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Introduction

INTRODUCTION:

L'eau est l'élément constitutif majeur de la biosphère, elle entre avec des proportions et

sous différentes formes dans la composition de nombreux éléments de la lithosphère. Symbole

de la vie, elle a toujours été indispensable à toute activité humaine.

Actuellement, les eaux superficielles servent d'exécutoire aux rejets urbains, agricoles

et industriels enrichies de différents polluants chimiques, d'agents pathogènes et responsables

des maladies hydriques, qui affectent directement l'environnement et la santé humaine.

La dépollution des eaux superficielles, de ces micro-organismes et des éléments

physico-chimiques qui les sursaturent reste un problème énorme en santé publique. En effet

une surcharge minérale et organique corrobore avec une prolifération bactérienne intense et

puis diminue naturellement dans l'eau. Cette qualité propre à ces milieux naturels est qualifiée

de capacité d'auto-épuration.
'1

Ceux qui ont eu à étudier le problème de l'auto-épuration des eaux ont été

inévitablement amenés à reconnaître à l'eau un pouvoir bactéricide. Ce phénomène de l'auto-

épuration apparaît comme une défense naturelle contre la pollution démesurée des nappes d'eau

par l'homme et par les animaux, sans lequel les épidémies d'origine hydrique seraient très

fréquentes.

Le pouvoir bactéricide des eaux a été révélé par Giaxa (73]. Cet auteur supposait la

présence dans l'eau d'un facteur bactéricide hypothétique, jamais mis en évidence. En effet, le

rôle joué par les facteurs biologiques est très important. fi a été attribué la plus grande partie du

pouvoir bactéricide des nappes d'eau superficielles à l'antagonisme bactérien. Enfin, Stolp et

Petzold en (204] qui en voulant isoler des bactériophages de l'eau, ont réussi à mettre en

évidence la présence dans l'eau de bactéries appartenantes à la famille des Vibrionnacées

"Bdellovibrio bacteriovorus" qui sont de véritables rapaces bactériens. Ces bactéries
# 1

représentent les plus petites cellules connues jusqu'à ce jour (73].

Dans cet objectif, nous avons essayé d'étudier le pouvoir auto-épurateur de l'eau du

maraisd'EI-Kennar, zone humide appartenant à la wilaya de Jijel. Notre travail s'articule sur les

points suivants:

1
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• Détermination du degré de pollution biologique de l'eau du marais d'EI-Kennar.

o Détermination de la qualité microbiologique de cette eau (recherche microbienne et

isolement de microorganismes pathogènes).

o Dénombrement de la microflore aquatique du marais (germes totaux, coliformes,

coliformes fécaux et streptocoques fécaux).

• Isolement, dénombrement et caractérisation du pouvoir bactéricide de l'eau du marais

d'EI-Kennar.

• Enfm, étudier au laboratoire le pouvoir lytique de ce microprédateur (Bdellovibrio

bacteriovorus) vis-à-vis les coliformes les plus rencontrés dans l'eau.

2
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SYNTHE SE BIBLIOGRAPHIQUE:

J. Pollution biologique:

En effet il existe deux catégories de polluants d'origine biologique: les

microorganismes et les matières organiques biodégradables. Les microorganismes

comprennent principalement des bactéries mais aussi des protozoaires, des champignons

et des virus, ils proviennent tous des matières fécales dont ils représentent environ 10% du

poids [21].

Les microbes pathogènes et leurs espèces indicateurs ont pour origine des sources

diffuses et ponctuelles. En général, la pollution microbio1ogique a souvent pour source

des eaux usées improprement traitées, des rejets urbains industriels, des eaux de

ruissellement [97, 137, 142,217], ou même proviennent des aérosols (allochtones)[71].

1.1. La microflore des milieux aquatiques:

Les microorganismes rencontré, dans l'eau captée de la nature sont de trois types:

des germes typiquement aquatiques, des germes telluriques et des germes de

contamination humaine ou animale [88]. La composition et l'activité des populations

bactériennes sont fortement influencées par la pollution de l'environnement.

La majorité des bactéries aquatiques sont hétérotrophes. Les bacilles à Gram

négatif sont prédominants (83 %) par rapport aux bactéries Gram positif (17 %) dont Il %

sont des cocci et 6 % sont des bacilles [121].

1.1.1. Les microorganismes autochtones:

Ils constituent la flore naturelle de l'eau. Ils se multiplient et contribuent au

chargement de la communauté.

Les bactéries autochtones appartiennent le plus souvent aux genres Vibrio,

Pseudomonas, Achromobacter, Spirillulz, Crenothri [88].

3



Synthèse bibliographique

1.1.2. Les microorganismes telluriques:

Les germes telluriques rencontrés dans l'eau sont des bactéries sporulées (Bacillus,

Clostridium) ou appartenant au genre STREPTOMYCE et quelques fois des spores

fungiques [88). Ils sont véhiculés vers les écosystèmes aquatiques. Ils y survivent et dans

certains cas peuvent se multiplier pour des périodes limitées [234).

~1
1.1.3. Les microorganismes de pollution animale ou humaine:

Les germes de pollution humaine ou animale sont des germes souvent pathogènes

et essentiellement d'origine intestinale. Il s'agit, d'Entérobactéries (Escherichia coli,

coliformes, Salmonella, Shigella), des streptocoques fécaux et dans une moindre mesure

de Clostridiurn Perfringens et de vibrio Cholerae [71).

1.2. Dispersion et devenir des bactéries dans l'eau:

Lors du décharge des microorganismes dans l'eau, ils seront rapidement adsorbés

de toute taille (plancton, particules minérales, débris organiques, ... etc). Cette adsorption a

pour résultat la diminution apparente dans le nombre de microorganismes par unité de

volume [23). Ces adsorbants sont ensuite dilués, dispersés, floculés, sédimentés ou

transportés vers les bords ou les côtes. Les grosses particules en tendance à se sédimenter
~1

rapidement en fixant les micro-organismes sur lesquels ils sont adsorbés [49, 141). Alors

que les fines particules vont subir des processus de diffusions par lesquels elles vont

transporter des grandes quantités de micro-organismes avec eux [18, 67). La majeure

partie de la charge bactérienne des eaux résiduaires, soit environ 98,5 %, suit les

particules de faibles dimensions.

Ainsi, c'est en surface et au large des émissaires que l'on retrouvera la plupart des

bactéries rejetées, alors que sur le fond adjacent, la charge bactérienne sera d'extension

relativement plus faible (7).

II. L'autoépuration:

Généralement, l'autoépuration est définie comme un ensemble de processus

biogéochimiques par lesquels un bio:oïe aquatique pollué retrouve après l'arrêt des rejets

et un laps de temps variable sa pureté initiale dont il contribue de ce fait à la stabilité du

système aquatique [146). D'un autre coté, le pouvoir auto-épurateur est définit

4
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r145]. D'un autre coté, le pouvoir auto-épurateur est définit généralement comme la capacité

d'un biotope aquatique donné à éliminer spontanément les polluants des eaux qu'il renferme [154].

De nombreux investigateurs ont ral'Pbrté que l'eau douce exhibe une activité bactéricide

particulièrement envers les bactéries entériques r32, 38, 130, 190]. En effet, les eaux de surfaces ne

constituent pas l'environnement naturel pour la plus part des micro-organismes telluriques

particulièrement celles dont l'origine est le tractus intestinal humaine ou animal à sang chaud, leurs

concentrations initiales ne restera pas constantes mais tend progressivement à disparaître. Ce

phénomène a été appelé le pouvoir auto- épurateur de l'eau [221].

D'après plusieurs études faites au laboratoire, il est admis que des facteurs physico-

chimiques variés (lumière, température, pH, toxicité des métaux lourd ... ) ont un impact significatif

sur la mortalité bactérienne, alors que Campanille [29] ainsi que Guelin [81] considèrent que le

pouvoir bactéricide des eaux terrestres est essentiellement dévolu aux facteurs microbiologiques.

Les mécanismes biotiques (compétition, allélopathie, prédation ..) constituent le foyer des

recherches récentes et qui sont largement impliqués dans le pouvoir bactéricide des eaux naturelles

[131, 170]. ~1

fi.l. Mécanismes d'auto-épuration:

II.1.1. Quelques mécanismes physico-chimiques d'auto-épuration de la pollution bactérienne:

A. La lumière:

Les radiations solaires sont un facteur très important responSable de l'inactivation

microbienne, cette dernière est proportionnelle avec l'intensité des radiations, le temps d'exposition

à celles-ci [65], dont l'effet létale augmente avec l'intensité [236]. Plusieurs auteurs ont déduit que

la lumière a un effet négatif sur les cellules diE. coli dans les eaux douces [11, 12, 13,64,131] dont

elle cause des effets sublétales du système enzymatique du catalase dIE.coli en le rendant autrement

sensible à des concentrations de peroxyde qui sont normalement inoffensives [105].~1
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B. La température:

L'effet de température dépend étroitement de l'organisme testé. Certaines bactéries ou virus

tel Salmonella thyphi et certain coliphages sont plus sensibles aux températures élevées que

d'autres tel Shigella sp. L'espèce de vibrio cholera est généralement plus sensible aux basses

températures dont elle est généralement indétectable dans l'environnement marin à des températures

au dessous de 15 à 180 C [134,236). Du même, la survie d' E.coli dans les eaux est très limitée à

des températures variantes de (5 à 150 C), et plus prolongée dans les eaux chaudes (>25 0C) (194).

C. Les métaux lourds:

Généralement le pourcentage de la survie des bactéries hétérotrophes diminue

proportionnellement avec l'augmentation de concentrations en métaux lourds (Sn, Cd, Cu, Ni, Pb,

Hg, Mn, Zn) en raison de leur toxicité spécifique sur de nombreux organismes [101, 102, 147).

Selon Savage [171] les métaux lourds constituent l'un des facteurs contribuant au processus de

purification des eaux car ils sontcapabl;s \'inactiver les systèmes enzymatiques des organismes

cibles. Dans les conditions naturelles, l'existence des substances organiques, l'absorption des

métaux lourds tel le cadmium sur les particules, la formation des ligands et la chélation sont des

facteurs qui peuvent réduire leur toxicité [9].

D. Les conditions nutritionnelles:

La quantité des nutriments disponibles est un autre facteur influant le phénomène d'auto-

épuration. L'eau de mer est un milieu oligotrophe dont la matière organique constitue un facteur

limitant la croissance des micro-organismes. La présence de matière organique dans l'eau dont

l'origine est l'eau d'égout stimule la croissance des bactéries, par conséquence elle compense

partiellement l'effet bactéricide des autres facteurs négatifs (188).

E. Autres.facteurs:
~1

Il est à noter que la dilution, la sédimentation, la pression jouent un rôle très mineur ainsi

que l'influence du pH et de l'oxygénation des eaux est encore discutée (8).

6
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II.1.2. Quelques mécanismes biologiques d'autoépuration de la pollution

bactérienne:

A. Phénomènes de lyse et d'antibiose:

Après leur croissance dans ml milieu favorable les bactéries meurent puis

disparaissent sous l'action des enzymes autolytiques: c'est l'autolyse. De nombreuses

espèces bactériennes produisent des enzymesglucidolytiques ou protéolytiques actifs vis

à vis d'autres bactéries. De même, de nombreuses espèces bactériennes aquicoles

produisent des antibiotiques [122].

En effet, certains antibiotiques synthétisés par la biomasse phytoplanctonique

servent pour maintenir l'activité bactédo\tatique ou bactéricide dans l'eau [8].

B. Phénomènes de parasitisme:

B.l. Bactériophages:

Les bactériophages sont considérés aussi comme des facteurs biotiques affectants

l'éliinination des bactéries dans l'environnement naturel. Il peuvent être responsables du

déclin des bactéries entériques et autochtones [130, 183].

Les phages causent généralement la mort des cellules bactériennes, en produisant

des plages de lyse sous les conditions optimums nécessaires pour la croissance

bactérienne. Il est difficile de spécifier le degré de contribution des bactériophages dans le

processus de purification de l'eau [18].

