Peu de geloses ont pu etre retenues pour le calcul de taux de survie. Ainsi, 

pour etre rigoureux, il faudrait exclure les geloses qui ont ete placees dans Ia deuxieme etuve, 

car les chances qu'elle ait ete contaminee sont tres grandes. Toutefois, cela reviendrait a ne 

pas considerer les essais 2,3 et 4 et ne se baser que sur l'essai I. <;a diminuerait grandement Ia 

fiabilite des conclusions qu'on pourrait en tirer. Mais meme si on ne considerait pas les 
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geloses provenant de l'etuve contaminee, le taux de survie de Ia bacterie Vibrio fischeri 

diminuerait quand meme avec !'augmentation de Ia concentration en naphtalene. Si on se fie a 
Ia courbe illustree ci-haut, Ia concentration de naphtalene a laquelle le taux de survie de V. 

fischeri serait de 50% (LCso) est d'environ 0,422 moi/L. En Ia comparant a Ia valeur theorique 

de Log(LC50) de 0,88 mg/L 11 et qui donne un LCso d'environ 1,000 mol/L, le pourcentage 

d'ecart est de 57,80 %. Avec un tel ecart, on peut affirmer que !'exactitude de Ia valeur 

trouvee est faible. Toutefois, cette valeur theorique est relative a des essais effectues sur des 

bacteries incubees 96 heures provenant d'un poisson. Malgre plusieurs recherches, une valeur 

theorique de LCso propre a des bacteries V. jischeri en geloses n'a pas pu etre trouvee, 

contrairement aux valeurs de EC50 (concentration a laquelle Ia bioluminescence est inhibee a 
50 %) qui sont abondantes etant donne Ia grande utilisation de cette bacterie lors des tests 

d'ecotoxicite. La valeur a ete utilisee comme point de reference mais peut-etre est-ce normal 

qu'il y ait une grande difference avec Ia valeur experimentale. Que ce soit pour des valeurs 

d'EC50 ou de LC50, l'etude consideree qui se rapproche le plus de mon sujet de recherche 

utilise Ia bacterie sous forme de bouillon pour determiner ces valeurs, contrairement a cette 

experimentation ou Ies bacteries etaient en geloses12
• Le fait qu'il y ait peu d'etudes 

consacrees a Ia toxicite du naphtalene sur Vibrio fischeri limite grandement !'evaluation de Ia 

pertinence et de Ia fiabilite des resultats. 

Comme ill'a precedemment ete mentionne, on peut remarquer Ia relation inversement 

proportionnelle entre le taux de survie de V. fischeri et Ia concentration de naphtalene. Mais 

,Gomment l'expliquer? II faudrait d'abord considerer le fait que Ia bioluminescence et Ia 

densite cellulaire de V. fischeri sont regies par un «Quorum Sensing» (QS) 13
• Celui-ci permet 

aux bacteries d'etre en concentration suffisante dans l'organe lumineux de l'hote implique 

dans Ia symbiose pour qu'elles puissent ainsi emettre de Ia lumiere. Cette lumiere resulte de 

J'oxydation des Juciferines, «Composes aldehydiques a longues cha1nes» 14
, par )'enzyme 

luciferase. Chaque bacterie produit des N-acylhomoserines lactones (AHLs) qui vont agir 

comme des signaux15
• II existe plusieurs types de AHLs dependamment des bacteries Gram

negatives qui s'y rapportent16
• En ce qui a trait a V. fischeri, il s'agit de N-acylhomoserines 

lactones. Ces molecules produites par une enzyme vont se retrouver en grande quantite 

dependamment de Ia quantite de cellules a en secreter. Les AHLs vont done facilement 

diffuser a travers Ia membrane cellulaire (etant des molecules hydrophobes 17
) et se fixer a un 

recepteur sur d'autres cellules quand Ia concentration d' AHLs sera suffisamment elevee (entre 
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10-5 et 10-9 moi/L dependamment des cas) 18
. Cela activera Ia synthese de Ia proteine R. Le 