C. Phénomène de prédation: ~1

La prédation a l'importance extrême dans la balance écologique et le transfert

d'énergie. Ce phénomène est bien étudié dans le règne animal mais moins décrit au niveau

microbien. En effet les recherches sur la prédation bactérienne sont préformées avec les

phages, les protozoaires et les métazoaires prédateurs des bactéries [184]. Maintenant il

est admis que la prédation des bactéries est un facteur majeur dans le maintien de la

biodiversité des procaryotes et dans l'écologie microbienne en général [218].

7
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C.l. Protozoaires:

Les protozoaires ont un rôle efficace soit directement ou indirectement dans les processus de

purification, en éliminant la matière organique et les bactéries dans l'environnement [126, 130,

139].

Il a été montré que les protistes flagellés ou ciliés ingèrent et digèrent certaines bactéries

entériques dans les eaux douces et marines[74) .

Les ciliés à leur tour sont d'excellentl exemples de prédateurs qui engloutissent leur proies

bactériennes, dont un seul cilié peut ingérer de 60 à 70 bactéries par heure [152).

C.2. Les bactéries prédatrices:

Un ensemble intéressant de bactéries prédatrices est actif dans la nature tel Bdellovibrio,

Vampirococcus et Daptobacter. Chacun de ceux-ci a sa technique spécifique pour attaquer une

bactérie sensible [121].

C.2.l. Bdellovihrio hacter;ovorus:

C'est une bactérie qualifiée de parasite obligatoire ou micro-prédatrice capable de se

multiplier aux dépens des bactéries aquicoles. Elle fut considérée par de nombreux auteurs comme

l'agent auto-épurateur par excellence [121). Shilo suggère que cette bactérie joue un TÔlesignificatif

dans la dynamique écologique des populatj<j1s microbiennes dans la nature[184).

III. Bdellovibrio bacteriovorus :

ID.l. Position taxonomique:

Sur la base des caractères morphologiques, Bdellovibrio bacteriovorus peut appartenir à

deux familles, soit à la famille des Vibrionacées au genre Vibrio [178, 179]; soit à la famille des

Spirillacées, genre Campilobacter [180].

Il a été montré d'après les analyses des oligonucléotides 16 SRNA de ce prédateur, une

parenté étroite de Bdellovibrio bacteriovorus avec les bactéries sulfate-réducteurs et les

Mixobactéries. De ce fait, ils ont proposé le classifie dans le groupe de Deltaprotéobactéries et

8
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la famille des Spirilaceae avec les Mixobactéries et les sulfato-réducteurs[91, 103,230).

Récemment les Bdellovibrio sont reclassés dans la famille de Bdellovibrionaceae sous

l'ordre de Bdellovibrionales (10).

III.2. La découverte de Bdellovibrio:

La première bactérie prédatrice connue est découvrit accidentellement en 1962 à Berlin par

STOLP et HEINZ. C'est au cours d'un essai d'isoler les bactériophages du sol, qu'ils ont noté la

présence d'une bactérie attaquante Pseudomonas au bout de trois jours, puis ils ont la classé dans un

nouveau genre qui est celui de Bdellovibrio{Les études sur cette minuscule bactérie et leur interaction

avec les bactéries hôtes ont été effectuées ultérieurement en 1963 par Stolp et Starr (205). Le nom

Bdellovibrio vient du grec dont la signification est comme suit (Bdello: sangsue, Vibrio:. incurvé,

bacterio: bactérie, Vorus: mangeur (128).

111.3.Caractères morphologiques de Bdelwvibrio:

Ce sont des organismes Gram négatif mesurant 0.1 à 0.3 J.1mde diamètre et 0.4 J.1mdé

longueur, aérobies strictes, cependant il est possible de noter des écarts légères dans la forme et la

grandeur.

Le caractère le plus significatif de cette bactérie est l'existence d'une phase de croissance

particulaite qui s'effectue dans l'espace périplasmique des bactéries hôtes [27, 166,230].

#1
TI est démontré par Abram et Shilo (2) que Bdellovibrio présente plusieurs fibres rigides

émergents ressemblant à des ongles dans l'extrémité antérieure et qui sont impliqués dans le

processus d'attache à la cellule hôte. Le matériel nucléaire occupe les deux tiers du volume

bactérien et l'enveloppe cellulaire apparaît limitée à l'extérieur p~ trois couches: deux feuillets

denses séparés par un feuillet clair qui présentent un aspect très tourmenté [30, 199).

En effet, la bactérie prédatrice Bdellovibrio bacteriovo~. se déplace rapidement par rotation

d'un seul flagelle polaire avec une vitesse atteignant jusqu'au 35 J.1IDs.t pour la souche 109J et

160 J.1mS.i pour la souche 00100 [159].

9
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~1
Ce flagelle sera perdu pendant la phase d'attache ou immédiatement avant l'entrée

à la cellule de la proie [214].

La largeur du flagelle est généralement uniforme (d'approximativement 28 J.lm)

[156].

En effet, le flagelle a comme ongme la paroi cellulaire. Il a une forme

morphologique ondulée tendue complexe et constituée de deux portions: l'une est centrale

et l'autre est un fourreau externe composé à leur tour de deux majeures bandes de

protéines du flagelline, dont l'un est d'approximativement 29.5 Kdalton et l'autre

d'approximativement 28 Kdalton. L'épaisseur du fourreau est d'approximativement 7.5

J.lm[2,95, 179,215].

111.4.Mécanisme de prédation:
jl

Pour que le Bdellovibrio infecte la proie, il doit y pénétrer la membrane cellulaire

externe de la paroi ainsi que la couche de peptidoglycane. La pénétration est assurée par

une action mécanique due au mouvement rapide du flagelle de Bdellovibrio accompagnée

de réactions enzytnatiques variées. Ces dernières jouent un rôle significatif dans le

processus de pénétration [55,96,214].

Les enzymes impliqués sont:

-/ Lipopolysacharidase.

-/ Glycanase (solubilise rapidement 10% N-acetyl glucosamine durant la

pénétration).

-/ Déacetylase (déacetylation de peptidoglycane en le rendant plus loin

insensible à l'attaque parJglycanase).

-/ Péptidase: il est exhibé par toutes les souches de Bdellovibrio et sert à casser

les chaînons croisés de peptidoglycane [221].

La mort rapide de la cellule proie et la capacité de Bdellovibrio de vivre dans

l'espace périplasmique a fait pousser les recherches sur les mécanismes de ces phénomènes.

En effet, il est admis que Bdellovibrio provoque la mort de la cellule hôte, en implantant sa

protéine membranaire dans la membrane cytoplasmique de la cellule proie [220], ou en

10
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provoquer immédiatement la chute du potentiel membranaire de la cellule cible permettant ainsi

l'écoulement du cytoplasme dans la partie périplasmique afm de faire nourrir le prédateur [219).
4 1

111.5.Ecologie du Bdellovibrio:

Cette bactérie est abondante dans la nature [75). Elle se retrouve typiquement dans le sol, le.s

eaux d'égout, les eaux douces, les mers et les sédiments [48,63,103,110,230].

Bdellovibrio joue un rôle très important dans le processus écologique d'autoépuration en

diminuant le nombre des bactéries pathogènes dans les systèmes aquatiques [117, 161, 195].

En effet, la colonisation des surfaces par les biofilms présente une stratégie importante dans

l'écologie de Bdellovibrio et un mécanisme important pour la survie dans les écosystèmes

aquatiques [106, 107, 239, 240]. Comparativement à d'autres bactéries, elle s'y trouve à des

concentrations relativement moindres dans la nature.

41
Bragimov a trouvé que les vaches, chevaux, cochons, et les canards hébergent cette bactérie

dans leurs intestins. De même les gents présentant un bon état sanitaire peuvent porter cette

bactérie dans les intestins [21,50,51).

111.6.Cycle biologique du Bdellovibrio :

Le cycle de vie de Bdellovibrio bacteriovorus est résumé dans la figure 01.

IU.6.1. La phase d'attaque:

Dans cette phase, le prédateur se déplace rapidement et peut faire jusqu'au 100 rotations, par
i

seconde (équivalent à une distance d'un mètre par deux heures afin de chercher la proie [167]. Au

cours de cette phase, il n'existe aucune epfssance ou réplication d'ADN (219). La connaissance et

l'invasion de la cellule hôte par Bdellovibrio est un processus complexe nécessitant des cascades de

multiples signaux [132, 211). Le chimiotactisme et la rapidité du déplacement du prédateur

constituent des points critiques pour la survie de celui-ci dans les habitats naturels [207].

11
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La rapidité du déplacement est générée par un seul long flagelle polaire fourré (114].

La phase d'attaque tire profit d'un large répertoire de protéines responsables du phénomène

de chimiotactisme servirant à sentir les différents signaux chimiques pour pouvoir localiser la proie.

Les recherches récentes ont montré que la s<{lfhe Bdellovibrio bacteriovorus 109 J possède au moins

13 mcp (Chemotaxis Protein réceptor ofMethyl) (59].

111.6.2. La phase d'attache:

Cette étape suit la phase de reconnaissance et dure de 15 à 30 minutes (1] et peut être

réversible [28]. En effet pour effectuer une liaison irréversible, le prédateur doit former une

jonction très forte avec la cellule proie, puis la cellule cible commence à tourner autour d'elle

même. Ensuite les deux cellules: prédateur-proie tournent comme une seule unité, et à ce moment le

prédateur propulse le microbe en avant à la vitesse maximale (76].

Il est montré que le prédateur attaque la proie par l'extrémité antérieure qui est opposée à

celle du flagelle dont plusieurs fibres rigides émergent de cette extrémité et servent à s'accrocher sur

la couche extérieure de la proie, par suite la membrane cytoplasmique sera détruite [2, 174].
~1

III.6.3. La phase de pénétration:

Dans cette étape le prédateur commence à percer le site gonflé de l'enveloppe cellulaire de

l'hôte (28], et forme un pore en appliquant une pression [197] et en secretant des enzymes qui

servent à casser la membrane externe et la couche de peptidoglycane de l'hôte [217]. Ces enzymes

sont probablement associés avec des mésosomes antérieures et servent à relâcher la jonction entre

les deux couches permettant au prédateur d'entrer sans entraîner la couche de la paroi de l'hôte avec

lui [229J. Ceci est suivi d'une désorganisation complète de l'organisation interne de la cellule hôte

[191].

La violente collision suivie des mouvements rotatifs sont suggérés comme des facteurs

responsables de la formation de pore [203, 206]. Dernièrement, il a été suggéré que le pili

constitue un autre moyen pour l'entrée de Btl-llovibrio[159].

12
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L'étape de pénétration sera SUIVIe automatiquement par l'inactivation du

métabolisme cellulaire de l'hôte et par la perte de sa viabilité [184]. Le prédateur demeure

ensuite dans l'espace périplasmique de la cellule envahie [164].

111.6.4. La phase de croissance:

Pendant la phase de croissance, le Bdellovibrio reste immobile et utilise des

enzymes pour digérer le périplasme <!,la cellule hôte en le dégradant à des composants

macromoléculaires. Cette digestion assure l'énergie nécessaire pour la croissance et la

réplication du prédateur [93, 201].

La croissance se manifeste par l'élongation d'un filament spiral [199, 181, 204],

qui est un caractère commun avec la famille des spiralés [1]. L'extension de ce filament se

développe généralement en cinq à dix fois la longueur de la cellule infectée, et peut

même atteindre jusqu'au 20 fois la taille initiale. Elle se produit à l'extrémité non

flagellaire du Bdellovibrio [27, 169].

Généralement la cellule infectée gonfle et perd l'intégrité osmotique, cette forme

se nomme sphéroplaste ou bdelloplaste [187,193]. Le bdelloplaste est limité par une seule

membrane lisse qui est la couche généralement associée avec le lipopolysaccharide de la

paroi cellulaire de l'hôte. Cette couche offre la protection contre les dommages induits

par la photo-oxydation, l'attaque des ~l1lges ainsi qu'elle augmente la résistance contre les

polluants et assure la rétention des nutriments disponibles [61].

111.6.5. La phase de segmentation et libération:

Le mécanisme de division consiste en une division asymétrique d'un long filament

se traduisant par des phénomènes de dépression de la paroi cellulaire dans les régions de

division [34, 202]. Les flagelles sont formés au cours de la régénération de la paroi

cellulaire mais avant la fragmentation du filament [100].

Les mésosomes jouent un rôle important dans le processus de division [170]. Une

fois que la cellule envahie est pleine avec la nouvelle génération de prédateurs, la paroi

du bdelloplaste sera lysée pour libérer les nouvelles cellules jeunes qui sont prêtes à

attaquer d'autres bactéries [115, 167]. Le cycle de vie dure généralement de trois à quatre

heures [136]. # 1

13



'_/-- .. ,...-.-."..,,-' ..•..... ' .f:. '..
1. . _ t

~
fï1U;;;;;;]

r~Pre.y Lcc~on 1

EI-Kennar est limité au nord par la mer méditerranéenne, à l'Est par la commune

de Sidi Abdel Aziz, au Sud et à l'Ouest par la commune de Chekfa.

Fig 01. Cycle de vie de Bdellovibrio bacteriovorus [115].
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La zone marécageuse appelée communément Ghedir Beni-Harnza (zone humide)

se situe à une vingtaine de kilomètres à l'Est de la ville de Jijel dans la Daïra de Chekfa,

dans le secteur de Faza au sud du village d'EI-Kennar et auquel elle est rattachée

administrativement.

IV. Présentation de la zone d'é!'lde:

La plus grande partie des sols <lesplaines, proprement dites, sont soumises à des

excès d'eau d'origines diverses. Les fortes précipitations arrosant ces plaines sont à

l'origine de l'engorgement des sols peu perméables.

Ce marais est localisé dans la partie orientale de la plaine alluviale de Oued-Nil,

qui fait partie des plaines côtières qui s'étendent le long du littoral et qui appartienne au

bassin néogène de Jijel. Ces plaines sont entourées dans ses secteurs méridionaux de

reliefs de la petite Kabylie.
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En aval de la plaine alluviale, les fortes précipitations contribuent par

ruissellement à engorger les zones ba~sls, les vallées, les dépressions fermées tel Ghedir

Beni-Hamza [123].

Dans le centre de ce Ghedir, l'eau persiste pendant la plus grande partie de l'année.

La surface planimétrique du marécage obtenue à partir de la carte topographique

de la région (NJ-31-VI-24 Est) est de 50 ha dont les coordonnées Lanbert sont:

• Longitude: 5° 55' 00"-6° 00' 00" Est.

• Latitude: 36° 47'30"-36° 50'00" Nord.

• Altitude: 25-30 m.

IV.1. Etude géologique

-}
Les données des forages et celles des sondages mécaniques géophysiques du

secteur sud d'El-Kennar, ont révélé la connaissance des différents termes lithologiques du

marais étudié et leur disposions structurales qui peuvent être synthétiser comme suit:

-Une mince couche de terre végétale (0-2 m).

- Les alluvions récentes qui sont représentées pour l'essentiel de débris de schistes, de

galets, de graviers, de sables et d'argiles. Ces alluvions forment l'aquifère de la nappe

superficielle de la plaine d'Oued Nil.

- Les marnes bleues du Miocène terminal (Sahélien) particulièrement exprimés dans la

partie méridionale de la vallée d'Oued-Nil d'une épaisseur variante de 20 et 30 mètres

[50].

-Les formations détriques du Miooèle supérieur (Pontien) comprenant de cailloutis,

des galets et des argiles. Ces formations d'une épaisseur variante entre 30 et 50 mètres

(données de sondage).

-Les marnes grises du miocène inférieur (Burdigalien) qui représentent le substratum

de la nappe aquifère de la vallée de Oued Nil et qui reposent en discordance sur les

formations de l'oligo-Miocène Kabyle d'une épaisseur variant entre 300 et 500 mètres.
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-Les formations de l'oligo-Miocène Kabyle (l'O-M-K) qui forment la couverture

sédimentaire transgressive du socle Kabyle [19, 157, 158] et qui sont constituées par des

formations détritiques comportant trois termes:

• Un terme de base, formé de conglomérats reposant en discordance sur le socle.

• Un terme médian, comportant des grés micacés à débris de socle associés à des

pélites micacées.

• Un terme sommital formé de silexites.

- Les formations métamorphiques du socle Kabyle qui formént la limite méridionale de

la zone étudiée. Elles sont représentées par des schistes et des psammites comme elles
~1

forment la plus basse unité géologique de la région [50].

IV. 2. Etude géomorphologique:

Le bureau d'étude FANDASIOL nous a permis de distinguer que le site Faza

présente une configuration topographique assez contraignante. Le Nord étant une zone où

dominent les pentes les plus faibles, notamment inférieures à 21%, les zones à pente

inférieures à 5% se localisent surtout à l'extrême Nord [56].

Les pentes très fortes se localisent dans la partie Est de Faza. Elles coïncident avec

les massifs élevés constitués des formes métamorphiques très altérées. La contraignante

ici est liée à la rupture des formations superficielles et aussi à la pente élevée.

D'une manière générale, le site Faza présente une disparité nette entre le Nord à

faibles pentes favorables donc aux act'Ïœs d'aménagement, la condition qui s'impose est le

drainage des eaux qui pourraient stagner au niveau du fond de la plaine (marais).

À cette disparité topographique se greffe une disparité morphologique. La

première zone correspond à une morphologie de glacis et de plaines alors que la seconde

étant des monts plus ou moins élevés présentant parfois des versants à pentes très abruptes

[56].
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IV.3. Aperçu hydrolo~que:

Les principaux cours d'eaux proches de la région étudiée sont situés à l'Ouest, qu'ils

s'agissent de l'oued Nil et de son affluant Oued Saayoud.

La partie orientale du marécage est connectée aux Chaâbet à l'écoulement temporaire qui

viennent y déverser leurs eaux (Chaâbet Tousse!, Chaâbet EI-Bechir et Chaâbet Boutata).

IV .4. Etude hydrogéologique:

La région de Jijel est riche en ress~J.ces hydriques. En général le bilan hydrique des plaines

côtières peut être réparti en: ruissellement (42%), précipitations et évaporations réelles (53%).

Les données de la compagne de prospection géophysique réalisé par Algeo [4] dans la plaine

alluviale de Oued Nil ont permis la détermination de trois types d'aquiÎeres:

• Un aquiÎere superficiel formé par les horizons sableu.x et graveleux des alluvions
,

récentes et dont le substratum est formé par les marnes bleues imperméables du

sahélien.

Cet aquifère comporte une nappe perchée temporaire. Cette nappe est dans son ensemble

libre et son épaisseur varie de 2 à 10 mètres. Le niveau piézométrique de cette nappe superficielle

est fonction des précipitations. Le niveau statique est d'environ 2.5 mètres dans la partie orientale.

• Un aquiÎere formé par le;; tlépôts continentaux grossiers du Pontien. D'après les

données géologiques, cet aquiÎere est représenté par des alluvions anciennes

d'environ 35 mètres.

• Un aquiÎere dans les formations métamorphiques. En effet, les formations

métamorphiques les plus souvent :fracturées par les accidents tectoniques présentent

une certaine perméabilité.
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Fig 02. Coupe Schématique Nord- Sud de la partie Sud d'EI-Kennar (Région Faza) [56].

IV. 5. Aspect socioéconomique:

La région d'EI-Kennar est essentiellement à vocation agricole. Elle participe pour

une grande part à la production de la wilaya de Jijel. Entre autre, nous pouvons observer

des activités de pâturage autour du marais.

IV.6. Etude Climatologique:

Les conditions climatiques plus que d'autres facteurs jouent un rôle déterminant

dans le régime des cours d'eau et des éclulements de surface et de profondeur [36].

L'analyse climatique réalisée à partir des données de la région de Jijel établie par

l'office national de météorologie (O.N.M), nous donne un climat du type méditerranéen,

(un été chaud et sec et un hiver doux et humide), avec des précipitations annuelles entre

1000 et 1400 mm, ce qui qualifie la région d'être une des plus arrosées d'Algérie.

IV.6.1. Pluviométrie:

Dans le tableau N°O l, nous avons regroupé les moyennes des précipitations

mensuelles de dix années consécutives soit de 1996 à 2006.
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Tab. 01. Répartition mensuelle en moyennes~dls précipitations de la wilaya de Jijel (1996-2006).

Mois J F M A M J J A S 0 N D Moy

Période 160.2 107.3 45.8 73.8 49.5 13.77 4.85 20.22 89.5 63.7 172.6 191.2 99.4

96-06

Hauteur (mm)

250

200
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100

50

o
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I-+- Hauteur (mm) 1

Fig .03. Répartition mensuelle en moyennes des précipitations de la wilaya de Jijel (1996-2006).

IV.6. 2. Température:

La température de l'air est un facteur ayant une grande influence sur le bilan hydrologique

car elle conditionne le déficit d'écoulement (évapotranspiration).

Le tableau ~02 donne la répartition mensuelle des températures enregistrées par la station

de Jijel pour la période 1996-2006.

Tab. 02. Répartition mensueJle en moyennes des températures de la wilaya de Jijel (1996-2006).

Mois J F M A M J J A S 0 N D Moy
Période 11.34 11.26 13.61 15.35 18.66 21.77 24.97 26.03 23.55 20.82 15.73 12.37 17.95

96-06
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Fig. 04. Répartition mensuelle en moyennes des températures de la wilaya de Jijel (1996-2006).

IV.6. 3. Le vent:

La région de Jijel est connue par des vents NNW -. SSE. Ces rafales touchent toute la

côte.

IV.6. 4. Humidité-évaporation:

D'après les données récoltées dans la station de Jijel, la moyenne mensuelle de l'humidité

relative est égale à 73 %, et la moyenne mensuelle de l'évaporation est de 81mm.

IV.6. 5. Diagramme ombrothermique de Gaussen:

Ce diagramme représenté par Gaussen et Bagnoule en 1953 permet de caractériser les

saisons d'une région méditerranéenne et d'avoir une idée sur la durée et l'intensité de la période de

sécheresse.

D'après les mêmes données, nous pouvons constater une période sèche qui s'étale du mois

de mai au mois d'août, soit 3 à 4 mois.
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Fig. 05. Diagramme ombrothetmique de Bagnoule et Gaussen.

IV.7. Faune remarquable:
~1

Le marais d'El-Kennar joue un rôle important pour l'accueil des oiseaux d'eau. C'est un site

de nidification du Grèbe castagneux, de la Cigogne blanche, du Fuligule nyroca, de la poule d'eau,

la Foulque macroule, et de la poule sultane. Les hivernants sont représentés principalement par: le

grand cormoran, la grande aigrette, le canard souchet, le canard pilet, le canard siffleur, le canard

chipeau, la sarcelle d'hiver, le fuligule milouin, le fuligule morillon, le petit gravelot, le grand

grave/ot, le vanneau huppé, le bécasseau au minute, le bécasseau variable, le bécasseau au cocorli

et la barge à queue noire. Il abrite aussi des estivant non nicheur tel que la grèbe à cou noir, le

héron cendré, le héron pourpré, en plus de nombreuses espèces de passage tel que la bécassine des

marais, la barge à queue noir ... etc (Tab. 03).

De nombreuses espèces de mammifères, de reptiles, d'amphibiens et de poissons sont notées

régulièrement dans le marais; les plus importants sont le sanglier Suscrofa Gambusia affinis, Rana

saharica, Mauremys leprosa. La classe des adonates est représentée principalement par Anax

imperator,lschnura graellsii etAeshna m!ta [39].
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Tab. 03. Inventaire des espèces animales de la zone humide de Jijel-EI-Kennar- [39].