gene codant pour Ia proteine en question est le gene LuxR. Par apres, d'autres genes sont 

exprimes en chaine (car )'operon Lux inclut d'autres genes) et ces expressions activent 

davantage les AHLs a se fixer aux recepteurs. II en resulte que Ia densite cellulaire augmente 

grandement ainsi que I 'intensite de la bioluminescence. On sait que la concentration optimale 

pour que Vibrio jischeri emette de Ia luminescence varie entre I 09 et I 010 cellules/ml 19
• Le 

principe consiste en une chaine de retroaction positive6
• Etant donne que peu de litterature est 

disponible sur l'effet direct du naphtaU:ne (ou d'HAP) sur la viabilite de Ia bacterie V. 

fischeri, on peut tout de meme emettre des hypotheses pour tenter d]'Cxpliquer ces resultats. 

Etant un HAP, le naphtalene est une substance relativement Jrydrbphobe. Ainsi, on pourrait 

avancer le fait que comme les AHLs, le naphtalene ait traverse Ia membrane cellulaire. De 

cette favon, le naphtalene a pu interferer avec les AHLs lorsqu'elles devaient se fixer sur les 

recepteurs des cellules pour activer Ia synthese de Ia proteine R. La densite cellulaire a done 

pu etre limitee, car Ia communication entre les bacteries (QS) ne se faisait plus bien. Le 

naphtalene serait done un element perturbateur dans ce systeme de QS. De plus, meme si les 

bacteries etaient incubees dans des geloses, cela ne change pas le fait que le naphtalene etait 

place sur ces geloses en meme temps que les solutions bacteriennes et que le tout ait ete 

melange. 

Limites et ameliorations 

Au debut, le sujet de recherche etait l'effet du naphtalene sur Ia bioluminescence de Vibrio 

fischeri. La litterature sur le sujet est beaucoup plus presente, car cette bacterie est largement 

utilisee dans des tests d'ecotoxicite ou sa bioluminescence est mesuree. Toutefois, malgre le 

protocole conyu pour le premier sujet de recherche, certains elements pour qu'il y ait 

bioluminescence en bouillon n'ont pas ete consideres. Par exemple, meme si on sait que Ia 

concentration bacterienne necessaire pour qu'il y ait bioluminescence est entre 109 et 10 10 

cellules/ml, Ia courbe de croissance specifique a Vibrio fischeri n'etait pas connue. Ainsi, il 

n'etait pas possible de savoir doser les bouillons et de savoir combien de temps exactement 

laisser incuber les bacteries pour que Ia solution atteigne une concentration dans cet ordre de 

grandeur. Proceder par essai-erreur n'etait pas envisageable; cela aurait requis trop de temps. 

De plus, lorsque Ie premier protocole a ete conyu, on n'a pas pense a verifier si Ia 

6 Voir Annexe Ill pour un schema detaille du mecanisme. 
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bioluminescence etait vraiment instantanee; cette idee a ete prise pour acquis. De ce fait, 

apres plusieurs echecs a developper une solution bacterienne bioluminescente, on a 

approfondi davantage les recherches sur les conditions favorables a !'emission de lumiere et 

on a appris qu'il y a un pic d'emission apres 12 heures20
• C'est surtout cette information qui a 

confirme le changement de sujet de recherche etant donne que les heures d'ouverture du 

laboratoire du College ne permettait pas d'y rester pendant 12 heures en attendant qu'il y ait 

bioluminescence. Le choix s'est done arrete sur l'effet du naphtalene sur la viabilite de Ia 

bacterie, car il avait ete remarque que le taux de survie de celle-ci diminuait lorsque Ia 

concentration du naphtalene augmentait (essai 1). Au depart, l'essai 1 devait servir a 
determiner les concentrations de naphtalene a utiliser pour mesurer Ia bioluminescence, ces 

concentrations devaient etre subletales pour qu'une diminution de Ia bioluminescence n'ait 

pas ete due a Ia mort des bacteries. 