Mammifères
Known suscrofa

oiseaux
Ardea cinerea
Ewetta garzetta
Bubulcus ibis

Anas crecca crecca
Anas clypeata

• Aythyaferina
Aythya nyroca
Buteo rufinus
Fulica will atra

Tachybaptus ruficollis
Gallinago gallinago

Poissons
Gambusia affinis

Amphibiens
Rana saharica

Reptiles
Mauremys leprosa

Insectes/Odonates
Light virens

Ischnura graellsii
Aeshna mixta
Anax imperator

Sympetrum striolatum
Hémiptères # "1

Naucoris maculatus
Notonecta obliqued
Plea minutissima

IV.8. Flore remarquable:

Le marais d'EI-Kennar est un étang très riche en végétation. Il est bordé de Juncus actus et

Juncus maritimus et de nombreuses espèces vivaces tel Renanculus fucaria, Renanculus sardous,

Asphodelles aestirus, Cyndon dactylon et Paspalum distichum. Dans le plan d'eau, nous observons

Numphaea alba, Phragmites australis, Tamarix gallica, Typha auguste/olia et Renanculus baudofii.

Cet herbier aquatique joue un rôle important pour le maintien de la faune et principalement

l'avifaune nicheuse qui l'utilise comme abris pour la construction de leurs nids.

22



Synthèse bibliographique

D'une manière globale, des travaux sont encours pour recenser et inventorier

toutes les espèces animales et végétales (Mayache in prep, Bouldjedri in prep).
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MATERIEL ET METHODES:

J. Prélèvement des échantillons d'eau:

Les échantillons sont prélevés au moyen des flacons en verre d'une contenance de 250

ml fermés hermétiquement et préalablement bien stérilisés dans un four Pasteur à une

température de 175
c
C pendant 2 heures.

Les flacons de prélèvements sont plongés dans l'eau du marais fermés. Nous les

ouvrons à une profondeur de 25 cm et nous les rinçons 2 à 3 fois avec l'eau de marais avant de

les remplir et les fermer dans l'eau (88). Ds sont transportés directement au laboratoire dans des

glacières de 4 à 6° C pour éviter toute prolifération bactérienne [163].
•1

Nous avons débuté l'échantillonage à partir du mois de Janvier jusquau'au mois de Juin,

ainsi que nous avons réalisé des dizaines de prélèvements.
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II. Analyse bactériologique:

Les analyses microbiologiques ont pour objectif de mettre en évidence la présence ou

l'absence des bactéries ou des micro-organismes eucaryotes qui modifient la qualité

organolytique d'une eau.

En effet, notre travail repose largement sur la numération des cellules bactériennes

selon deux techniques: la première repose sur la mesure directe de turbidité, alors que la

deuxième repose sur une estimation indirecte des cellules bactériennes en milieu liquide

(méthode du NPP: nombre le plus P'i0bable). Ces deux techniques sont utilisées pour le

dénombrement des micro-organismes aquatiques du marais et dans l'étude du pouvoir auto-

épurateur de l'eau pour déterminer le rôle du micro-prédateur Bdellovibrio bacteriovorus.

II.1. La méthode du nombre le plus probable:

Elle représente l'une des plus anciennes applications des statistiques à la microbiologie,

puisqu'elle a donné lieu à des publications dès 1908 par Phlps et 1915 par McCrady [133, 50]].

II.1.1. Principe:

Cette méthode est une estimation statistique du nombre de micro-organismes supposés

distribués dans l'eau de manière parfaitement aléatoire (loi de poisson). Dans ce type de

méthode, les bactéries se multiplient librement dans le milieu liquide. En cas de présence,

l'ensemble du milieu liquide inoculé vire à la "positivité" (trouble ou virage de l'indicateur). Un

jugement quantitatif est possible en jouâtl sur les volumes de la prise d'essai [163].

Cette méthode sera donc utilisée pour des eaux contenant une quantité de

microorganismes plus importante que les eaux de consommation [158], comme elle est utilisée

pour la recherche des micro-{)rganismes en petit nombre ou ayant subi un stress empêchant leur

croissance sur milieux gélosés sélectifs [175]. Dans le cas de l'eau, il s'agit essentiellement de

la détection des coliformes fécaux [143].

En pratique, suite à l'utilisation des milieux sélectifs ou des réactions biochimiques

spécifiques, on peut mettre en évidence la présence ou l'absence d'une bactérie appartenant à un

groupe particulier: coliformes, streptocoques fécaux, entérocoques, ... etc [163]. Cette méthode
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présente l'avantage de ne prendre en compte que les germes vivants (ou réviviables) et aptes à

se développer dans le milieu sélectif ehoisi [88}.

H.l.2. Lecture:

Après incubation, on compte les tubes positifs (apparition d'un trouble, virage de

eolorant, dégagement gazeux) dans les dilutions sueccssives ct on retient le nombre

caractéristique constitué par les trois chiffres écrits dans l'ordre des dilutions croissfuîtes en

commençant par le nombre correspondant à la plus grande dilution pour laquelle tous les

tubes sont positifs [19}.

II.I.3. Expression des résultats:

Cc nombre caractéristique obteru:l:eorrespond d'après la table de Mac Grady au nombre

de bactéries présentes (NPP) dans le prélèvement correspondant à la plus faible dilution prise

en compte. Le calcul de concentration cellulaire dans la suspension initiale sc fait en tenfuît

compte les dilutions effectuées [19}.

De ~v1At~a estimé en appliquant la méthode de calcul de PAR..~OW [40,148] les

probabilités associées aux différents nombres caractéristiques ct a construit ainsi des tables

indiquant pour chaque nombre caractéristique:

Il Le~rpp;

Il Les limites de confiance à 95% et 99%;

I! La catégorie de probabilité.

H.2. La mesure directe de la croissancl bactérienne:

II.2.1. P.~ncipe:

Une culture bactérienne sc comporte comme une suspension colloïdale absorbante et

réfléchissant la lumière qui passe à travers elle. Dans eertaines limites, la lumière absorbée ou

réfléchie par la suspension bactérienne peut être directement proportionnelle à la concentration

des cellules dans la culture évidemment pour une longueur d'onde donnée.
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•1

Matériel:. et méthodes

Nous mesurons le pourcentage de la lumière absorbée (la turbidimétrie) par une

suspension bactérienne. Pour de telles déterminations, on utilise un spectrophotomètre qui

exprime le plus couramment ces valeurs sous forme de densité optique (D.O) définie comme

suit:

Si 1: intensité de la lumière incidente.

Io:intensité de la lumière transmise.

La transmission T=I/Io.

•1
La longueur d'onde choisie est celle correspondante au minimum d'absorption pour le

milieu de culture soit 546 /lm. L'échantillon à cette longueur d'onde est analysé pour son

contenu total en protéines [119].

II.3. Dénombrement des micro-organismes dans l'eau:

II.3.1. Dénombrement des germes totaux:

Après avoir bien agité l'eau échantillonnée, nous avons préparé des dilutions(lO-1, 10-2,

10-3, 10-4, 10-5) de l'eau du marais d'El-Kennar en utilisant l'eau physiologique stérile (0.9%0 Na

Cl) puis ensemencé en masse dans la gélose PCA deux séries de boites de Pétries dont la

première est placée à 22 Co pendant 72 heures est l'autre à 37Co pendant 48 heures selon les

normes internationales ISO 6222 [98].

La gélose PCA est utilisée po'u1le dénombrement de la flore totale et ne présente pas

d'exigences particulières. Elle est recommandée par "American Health Association" [120].
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.:. Lecture:

Chaque colonie étant par convention considérée comme ayant été engendrée par un seul

micro-organisme. Les résultats sont calculés par la moyenne de deux boites de la même

série de dilution (incubées à 37° C ~ulà 22° C) .

•:. Expression des résultats:

Les résultats sont exprimés en nombre de micro-organismes réviviables par millilitre.

II.3.2. Dénombrement des germes de contamination fécale:

II.3.2.1. Dénombrement des coliformes totaux et thermotolérants:

.:. Principe:

Selon l'organisation internationale de standardisation (ISO) le terme "coliforme"

correspond à des organismes en bâtonnets, non sporogènes, Gram négatifs, facultativement

anaérobies, capables de croître en présence des sels biliaires ou d'autres agents de surface

possédant des activités inhibitrices de croissance similaires et capables de fermenter le lactose

(mannitol) avec production d'acides et d'aldéhydes et présentant une réaction négative vis-à-vis

de l'oxydase. ~.l

Selon la norme internationale ISO 9308-3 sont considérés comme coliformes totaux les

microorganismes capables de croître en aérobiose à 37° C :l: 1° C soit en milieu liquide bilié au

vert brillant (BLBVB) soit dans un bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol (BCPL) avec

production d'acide et de gaz en 48 heures à partir de la fermentation du lactose présent dans les

milieux déjà cités [99].

Selon la norme internationale ISO 9308-3, les coliformes thermotolérants ou coliformes

fécaux sont des coliformes qui fermentent le lactose à 44° C:l: 0.5° C [99] .

•:. Procédure:

La colimétrie permet de déceler et de dénombrer les germes coliformes parmi ces

germes Escherichia coli dont seule l'origine de contamination fécale. Le test original de mise

en évidence des coliformes utilisé pour répondre aux défmitions précédentes comporte le test
~1

de présomption et de confIrmation.
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o L'étape présomptive:

Après avoir bien homogénéisé l'échantillon, nous avons réalisé cinq dilutions décimales

successives (10-1, 10-2, 10-3, 10-4, 10-5) avec trois tubes par dilution à partir de l'échantillon en

utilisant des tubes de 9 ml d'eau distillée stérile selon la norme NFT 90-400 [160], puis à partir

de la suspension mère et de chacune de ses dilutions, nous avons inoculé trois tubes de milieu à

raison d'un millilitre par tube. Le déhlmbrement est réalisé en milieu liquide sur bouillon

lactosé au pourpre de bromocrésol avec cloche à simple concentration [16].

Le BCPL sert à mettre en évidence la fermentation du lactose par le virage d'un indicateur

de pH au jaune.

Nous avons incubé les tubes ensemencés dans l'étuve à 37° C pendant 24 heures. Pour une

réaction négative nous laissons les tubes dans l'étuve pendant 48 heures.

o L'étape de confirmation:

En effet dans le test présomptif peuvent se produire des faux résultats en présence

d'autres germes autres que les coliformes tel Bacillus et Aeromonas. Pour la recherche des

coliformes nous avons ensemencé chaque tube de BCPL positif dans un tube de bouillon

lactosé bilié au vert brillant et incubé à 37° C :f: 1° C pendant 48 heures et dans un tube

contenant le milieu de Schubert à 44° C :f: 0.5° C pendant 24 heures selon la norme

internationale ISO 9308-3. Ce de~i! milieu sert à mettre en évidence les coliformes

thermotolérants [99] .

•:. Lecture:

Pour les coliformes totaux sont considérés positifs les tubes BLBVB dans lesquels nous

observons un trouble dû au développement bactérien et un dégagement gazeux dans la cloche

de Durham. La production d'indole parles coliformes thermotolérants peut nous orienter vers

E.coli.

Nous pouvons la mettre en évidence par ajout de réactif de Kowacs dans le milieu de

Schubert positif après incubation. La production d'indole se manifeste par l'apparition d'un

anneau rouge qui se rassemble à la surface du tube.

,/ S'il' Y a fermentation du lactose avec production de gaz à 44° C et production

d'indole, conclure à la prés~nre d'au moins un E.coli dans le tube initial.
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./ S'il' Y a fermentation du lactose avec production de gaz à 44° C sans production

d'indole, conclure à la présence d'au moins un coliforme thermotolérant dans le tube

initial.

./ S'il' Y a fermentation du lactose avec production de gaz à 37° C mais pas à 44° C,

conclure à la présence d'au moins un coliforme dans le tube initial.

.:. Expression des résultats:

On utilise la méthode du NPP à trois tubes par série, en ne prenant en compte que les

résultats positifs des milieux confIrmatifs.