D'autres problemes sont survenus. Dans un premier temps, Ia souche de bacteries Vibrio 

fischeri commandee n'etait apparemment pas viable etant donne qu'il n'a pas ete possible 

d'en faire Ia culture en bouillon. Pourtant, le tout s'est fait dans les conditions optimales 

(manche de Koch sterile, effectue en zone sterile, bouillon adequat pour Ia proliferation des 

bacteries, etc.). Cet imprevu est Ia cause d'une perte de temps (environ 1 semaine), temps qui 

aurait pu etre investi dans les manipulations. II a done fallu commander une autre souche de 

bacteries et attendre qu'elle arrive. II n'etait malheureusement pas possible de prevoir cet 

incident. 

De plus, plusieurs erreurs de manipulation et anomalies auraient pu etre evitees. 

Premierement, Ia contamination tres repandue qu'il y a eu lors des essais 2,3 et 4 aurait pu 

etre evitee si les solutions de naphtalene avaient ete utilisees dans un bref delai, c'est-a-dire 

tout de suite apres les avoir sterilisees. C'est cette source de contamination qui appert etre Ia 

plus plausible. On aurait aussi du filtrer les solutions avec un filtre millipore (un filtre qui 

bloque les particules de 211m et plus) pour les debarrasser le plus possible de contaminants. 

Cette contamination a pu influencer Ia croissance des bacteries, car apres avoir recolte un 

echantillon de divers types de contaminants7 on a constate qu'ils etaient resistants a une 

concentration de naphtalene de 1, I 00 moi/L. Malheureusement, les essais 2,3 et 4 n'ont pas 

7 Voir Annexe VI 
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ete repetes etant donne le peu de temps qu'il restait pour finir de manipuler. Le fait qu'il faille 

attendre au mains 2 jours pour pouvoir compter les colonies de bacteries a egalement ralenti 

les manipulations. Un autre exemple d'erreur de manipulation est l'oubli d'ajout de sel a Ia 

solution de naphtalene; cela a tue les bacteries en gelose en plus d'avoir gaspille inutilement 

des geloses. 

Si !'experience etait a refaire, plus de temps devrait etre accorde a Ia preparation du 

protocole pour qu'aucun parametre ne soit neglige. Cela eviterait les changements de parcours 

et les pertes de temps. En ayant plus de temps, on aurait ainsi une marge de manceuvre au cas 

ou des problemes surviennent (comme Ia contamination des 3 essais) et Ia possibilite de faire 

plus d'essais. Plus de soins devraient etre accordes aux manipulations pour eviter les erreurs 

qui constituent une perte de temps en plus d'un gaspillage du materiel. 

Conclusion 

A Ia lumiere de cette experience, on est en mesure de fournir une reponse a Ia question 

de recherche qui etait l'effet du naphtalene, a differentes concentrations, sur Ia viabilite de Ia 

bacterie V. fischeri. Au depart, Ia question de recherche etait presque Ia meme mais on 

mesurait l'intensite de Ia bioluminescence de Ia bacterie. A cause des problemes cites plus 

haut, une reorientation a ete necessaire. Les resultats decoulant de cette experience suggerent 

que plus Ia concentration en naphtah~ne est elevee et mains le taux de survie de Vibrio fischeri 

!'est; Ia relation qui unit ces 2 variables semble etre inversement proportionnelle. Le 

naphtalene semble done leta! a partir de 0,275 g/L pour cette bacterie marine. 