II.3.2.2. Dénombrement des streptocoques fécaux:

.:. Principe:

Les streptocoques fécaux sont des cocci Gram positif, formant quand ils sont cultivés en

milieu liquide des diplocoques, des chaînettes. Il sont catalases négatives et possédant un

antigène de groupe D. Cet antigène correspond au polyoside C pariétal, caractéristique des

streptocoques et support de la spécifIcité du groupe.
~1

Dans la norme ISO 9308-3, sont considérés comme streptocoques D, les

microorganismes donnants une réaction positive après 48 heures de culture dans un bouillon

glucosé à l'azoture à 37° C et une réaction positive après 24 heures ou 48 heures sur milieu

Litsky [99]. La technique de cette recherche se fait en deux étapes:

o L'étape présomptive:

Après avoir bien homogénéisé l'échantillon, nous avons réalisé cinq dilutions décimales

successives (l 0-1
, 10-2

, 10-3
, 10-4

, 10-5
) avec trois répétitions par dilution à partir de

l'échantillon en utilisant des tubes de 9 ml d'eau distillée stérile, puis à partir de la suspension

mère et de chacune de ses dilutions, nous avons inoculé trois tubes de milieu à raison d'un

millilitre par tube.

Le dénombrement est réalisé en milieu liquide sur bouillon glucosé à l'azoture (Rothe)

avec cloche à simple concentration. ~l

Nous avons incubé les trois tubes ensemencés dans l'étuve à 37° C pendant 24 heures si

la réaction est négative les tubes sont laissés séjournés pendant 48 heures.
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.:. Lecture:

Les tubes considérés comme positifs sont les tubes pour lesquels nous observons un

trouble due à une croissance bactérienne.

o L'étape confirmative:

À partir de chaque tube positif nous avons ensemencé à l'aide d'une anse calibrée un

milieu de Litsky que nous l'avons incubé à 37° C pendant 24 heures ou 48 heures selon le cas .

•:. Lecture:

Dans le milieu Litsky, la présence de streptocoques D se caractérise par l'apparition d'un

trouble dû au développement bactérien avec ou sans dépôt violet.

.:. Expression des résultats:

On utilise la méthode du NPP à trois tubes par série, en ne prenant en compte que les
·1résultats positifs des milieux confirmatifs.

II.4. Détermination de la qualité microbiologique de l'eau (recherche microbienne

et isolement des micro-organismes pathogènes):

II.4.1. Principe:

Les milieux utilisés afm d'isoler les microorganismes sont la gélose nutritive qui est un

milieu ordinaire permettant à la culture de la majorité des bactéries. Aussi nous avons utilisé la

gélose de Mac Conkey qui est un milieu différentiel utilisé pour la détection des coliformes et

des Entérobactéries pathogènes et dont elle permet leur croissance. Le développement des

bactéries n'appartenants pas à la famille des Entérobactéries est inhibé par les sels biliaires. Elle

est utilisée pour séparer les Entérobactéries fermentant le lactose (Lac+) de celles ne le

fermentant pas (Lac}

La fermentation du lactose cotliluit à la production des acides qui affectent l'indicateur

de pH présent dans ce milieu avec l'apparition d'un halo (sel biliaires) [191]. Les bactéries

(Lacl donnent des colonies rouges tandis que les bactéries (Lac) forment des colonies

incolores [89].

Enfin nous avons utilisé la gélose de Chapman qui est un milieu sélectif pour isoler les

staphylocoques et empêche la croissance des germes Gram négatif.
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II.4.2. Procédure:

Nous avons stérilement prélevé par une anse de platine un inoculum de l'échantillon

bien homogénéisé puis ensemencé par des stries à chaque fois les géloses déjà citées ( gélose

nutritive, Mac Conkey et Chapman) et incubé à 37° C pendant 24 heures.

II.4.3. Isolement et purification des souches fermentant le lactose (Lac+):

Sur les trois géloses mises en culture, nous avons choisi les colonies suspectes ou

désirées et les repiqué dans des nouvelles boites géloses afin de vérifier la pureté des souches.

Le repiquage sur milieu Mac Conkey permet aussi de vérifier si la fermentation du lactose est

effective ou non. Ces milieux gélosés sont ensemencés en surface par stries et incubés à 37° C

pendant 24 heures. 4 1

II.4.4. Identification:

II.4.4.1. Caractéristiques morphologiques:

Dans les conditions données, chaque espèce bactérienne développe une colonie de

taille, de forme, de couleur et de consistance caractéristiques [191].

Nous avons noté pour chaque type des colonies distinctes les caractères suivants (diamètre,

contour, élévation, couleur, surface).

II.4.4. 2. La coloration de Gram

Cette coloration aide à déterminer deux grands groupes appelés Gram positif et Gram

négatif. Elle nous permet aussi de connaître la morphologie et le mode de regroupement des

bactéries. Sur des lames dégraissées et à partir de chaque milieu d'isolement, nous avons

prélevé par l'anse de platine une 4 ~lonie bactérienne et l'étalé sur une goutte d'eau

physiologique déposée sur la lame que nous avons laissé sécher à l'air libre puis fixé par simple

passage sur la flamme de bec benzen .

Chaque frottis fixé à la chaleur est coloré pendant une minute au violet de gentiane, il

est ensuite rincé rapidement à l'eau courante, traité pendant une minute par la solution de Lugol

et de nouveau rincé rapidement.

Nous soumettons alors le frottis coloré à une étape de décoloration en le traitant avec

l'alcool. C'est l'étape critique: la lame est maintenue inclinée et on fait couler le solvant sur le

frottis pendant une à trois secondes. Celui-ci est alors rincé immédiatement à l'eau courante. À

ce stade, les cellules Gram négatives seront incolores, les cellules Gram positives restent
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violettes. Nous soumettons ensuite le frottis à une contre coloration de trente secondes à la

fushine pour recolorer les cellules Gram négatives présentes. Après un bref rinçage, nous

séchons le frottis au papier buvard et nous examinons à l'objectif à immersion x 100.

Nous avons appliqué la coloration de Gram sur des jeunes cultures (18 heures)

préalablement bien isolées.

II.4.4.3. Identification biochimique

Seul les colonies qui son) apparues sur Mac Conkey ont été identifiées

biochimiquement. Ces colonies sont conservées sur gélose inclinée avant d'être identifiées.

a. Galeries biochimiques classiques pour les coliformes:

a. 1. Test du mannitol-mobilité:

.:. Principe:

Le milieu utilisé est celui de mannitol-mobilité. Ce milieu faiblement gélosé en culot

met en évidence la fermentation du mannitol par certaines bactéries qui entraînent

l'acidification du milieu, indiqué par le virage d'un indicateur coloré de pH, le rouge de phénol

deviens jaune à pH acide et rose à pH alcalin.

Ce milieu permet simultanément d'établir la mobilité éventuelle des bactéries

matérialisée lors par leur diffusion autour de la piqûre centrale d'ensemencement du milieu .

•:. Procédure:

Nous avons ensemencé ce milieu par piqûre centrale à l'aide d'une anse de platine

pointue à partir des boites d'isolement et incubé à 37° C pendant 24 heures.

a. 2. Test au rouge de méthyle (RM):

.:. Principe:

C'est un test qualitatif qui permet de distinguer les Entérobactéries productrices de

fortes concentrations d'acides (RM+) des bactéries faiblement productrices (RM-), par

l'acidification fmale d'un milieu peptoné glucosé tamponné au phosphate après fermentation du

lactose. Le rouge de méthyle est l'indicateur de cette acidification, il vire au jaune à un pH >6.3

et au rouge à un pH<4.2.
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.:. Procédure:

Acide acétique Acide formique

La réaction est étudiée dans le bouillon Clarck et Lubs qui permet de mettre en évidence

cette caractéristique. L'ensemencement se fait par inoculation à partir de boîtes de repiquages et

l'incubation se fait dans les conditions habituelles. Après incubation, ajouter une à deux gouttes

de rouge de méthyle et la réaction est instantanée.

a. 3. Le test de Voges-Prauskauer (VP):

.:. Principe:

Ce test détecte la capacité de synthèse de l'acétoine par un micro-organisme (acétyle

méthyle carbino) qui est un métabolite spécifique intermédiaire de la fermentation

butandiolique (vPl, elle-même caractéristique de certains Entérobactéries.

Dans un milieu bien aéré et foilement alcalinisé (par addition de NaOH), il se produit

une auto oxydation de butanediol en acétoine et en diacétyle.

Acide pyruvique Acétoine Diacétyle

L'acétoine réagit avec le réactif VPI (soude au potasse) pour former le diacétyle; ce

dernier après addition du VPII va réagir avec le groupe guanidine de l'arginine pour former un

complexe coloré en rose.
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.:. Procédure:

Nous avons ensemencé le milieu Clarck et Lubs et incubé à 37 oC pendant 24 heures,

puis ajouté lml de la solution potasse à 16% et 0.5ml d' a. naphtol. Maintenir le tube couché

pour favoriser l'oxydation. L'apparition de la couleur rose ou rouge au bout de 30 minutes

traduit une réaction dite VP+.

a. 4. Le test de décarboxylase:

.:. Principe:

Ce test permet de détecter la production d'enzymes de décarboxylation: la lysine

décarboxylase, l'omithine décarboxylase et l'arginine deshydrolase qui décarboxylent

respectivement la lysine, l'omithine ~\l'arginine en cadaverine, putrescine et agamatine par

ordre successif [191] .

•:. Procédure:

Nous avons ensemencé trois tubes contenant chacun un des trois acides aminés dissous

dans du bouillon de Moeller (glucose-peptone) par le germe étudié et incubé à 37°C pendant 24

heures.

Initialement, les bactéries métabolisent en priorité le glucose, le milieu est alors acidifié

et vire au jaune grâce au virage d'un indicateur de pH. Si les acides aminés sont à leur tour

décarboxylisés, le milieu est alors alcalinisé et devient pourpre [21].

a. 5. Etude de la dégradation du glucose, saccharose et lactose en milieu TSI:

.:. Principe: -l

Le milieu TSI est utilisé pour l'identification rapide des Entérobactéries et qui permet de

mettre en évidence la dégradation du glucose, du lactose, du saccharose, la production

éventuelle du sulfure d'hydrogène (H2S) et la production de gaz [26]. Ce milieu est composé

d'un culot et une pente, et contient le rouge de méthyle comme indicateur de pH.

Si les bactéries utilisent le glucose, le culot se colore en jaune, alors que si elles utilisent

le saccharose et le lactose c'est la pente qui se colore en jaune. La production du gaz se traduit
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par la formation de bulles de gaz ou soulèvement de la gélose alors que la production d' H2S se

traduit par un noircissement du milieu4 1

.:. Procédure:

Nous avons ensemencé le milieu TSI à l'aide d'une anse stérile par des stries

longitudinales au niveau de la pente et par une piqûre centrale dans le culot. Nous avons incubé

les tubes ensemencés à 37°C pendant 24 heures. La lecture est réalisée après 24 heures.

a. 6. Le test de l'uréase:

.:. Principe:

Les uréases sont des enzymes qui hydrolysent l'urée (NH2)2CO en dioxyde de carbone

et ammoniac qui se lient entre eux pour donner le complexe du carbonate d'ammonium

(composé alcalin).

4 1
Le milieu urée indole permet ae mettre en évidence ce caractère dont le virage de

l'indicateur au rouge violacé en raison de l'alcalinisation du milieu indique l'utilisation de l'urée

par la bactérie .

•:. Procédure:

Nous avons ensemencé lml du milieu Urée-Indole par l'anse de platine stérile et incubé

à 37°C pendant 24 heures.

a. 7. Le test de l'indole:

.:. Principe:

L'indole est le métabolite terminal de la dégradation du tryptophane présent initialement

dans le milieu. Seuls les bactéries indologénes permettent cette dégradation jusqu'à la
4 1

formation de l'indole. Ce dernier va réagir avec le réactif de Kowacs (acide nitrique nitreux)

pour former un anneau rouge surnageant (nitro se indole).
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.:. Procédure:

Nous avons ensemencé lml du milieu Urée- Indole et incubé à 37°C pendant 24

heures. Après incubation, nous avons ajouté deux à trois gouttes de réactif Kowacs-Erlisch en

assurant une légère agitation des tubeS. 1

a. 8. Le test de réduction du nitrate:

.:. Principe:

Ce test permet de détecter si un organisme possède le nitrate réductase qui est une

enzyme capable de réduire le nitrate (N03-) en nitrite (NOn .

•:. Procédure:

Nous avons ensemencé le bouillon nitraté permettant de mettre en évidence, ce

caractère par le germe étudié et incubé à 37°C pendant 24 heures.

Après incubation nous avons ajouté deux gouttes du réactif nitrate réductase l (solution

naphtol à 6% dans l'alcool à 60%) et d,elx gouttes du réactif nitrate réductase II.

Si le milieu devient rose ou rouge, la réaction est dite nitrate réductase positive.

Si le milieu reste incolore, ici on a deux éventualités:

• Ou bien les nitrates ont d'abord été réduits en nitrites mais la réduction s'est poursuivie.

• Ou bien les nitrates n'ont pas été réduits en nitrites et se trouvent donc dans le bouillon

nitrate.

Dans ce dernier cas, nous provoquons la réduction chimique en ajoutant de la poudre de

zinc, et si la couleur apparaîtra, la bactérie est dite nitrate réductase négative.

a. 9. La recherche du citrate perméase:

.:. Principe:

Ce test permet d'établir l'utilisation du citrate comme seule source de carbone par la

bactérie qui possède l'enzyme citrate perméase, en provoquant l'alcalinisation du.milieu utilisé.
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Le milieu citrate de Simmons permet de mettre en évidence ce caractère, ainsi qu'il

possède un indicateur de pH " le ble~ !e bromoththymol" dont il vire vers la couleur verte (à

pH acide) et en bleue (à pH alcalin) .

•:. Procédure:

Nous avons ensemencé le milieu citrate de Simmons par des stries longitudinales de

bas en haut et incubé à 37 Cependant 24 heures.

a. 10. La recherche de l'enzyme tryptophane désaminase (TDA):

.:. Principe:

L'enzyme TDA agit sur l'acide aminé tryptophane en formant l'acide indole pyruvique.

Ce dernier donne avec le perchlorure de fer une coloration rouge grisâtre .

•:. Procédure:

Nous avons ensemencé lml du milieu Urée- Indole et incubé à 37Co. Après incubation

nous avons ajouté 2 gouttes du réactifTDA (perchlorure de fer).

a. 11. La recherche de l'enzyme B-galactosidase:

.:. Principe:

Cette enzyme permet de scinder la molécule du lactose après leur pénétration dans la

cellule bactérienne en glucose et galactose.

La présence de la B-galactosidase est mise en évidence à l'aide d'un analogue structural

du lactose, l'ONPG (orthonitrophényl B-D-galactoside) qui diffuse librement à l'intérieur des

bactéries où il est alors dégradé par B-galactosidase en galactose et en orthonitrophénol. Ce

dernier donne une couleur en jaune Fitron lors de sa libération dans le milieu (réaction

positive).
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.:. Procédure:

Nous avons préparé une suspension dense d'une culture de la bactérie étudiée dans 0.25

ml d'eau physiologique, et ajouté un disque ONPG Pasteur. L'incubation est faite à 37Co

pendant 24 heures.

a. 12. La recherche du eatalase:

.:. Principe:

C'est une enzyme qui élimine dés sa formation chez les bactéries, le peroxyde

d'hydrogène (H202) en l'hydrolysant en eau oxygénée .

•:. Procédure:

Sur une hime, nous avons déposé une goutte d'eau oxygénée (H202) et nous avons ajouté la

colonie étudiée. S'il y a un dégagement gazeux (02), le test est considéré comme positif.

a. 13. La recherche d'oxydase:

.:. Principe:

Ce test permet de mettre en évidence l'existence du cytochrome oxydase, enzyme

caractéristique d'un métabolisme respiratoire aérobie spécifique de la réduction de l'oxygène

moléculaire.

La présence de cet enzyme est réalisée par le disque oxydase qui se constitue de

l'oxalate de diméthyle puruphénylène diamine et qui est incolore à l'état réduit et coloré en

rouge à l'état oxydé. # 1

.:. Procédure:

Nous avons déposé sur une lame propre un disque oxydase que nous l'avons imbibé

d'eau distillée stérile et ajouté la colonie de bactérie à étudier puis l'étalé à l'aide d'une anse de

platine. Les bactéries oxydases positives donnent une coloration violette au disque en quelques

minutes.
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b. Galeries d'API 20 E:

C'est une galerie multi-tests, formée d'une vingtaine de cupules, contenant chacune un

milieu de culture déshydraté spécifique, correspondant à l'identification d'un caractère

métabolique, dont il permet en totalité d'étudier ces caractères biochimiques avec plus de

fidélité.

Le principe d'utilisation repos~efur la comparaison de profils biochimiques d'espèces

préalablement établies et répertoriées.

Avec cette galerie plus performante, l'identification est considérée comme acceptable au

delà d'un degré de probabilité de 80% et une signification statistique d'autant plus grande que

l'on se rapproche des 100% [21) •

•:. Procédure:

Nous avons bien isolé deux bactéries (Lac+) à étudier sur le milieu Mac Conkey pour

les Entérobactéries, puis reconstitué selon les indications du catalogue les différents micro-

tubes de la galerie par la suspension bactérienne préparée dans l'eau physiologique qui sert à la

fois d'inoculum et d'un agent de réhydratation du milieu.

Après incubation pendant 24 heures, le test positif se manifeste par une coloration

directe ou après coloration après ajourclt réactif correspondant.

c. Profil biochimique pour Staphylococcus aureus:

Les tests qu'on a pu réalisé pour les staphylocoques sont:

c. 1. La recherche d'une catalase:

La recherche d'une catalase est un test important pour différencier les staphylocoques

des streptocoques. Les staphylocoques donnent des réactions positives alors que les autres

donnent des réactions négatives.
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c. 2. Dégradation du mannitol:

Nous avons ensemencé chaque tube du milieu mannitol par piqûre centrale à partir du

milieu d'isolement Chapman.

Après 24 heures d'incubation, le test positif (dégradation du mannitol) se traduit par

virage au jaune du milieu. ~1

c. 3. Recherche d'une staphylocoagulase:

Ce test a pour but de mettre en évidence la pathogénécité d'un staphylocoque. Les

staphylocoques pathogènes secrètent une enZyme dite" la staphylocoagulase" qui a la propriété

de coaguler le plasma [124] .

•:. Procédure:

Nous avons prélevé une colonie ayant fermenté le mannitol de chaque milieu Chapman

et la mettre dans 0.5 ml du bouillon nutritif et incubé à 37°C pendant 24 heures. Après

incubation, nous avons ajouté 0.5 ml du plasma et incubé à 37 oC et nous avons examiné

les tubes toutes les demi heures pendant 6 heure~.

Le test est considéré positifs'üjune formation de coagulum au fond des tubes [57].
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Préievementd'eau

1 \

•
•

Bacléri~ 7ratnC+)
......" lGélose Mac Conkey Gélosenutrltlve.. . . .• .

. . Gélose Chapman
~ 4}. )
''------+--------------.----------t~-j

Repiquages (purification des souches)
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• Germe totaux
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1 l ----
1 .:. Galeries biochimiques classiques • Dégradation du mannitol.
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• Bouillon nitraté .
1• Urée- Indole .

l
• Milieu Moeuller .
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Fig 07. Mode opératoire de l'analyse bactériologique de l'eau du marais d'EI-Kennar.
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In. Détermination du pouvoir bactériolytique spontané de l'eau du marais,

d'EI-Kennar:

Pour mettre en évidence cc pouvoir, nous avons coulé dans deux tubes stériles l'cau du

marais de chaque station. Un des deux tubes est pris comme témoin, le deuxième est auto clavé

à 1200 C pendant 2 heures.

Refaire la même procédure mais avec l'cau du marais filtrée sur membranes filtrantes

0.45 Ilm. Les tubes sont alors abandonJlés dans le laboratoire pendfu~t deux semaines à la

température ambiante. Coneemfu~t l'estimation directe, nous avons effectué les expériences sur

deux échantillons de chaque station.

Nous avons évalué pour chaque tube la densité optique (à 546nm) ainsi que le nombre

de coliforrnes en ealculfu~t l'indice }\TpP successivement après une semaine ct deux semaines

dont le NPP est calculé lli~quement pour l'cau non filtrée.

IV. Détermination du facteur bactéricide:

IV.I. En milieu liquide:

Parmi les espèces d'Entérobactéries préalablement isolées et bien identifiées, nous

avons choisis trois germes appartenants aux eoliforrnes
•1

Nous avons prélevé à l'aide d'une anse de platine stérile une eulture pure de chaque

germe étudié puis nous l'avons ensemencé dans deux tubes contenant ehaelli~ 5 ml de bouillon

nutritif. Le premier est qualifié de tube témoin alors que dans le deuxième est additionné 0.5 ml

d'cau du marais filtré sur membranes filtrantes O.45Jlm de chaque ,~illtion des trois~illtions

étudiées.

Les tubes sont ensuite incubés à 370 C pendant 72 heures. Durant l'incubation nous

avons procédé à deux techniques de numération des cellules bactériennes:

t; Vestimation directe (turbidinlétrÏe) en lisant la densité optiqne de la suspension

bactérienne à 546nm. Pour cette estimation, nous avons répété l'expérience une

deuxième fois.

• L'estimation indirecte en calculant l'indice NPP après inoculation dans le bouillon

lactosé au ponrpre de brom0.cFs0I avec cloche de Durham à simple concentration.

Le NPP est calculé uniquement pour l'échantillon de la troisième station.
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IV.2. En milieu solide:

IV.2.l. Isolement de Bdellovibrio:

La méthode utilisée pour isoler ce microprédateur correspond à la technique de la

double couche décrite par Stolp et Starr (1963) [207].

IV.2.I.I. Procédure:

,1
Nous avons débuté par l'ensemencement de quelques bactéries (préalablement bien

isolées et identifiées) dans 5 ml de bouillon nutritif et incubé à 37 Co pendant 12 heures.

Après avoir couler et solidifier la couche inférieure de milieu YP en boites Pétri, nous

avons étalé 0.5 ml de la suspension bactérienne de chacune des germes précédents dans une

boite Pétri. Puis nous avons déposé séparément avec une pipette Pasteur stérile jusqu'au 10

gouttes de l'eau du marais dans chacune des boites (bien homogénéisée l'eau préalablement

dans le flacon). Après environ 15 min du dépôt, nous avons coulé une autre fois le milieu YP

(avec une hauteur moins importante que la couche inférieure) pour recouvrir le tout (couche

supérieure). L'ensemble est alors incubé à 37 COdurant plusieurs jours.

Durant l'incubation, nous avons procédé à déterminer chaque fois les diamètres des

plages de lyse apparues.

A noter que le milieu YP a 6tl préparé par nous même au niveau de laboratoire de

recherche (Annexe 3).

IV.2.3. La purification de Bdellovibrio:

Pour réaliser la purification de ce microprédateur, nous avons prélevé une plage de lyse

par une lame bistouri stérile et nous l'avons mis en suspension dans 5 ml de bouillon nutritif.

Après filtration sur membranes filtrantes (0.4511m de diamètre), nous ensemençons une autre

fois Bdellovibrio selon la technique de la double couche préalablement décrite.

Stolp et Starr estiment qu'après trois cultures successives, les Bdellovibrio obtenues

peuvent être considérées comme descendantes d'une même cellule, c'est un clone [207].
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A noter que les ensemencements ultérieurs de Bdellovibrio sont réalisés avec la même

bactérie hôte initialement additionnée durant l'étape d'isolement.