Toutefois, Ia fiabilite des resultats pour tous les essais n'est pas equivalente, car les 

essais 2 a 4 ont ete sujets a contamination et car il n'y a pas beaucoup d'essais. Malgre un 

changement de sujet de recherche, travailler sur Ia toxicite du naphtalene sur V. fischeri n'est 

surement pas vain. En effet, si le naphtalene diminue Ia viabilite de Vibrio fischeri, ii diminue 

probablement indirectement sa bioluminescence, il ne permettrait pas !'obtention de Ia 

concentration necessaire pour qu'il y ait emission de lumiere. Ainsi, on pourrait avancer Ia 
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possibilite que si les cephalopodes ou poissons qui font Ia symbiose avec V. fischeri 

assimilent du naphtalene en concentration letale pour Ia bacterie, leurs chances de beneficier 

de bioluminescence sont diminuees. A noter aussi qu'on ne s'attendait pas a trouver des 

organismes resistants au naphtalene. 

Malgre le fait que les resultats semblent concluants, les raisons exactes qui expliquent 

en quoi une augmentation de concentration de naphtalene diminue le taux de survie de V. 

fischeri restent inconnues et seule une hypothese a ete suggeree pour tenter d'expliquer le 

phenomene. La reponse fournie a Ia question de recherche est ainsi done incomplete, car on 

n'est pas en mesure de completement analyser Ies resultats, et malgre l'ampleur des 

recherches effectuees pour y remedier, aucune notion claire se rapportant a ce sujet n'a ete 

trouvee. 

3 992 mots 
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Annexe I 

Protocole initial 

~ Experience pour verifier que le nombre de bacteries Vibrio fisclzeri est bien de 
300 /mL. 

A. II y a I million de bacteries par essai. 

I. Brancher le brfileur Bunsen. Les etapes qui suivent devront etre effectuees proche de 
celui-ci pour rester en milieu sterile. 

2. Placer le lyophilisat dans une eprouvette. Depend de l'emballage. 
3. Ajouter 10 mL d'eau distillee au lyophilisat qui contient les bacteries et le sel. 
4. A !'aide d'une micropipette propre et seche, aspirer et deverser Ia solution pour bien 

melanger. Obstruer l'eprouvette de l'etape 3. 
5. Pipeter 0,3 mL de cette solution et verser ce volume dans une autre eprouvette propre 

et seche. Obstruer l'eprouvette de l'etape 4. 
6. Diluer ce 0,3 mL de solution en ajoutant 99,7 mL d'eau distillee. 
7. Pipeter un I mL de cette solution mere de bacteries et le deposer sur un vase de Petri. 
8. Etendre uniformement sur Ia gelose Ia solution en faisant basculer doucement le vase 

de Petri. 
9. Placer le couvercle sur le vase de Petri. 
I 0. Repeter les etapes 6 a 8 2 autres fois. 
1 I. Relier les 3 vases de Petri ensemble et les laisser a Ia temperature de Ia piece. 

~ Experience pour solubiliser le naphtalene dans l'eau 
1. Peser 0,275 g de naphtalene a !'aide de Ia balance. 
2. Verser le naphtalene dans un becher et ajouter 500 mL d'eau distillee. 
3. Placer l'agitateur magnetique dans le becher. 
4. Placer le becher sur Ia plaque chauffante et regler a 32 °C. 
5. Laisser brasser durant toute une nuit en plas:ant une soucoupe de verre sur le becher. 

~ Experience pour determiner Ia concentration de naphtalene qui affecte Ia 
viabilite des bacteries. 

A partir de bacteries qu'on aura incubees il faudra les mettre en contact avec differentes 
concentrations de naphtalene et les etaler sur des vases de Petri pour ainsi les denombrer. II 
faudra trouver une valeur de volume qui nous permettra de determiner le nombre de bacteries 
par unite de volume et ainsi comparer le nombre de bacteries avant et apres l'ajout de 
naphtalene. 

~ Experience principale 

A. A cette etape, Ia concentration critique (qui affecte Ia viabilite des bacteries) a ete 
determinee. 

B. II faut veiller a calibrer le spectrophotometre a chaque changement de longueur 
d'onde, en utilisant une eprouvette contenant du bouillon de culture. 
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Groupe temoin 

I. Pipeter I mL (depend du volume minimal dans Ia cuvette) de Ia solution mere a !'aide 
de Ia micropipette et le verser une cuvette du spectrophotometre. 