V. Etude du rôle de Bdellov;br;o dans la lyse des principaux coliformes:

Nous avons commencé par choisir trois souches d'Entérobactéries appartenants aux

coliformes et qui sont préalablement utilisées pour isoler et purifier Bdellovibrio et sur

lesquelles nous allons déterminer l'effet de notre micro-prédateur. Ainsi, afin de mettre en

évidence l'effet de Bdellovibrio sur ces Entérobactéries, nous avons évalué la croissance

bactérienne de chacune de ces souches en présence et en absence de celui-ci.

À cette fin deux tecfuiiques de meSlJres ont été effectuées: une estimation directe et une

estimation indirecte.

V.I. Estimation directe:

À l'aide d'une anse de platine ou une pipette Pasteur préalablement stérilisée, nous

avons prélevé chaque germe à étudier en culture pure et l'ensemencé dans deux Erlene Meyer

contenant chacun 50 ml de bouillon nutritif. L'ensemble est incubé à 370 C pendant 12 heures

dans une étuve.

L'un de ces deux Erlene Meyer constitue le témoin alors que dans l'autre, nous av:ons

additionné trois plages de lyse (issues de la troisième purification dont chacune est d'environ

deux millimètres de diamètre) qui ont été bien purifiées et sélectionnées à partir du milieu YP

contenant la même bactérie qui a été inoculée dans l'Erlene Meyer témoin.

L'ensemble des delL'{Erlene Meyer est placé cette fois ci dans un bain Marie avec

agitation durant les quatre premières he~r!, puis placé à l'étuve à 370 C. Des échantillons de 1

ml de chaque Erlene Meyer sont prélevés approximativement toute les heures puis chaque

deux heures (à partir de la dixième heure) de façon à suivre le devenir des cultures pendant 50

heures.

Pour chaque germe nous avons répété l'expérience ci décrite pour la deuxième fois.

Dès l'ajout des plages de lyse, la densité des suspensions bactériennes est estimée à

chaque fois que nous mesurons l'absorbance (la turbidimétrÏe) ce qui nous permet de tracer des

courbes correspondant à chacune des bactéries.
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"1
V.2. Estimation indirecte:

Dans deux Erlene Meyer contenant chacun 50 ml de bouillon nutritif, nous avons

ensemencé avec une anse de platine ou une pipette Pasteur stérile le germe étudié à partir de sa

culture pure. L'ensemble est incubé à 37° C pendant 12 heures dans une étuve.

L'un de ces deux Erlene Meyer constitue le témoin, alors que l'autre est additionnée

après 12 heures d'incubation de trois plages de lyse de Bdellovibrio (issues de la troisième

purification dont chacune est d'environ deux millimètres de diamètre) qui ont été bien purifiées

et sélectionnées à partir du milieu yP contenant la même bactérie qui a été inoculée dans

l'Erlene Meyer témoin.

A chaque fois le nombre de cellules viables est estimé par la méthode de colimétrie, car

les espèces choisies pour les étudiées fPpartenant aux groupes de coliforme. Ce qui nous

permet de suivre l'évolution de leurs courbes de croissances correspondantes.

Des échantillons de 1 ml sont prélevés de chaque Erlene Meyer dès l'ajout des plages

de lyses (t{)),approximativement toute les 24 heures pendant dix jours successif~

Chaque millilitre prélevé sert à réaliser jusqu'au onze dilutions décimales successives en

utilisant des tubes de 9 ml d'eau distillée, stérile. Puis à partir de chaque suspension mère et ses

dilutions nous avons inoculé trois tubes de bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol avec

cloche à simple concentration.

L'ensemble est incubé à 37° C pendant 24 heures ou 48 heures selon le cas.

"1
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Lecture première et

/ Non filtrés Non autoclavés
Préléver deux deuxième semaine

flacons
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Fig. 08. Détermination du pouvoir bactériolytique de l'eau d'EI-Kennar.
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Fig. 09. Détermination du pouvoir bactéricide.
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Fie~10.Etude du rôle de Bdellovibrio dans la Ivse des Entérobactéries.
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41
Pour le calcul des statistiques élémentaires et pour une meilleure illustration des

résultats nous avons procédé au calcul des moyennes, d'écart-types. L'analyse statistique

proprement dite est effectuée en faisant appeler au test de Student. Touts les calculs ont été

effectués en utilisant les logiciels STATISTICA (Version 6.0). Pour illustrer nos résultats

nous avons réalisé des histogrammes.
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RESULTATS ET INTERPRETATION:

I. Résultats de la qualité microbiologique de l'eau du marais d'EI-Kennar:
~1

1.1.Résultats des dénombrements des microorganismes de l'eau:

Les résultats de dénombrement des microorganismes de l'eau du marais nous montre

d'une part que l'eau est impropre à la consommation et à l'irrigation.

En effet, dans les trois points de prélèvements (Tab 4, Fig 11), la FTAM à 250 C est

très importante, le minimum dénombré est de 130800 CFU/ml. La station 2 est cependant la

plus riche en microorganismes.

Pour ce qui est de la flore totale à 370 C, les dénombrements restent élevés et c'est la

station 3 qui renferme les nombres les plus importants. Cette dernière compte aussi les effectifs

les plus élevés pour les coliformes et les coliformes fécaux et pour les streptocoques fécaux.

Tab 04. Résultats de dénombrement de.lt flore totale aérobie mésophile (FT AM) de l'eau du
marais.

~
Bactéries/ml Station1 Station2 Station3
FTAM (250 C) 130800 151200 142400

FTAM (370 C) 35500 61320 76400

Coliformes totaux 16000 28000 35000

Coliformes fécaux 1500 2100 2100

Streptocoques 11000 15000 20000

Streptocoques fécaux 1600 2300 2400

Les résultats sont exprimés en CFU/ml.

~1
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(;il Stréptocoques fécaux

Fig 11. Résultats de dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM) de l'eau du

marais.

1.2. Résultats de l'identification des souches bactériennes:

1.2.1.Résultats des Caractères morphologiques et coloration de Gram:

Le repiquage successif des colonies utilisées dans le seul but de purifier les colonies
"1

nous a permis de distinguer les différents caractères de toutes les colonies sur leurs milieux

préférentiels d'isolement.

Ces données sont résumées dans le tableau 5 et les photos 12, 13, 14, 15 exposent

quelques caractéristiques de certaines colonies isolées de l'eau de cet marais.

Du point de vue microscopique, l'examen cytologique nous révèle une grande part de

bâtonnet Gram (-). Les cocci Gram (+) sont cependant faiblement représentés.
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Tab 05. Caractères macroscopiques et microscopiques des colonies bactériennes isolées de l'eau
du marais.

Culture Observation macroscopique des colonies Observation microscopique

des colonies

Station 1

-Circulaire, lisse, plate, brillante transparente, -Bacilles isolés ou en

-Irrégulière, lisse, plate, jaune Imm de diamètre.

chaînettes, Gram négatif.

-Bacilles isolés, Gram négatif.

2mm de diamètre.

-Dentelée, lisse, plate, o~'fue, blanche, 2mm de -Cocci isolés, Gram positif.

diamètre.

-Rose élevée, lisse brillante, circulaire, 1 mm à 2 -Bacilles isolés, Gram négatif.

mm de diamètre.

-Bambée à contour irrégulier, d'aspect -Bacilles isolés, Gram négatif.

rigoureux, et de couleur blanchâtre.

-Petite, opaque, lisse, bombée, à contour régulier, -Cocci groupés en grappe de

-Bombée, lisse, à contour régulier, jaunâtre avec -Cocci groupées en grappe de

vIrage de la couleur du milieu entourant les raisin, Gram positif.

couloires au jaune brillantt

pulvérulente, de couleur blanche. raisin, Gram positif.

Station2

-Bambée, lisse, brillante, à contour régulier, de regroupés et isolés,

couleur jaune.

-Ponctiforme, lisse, brillante, transparente. -Bacilles isolés, Gram négatif

-Bambée à contour irrégulier, d'aspect rigoureux, -Bacilles isolés, Gram négatif.

et de couleur blanchâtre. -Bacilles isolés, Gram négatif,

,,)
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-Irrégulière, lisse brillante, plate 5 mm de -Bacilles isolés, Gram négatif.

diamètre, transparente.

-Circulaire, ondulés, bossue, ngoureuse, -Bacilles isolés, Gram négatif.

transparente légèrement blanchâtre.

-Rose, élevée, lisse brillante, circulaire, 1 mm à 2 -Bacilles isolés, Gram négatif.'
,

mm de diamètre.

-Rose clair, demi bambée, lisse, brillante, -Bacille, isolées ou en

circulaire, 1 mm de diamètre chaînettes.

-Rose clair, bambée, lisse, brillante, circulaire, 1 -Bacilles isolés, Gram négatif.

mm de diamètre.

,1
-Petite, opaque, lisse, bombée, à contour régulier, -Cocci groupés en grappe de

pulvérulente, de couleur blanche. raisin, Gram positif.

-Bombée, lisse, à contour régulier, jaunâtre avec -Cocci groupés en grappe de

VIrage de la couleur du milieu entourant les raisin, Gram positif.

couloires au jaune brillant.

-Plate, d'aspect rigoureux, avec un centre surlevé, -Bacilles isolés, Gram négatif,

à contour régulier, de couleur jaune.

-Grande, lisse, brillante, à contour irrégulier et de -Bacilles isolés, Gram négatif,

couleur jaunâtre.

-Assez grande, plate, à contour dentelé, blanche -Bacilles isolés, ou en

légèrement transparente chaînette, Gram négatif.

-Ponctiforme, lisse brillantt, transparente. -Bacilles isolés, Gram négatif.

-irrégulière, transparente, lisse brillante, plate de -Bacilles isolés, Gram négatif.

3 à 5 mm de diamètre.

-Rose, lisse, brillante, élevée, circulaire, 1 inm à -Bacilles isolés, Gram négatif.

2 mm de diamètre.

-Rose clair demi bambée, lisse, brillante, -Bacilles isolés, Gram négatif.'

circulaite, 1 mm de diamètre.

53



'~.

Résultats et interprétation
1

-Petite, opaque, lisses, bombée, à contour -Cocci groupés en grappe de

= régulier, pulvérulente, de couleur blanche. raisin, Gram positif.
1~

S -Bombée, lisse~ à contour régulier, jaunâtre avec C' 'dlc. - OCCI,groupes en grappe e
~
..Cl VIrage de ...la couleur du milieu entourant les raisin, Gram positif.U

couloires au jaune brillant.

"Ii'-

, :"

-"".

Fig 12. Souched'Escherichia coli

isolée sur Mac Conkey.

Fig 14. Souche de Klebsiella oxytoca

isolée sur Mac Conkey.

Fig 13. Souche d'Enterobacter

agglomerans isolée sur Mac Conkey.

Fig 15. Souche de Staphy/ococcus

aureus isolée sur Chapman.
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Souche d'Escherichia coli.

Souche de Klebsiella oxytoca.
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Souche d 'Enterobacter agglomerans.

Souche de Staphylococcus aureus.

Fig 16. Vue sous le microscope optique de la coloration de Gram de quelques souches bactériennes

isolées.

1.2.2.Résultats de l'identification biochimique

Les gerines qui ont été identifiés biochimiquement sont lys germes (Lac+) isolés sur

Mac Conkey et présentant des formes bacillaires, Gram (-) et qui sont par conséquence

suspectés d'être pathogènes.

L'identification biochimique nous a permis de détecter la présence de trois bactéries

appartenantes à la famille des Entérobactéries et plus précisément :aux coliformes dont on note

la présence majoritaire d'Escherichid lu dans les trois stations (l, 2,3), suivie par la détection
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d'Enterobacter agglomerans dans les stations 2 et 3 alors que Kleibsiella oxytoca n'a été révélé

que dans la station 2.

Alors que le test biochimique des staphylocoques a permis de mettre en évidence la

présence dans touts les prélèvements ~fl:ctués les deux genres de staphylocoques pathogènes et

non pathogènes.

Les figure 17 et 18 représentent respectivement les résultats de l'identification

biochimique des deux souches bactériennes (Escherichia coli et Enterobacter agglomerans)

par l'API20 E.

Tab 06. Résultats de l'identification par la galerie biochimique classique.