2. Calibrer le spectrophotometre a 445 nanometres et mesurer le pourcentage 
d' absorbance. 

3. Repeter l'etape 3 jusqu'a une valeur de 585 nm en effectuant des intervalles de 20 nm. 

Groupe experimental 

Apres a voir trace le graphique du pourcentage d'absorbance en fonction de Ia longueur 
d'onde, determiner Ia longueur d'onde dans laquelle emettent les bacteries. Cette valeur 
correspond a Ia valeur Ia plus elevee de Ia courbe. 

1. Pipeter 1 mL (depend du volume minimal dans Ia cuvette) de Ia solution mere a !'aide 
de Ia micropipette et le verser dans une cuvette du spectrophotometre. 

2. Ajouter une quantite de naphtalene (depend de Ia concentration determinee plus tot). 
Demarrer le chronometre. 

3. Calibrer le spectrophotometre a Ia longueur d'onde dans laquelle emettent Ia bacterie 
lorsqu'elle est luminescente. 

4. Quand 5 minutes ont passe, mesurer le pourcentage d'absorbance. 
5. Effectuer Ia prise de mesure aux temps 7,5 ; 10; 12,5 ; 15 ; 17,5 ; 20; 25 ; 30; 45 et 

60 (peut-etre pas necessaires) minutes. 
6. Repeter les etapes 1 a 5 autres fois en gardant Ia concentration de naphtalene 

inchangee. 
7. Repeter les etapes I a 6 en changeant Ia concentration de Ia solution de naphtalene 

(valeurs a determiner en fonction de Ia 3eme sous experience). 
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Annexe II 

Figure 4. Graphique de !'emission de lumiere de Vibrio fischeri en fonction du temps 
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Figure 1. Evolution of Vibrio fischeri bi,oluminescence during 
the Ufecycle over 30 h of incubation (in duplicate). RLU: relative 
lumines,cence units. 

Graphique tire de: 

Sarter, S, Metayer, I. et Zakhia, N. 2008. «Effects of mycotoxins, aflatoxin B 1 and 
deoxynivalenol, on the bioluminescence of Vibrio jischeri». World Mycotoxin Journal. En 
ligne. Vol. I, no. 2. p. 189-193. Wageningen Academic Publishers. 
< http:/1130.88.242.202/medicine/ Aspergillus/Dropbox/ Aspergillus_ Website/aspergillus
web/articlesovertlow/world%20mycotoxin%20journal/Sarter2008.pdf>. Consulte le I 0 
octobre 2012. 
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Annexe III 

Image tiree de : 

Pelmont, Jean. 2005. «Biodegradations et metabolismes : Ies bacteries pour Ies technologies 
de l'environnement». p. 120. EDP Sciences. 
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Annexe IV 

Figure 4. Taux de survie de Vibrio fischeri en fonction de Ia concentration en naphtalene pour 

chaque essai 

Concentrations 

de naphtalene 

mol/L 

0 

Essai 1 

100 

0,275 86,7185 

0,550 31,5625 

0,825 24 

1,100 0,070625 

Essai 2 

100 

4,84 

Taux de survie 

% 

Essai 3 Essai 4 Moyenne 

100 100 100 

86,7185 

17,2266 

13,109375 12,8427 

3,828125 2,3663 

*Les barres obliques indiquent qu'il n'a pas ete possible de calculer Ie taux de survie faute de 

donnees.* 
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AnnexeV 

Exemples de calculs 

1. Taux de survie 

Taux de survie (%) = nb de colonies comptees x ]/dilution x 1/volume de solution bacterienne 
X 100 

= 128 colonies x 1/10-5 x 1110-1 x 100 

= 1,28 X 10-8 

2. Moyenne du taux de survie 

Somme des taux de survie/nombre d'essais 

= (24% + 13,109375% + 1,41875 %) I 3 

;::::;: 12,8427% 
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Annexe VI 

Contaminants consideres comme resistants au naphtah:me 
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