Station

Station 1

Station 2

Station 3

Espèces bactériennes

Escherichia coli, Staphylococcus aureus

Klebsiella oxytoca, Enterobacter agglornerans,

Escherichia coli, Staphylococcus aureus

Enterobacter agglomerans, Escherichia coli

_1

Fig 17. L'identification biochimique d'Escherichia coli par l'API 20 E (Escherichia coli: ATCC

25922).

4 1
Fig 18. L'identification biochimique d 'Enterobacter agglomerans par l'API 20 E (Enterobacter

agglomerans: ATCC 12022).
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II. Résultats d'appréciation du pouvoir bactériolytique spontané de l'eau du
-1

marais d'EI-Kennar:

II.1. Lecture de la densité optique:

Afin de vérifier la contribution des bactéries dans le pouvoir bactéricide de l'eau, nous

avons filtré les échantillons sur des membranes filtrantes 0,45Jlm qui ne laissent passer que les

microorganismes dont leurs tailles sont inférieures à ce diamètre. Cette fraction représente les

bactéries seulement.

En effet, nous avons constaté pour l'eau non filtrée et filtrée (0,45Jlm) que les

échantillons non autoclavés laissés abandonnés sont devenus plus limpides (vision par l'œil

nu) après quelques jours estimés d'environ 7 jours pour les échantillons des stations 2 et 3 et

d'environ 8 jours pour la station 1, alors que l'eau autoclavée a gardé son trouble initial durant

les deux semaines d'étude.

Les résultats du variation du densité optique d'eau du marais non filtrée et filtrée

(0.45Jlm) sont représentés respectivement dans les tableaux (7,8) et dans les figures (19 et 20);

D'après les résultats obtenus, nous avons constaté que les densités optiques des tubes

non autoclavés dans les deux cas (filtrés et non filtrés) diminuent considérablement après la
1

première semaine avec des taux rapprochés pour l'eau non filtrée estimés de ( 31.79 % pour stl,

56.99 % pour st2 et de 20.63 % pour st3 ), alors que celles relatives à l'eau filtrée, les

diminutions sont estimées de ( 12.55 % pour stl, 33.96 % pour st2, et de 17.38 % pour st3).

En effet, les densités optiques ne cessent à diminuer durant la deuxième semaine, mai~

les diminutions notées cette fois sont moins faibles par rapport à la première semaine. Les taux

de diminutions estimés après deux semaines à partir du to sont pour l'eau non filtrée de l'ordre

de (33.87 % pour stl, 57.7 % pour st2, et de 22,45 % pour st 3), alors que pour l'eau filtrée

sont estimés de (19.48 % pour stl, 3~.31% pour st 2, 25.87 % pour st 3). Par contre les

densités optiques des échantillons autoclavés n'ont pas vraiment changé durant les deux

semaines.
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Tab 07. Variation de l'absorbance des échantillons d'eau non filtrés du marais auto clavés et non

autoclavés à la longueur d'onde 546nm en fonction du temps.

tations

Temp Station 1 Station 2 Station3 Station 1" Station 2" Station 3"

(semaine

0 O.623:f:O.012 O.702:f:O.OO2 O.597:f:O.012 O.521:f:O.015 O.514:f:O.007 O.488:f:O.OO2

1 O.425:f:O.OO8 O.302:f:O.OO1 O.476:f:O.024 O.523:f:O.011 O.511:f:O.O14 O.490:f:O.OO7

2 O.412:f:O.026 O.297:f:O.OO3 O.463:f:O.027 O.525:f:O.012 O.512:f:O.OO3 O.486:f:O.012

Les résultats sont exprimés en moyennes::l: SEM. Stations (1,2 et 3) désignent les échantillons d'eau non

autoclavés. Stations (1",2" et 3") désignent les échantillons d'eau autoclavés.

0.8
---+- station 1

0.7

0.6

~.5
c
~0.4
~
o
00.3

0.2

0.1

.............. - .. - ..........................................

---{lI-- Station2

~station3

"" ".""" station1"

" - ".- - " station2"

o
o 1

Temps (semaines)
2

" • "Â" •• station3"

1

Stations (1,2 et 3) désignent les échantillons d'eau non autoclavés. Stations (1",2" et 3") désignent les

échantillons d'eau autoclavés.

Fig 19. Variation de l'absorbance des échantillons d'eau non filtrés du marais auto clavés et non

autoclavés à la longueur d'onde 546nm en fonction du temps.
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Tab 08. Variation de l'absorbance des échantillons d'eau filtrés sur membrane ( 0.45 ,..,m)du

marais autoclavés et non autoclavés à la longueur d'onde 546nm en fonction du temps.

tations
Station 1 Station 2 Station 3 Station 1" Station 2" Station 3"

Temps
(semaines

0 0.303:1:0.003 0.483:1:0.001 0.259:1:0.004 0.294:1:0.015 0.466:1:0.007 0.228:1:0.004

1 0.265:1:0.003 0.319:1:0.002 0.214:1:0.003 0.27:1: 0.001 0.463:1:0.001 0.226:1:0.001.. 1

2 0.244:1:0.002 0.298:1:0.015 • 0.192:1:0.004 0.271:1:0.002 0.459:1:0.002 0.225:1:0.002

Stations (1,2 et 3) désignent les échantillons d'eau non autoclavés. Stations (1 ",2" et 3") désignent les
échantillons d'eau autoclavés

0.6
-+---- station 1

i

0.5

0.4
E
c
~0.3an-o
c

0.2

0.1

. •. • •..•...•..•.•.• - •.•••...•..••••••.• -11- .•...••...•.••.•.•••••••...•.•...••.•.•.

.~ ~ .
............ ~.. .. ,; .

------- station2,

-A-- station3

...•... station1"

.. - •... station2"

o
o 1

Temps (semaines)
2

... A' .. station3"

Stations (1,2 et 3) désignent les échantillons d'eau non autoclavés. Stations (1",2" et 3") désignent les

échantillons d'eau autoclavés

Fig 20. Variation de l'absorbance des échantillons d'eau filtrés sur membrane de 0.45,..,m du

marais auto clavés et non autoclavés à la longueur d'onde 546nm en fonction du temps.
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II.2. Lecture du NPP:

Les variations des nombres des cellules viables en coliformes dans les échantillons

(autoclavés et non autoclavés) des trois stations laissés abandonnés durant les deux semaines

sont représentées dans le tableau 9 et la figure 21.

~1
Comparant ces résultats, nous avons enregistré que dans touts les échantillons

autoclavés les coliformes sont nulles alors que les coliformes dénombrés au niveau des trois

autres échantillons non autoclavés diminuent largement durant la première semaine avec des

taux de 42.5 %,60.72 % et de 65.72 % respectivement pour les échantillons des stations 1,2 et

3. Le nombre des cellules viables en coliformes ne cesse à diminuer lors de la deuxième

semaine des échantillons des trois stations 1,2, et 3 respectivement avec des taux de 94.18 %,

97.32 %, 96.85 %.

Tab 09. Variation des nombres en cellules viables (coliformes) des échantillons d'eau non filtrés

du marais autoclavés et non autoclavés en fonction du temps.

Stations

~1

Station 1 Station2 Station3 Station1 " Station2" Station3"

Temps

(semaines)

0 16000 28000 35000 0 0 0

1 9200 11000 12000 0 0 0

2 930 750 1100 0 0 0

Stations (1,2 et 3) désignent les échantillons d'eau non autoclavés. Stations (1 ",2" et 3") désignent les
échantillons d'eau autoclavés
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Stations (1,2 et 3) désignent les échantillons d'eau non autoclavés. Stations (1",2" et 3") désignent les
échantillons d'eau autoclavés

Fig 21. Variation des nombres en cellules viables (coliformes) des échantillons d'eau non filtrés

du marais autoclavés et non autoclavés en fonction du temps.

III. Résultats de la déterminatibl du facteur bactéricide:

111.1.Résultats en milieu liquide:

111.1.1.Résultats de la lecture de la densité optique:

Les résultats obtenus concernant les variations du densité optique de chaque suspension

bactérienne à 546 nm des trois bactéries isolées qui sont Escherichia coli, Enterobacter

agglomerans et Klebsiella oxytoca, en présence et en absence d'eau du marais de chaque

station des trois stations étudiées sont représentés respectivement dans les tableaux 10, 11, 12

et dans les figures 22,23,24.

L'étude comparative de ces résultats nous a permis de conclure le pouvoir bactéricide

naturel existant dans cette eau. Nous avons constaté d'un côté en appliquant le test de Student

une diminution hautement significat~v, (p<0.001 pour n=3) du densité optique de toutes les

cultures bactériennes en présence d'eau du marais des trois stations pendants les deux premiers

jours comparativement à leurs témoins (en absence d'eau du marais) dont leurs densités

optiques ne cessent à augmenter pendant ces deux premiers jours. Mais les pourcentages de
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diminutions se diffèrent d'une culture b;c&rienne à l'autre et les pourcentages de diminutions

enregistrées après 72 heures sont représentés dans le tableau 13 et la figure25.

D'un autre côté, nous avons noté que les densités optiques de touts les échantillons sont

presque stables après la 48 ème heure.

Tab. 10. Variation de l'absorbance des suspensions bactériennes d' Escher;ch;a coli ajoutées à

0.5ml d'eau filtrée du marais de chacune des trois stations en fonction du temps.

Cultures

Témoin +Pl +P2 +P3
Temps

(heures)

24 0.856:!: 0.015 0.736:!: 0.001 0.612:!: 0.001 0.794:!: 0.001

48 0.965 :!:0.001 Ocq;5 :!:0.002 0.401 :!:0.004 0.594 :!:0.002

72 0.971 :!:0.003 0.645 :!:0.002 0.429:!: 0.001 0.537:!: 0.003

Pl désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 1, P2 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la
station 2, P3 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 3.
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,
0 ~1 1 1

24 48 72
Temps(heures)

Pl désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 1, P2 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la
station 2, P3 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 3.

Fig. 22. Variation de l'absorbance des suspensions bactériennes d' Escher;ch;a coli ajoutées à

O.5mld'eau filtrée du marais de chacune des trois stations en fonction du temps.
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Tab.U. Variation de l'absorbance des suspensions bactériennes d' Enterobacter agglomerans

ajoutées à O.5mld'eau filtrée du marais de chacune des trois stations en fonction du temps

Culture

Témoin +Pl +P2 +P3
Temps

(heures)

24 0.788:1:0.002 0.744:1: 0.005 0.649 :1:0.003 0.759:1: 0.001
48 0.873:1:0.001 0.643 :1:0.002 0.462 :1:0.002 0.566 :1:0.003
72 0.899 :1:0.004 0.633:1: 0.001 0.469 :1:0.002 0.583 :1:0.003

Pl désigne: 0.5 ml d'eau filtré du marais de la station 1, P2 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la
station 2, P3 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du I\lapis de la station 3.
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-+-Témoin

-iil}- +P1

+P3

72~148
Temps(heures)

0.3 -1------------- _

0.2 -1-------------- ----'

0.1 -1------------- _

o -I-------------.--------- -------i-;

24

Pl désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 1, P2 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la
station 2, P3 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 3.

Fig. 23. Variation de l'absorbance des suspensions bactériennes d' Enterobacter agglomerans

ajoutées à O.5mld'eau filtrée du marais de chacune des trois stations en fonction du temps.
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Tab. 12. Variation de l'absorbance des suspensions bactériennes de Klebsiella oxytoca ajoutées à
O.5mld'eau filtrée du marais de chacune desCtroisstations en fonction du temps.

Culture

Témoin +PI +P2 +P3

Temps(heures)

24 0.722:1:0.002 0.714:f: 0.015 0.645 :f:0.003 0.831 :f:0.004

48 0.844:f: 0.002 ~Oi618:f:0.001 0.415:f: 0.001 0.579 :f:0.003

72 0.868 :f:0.006 0.605:f: 0.001 0.423 :1:0.002 0.506:1: 0.003

Pl désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 1, P2 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la
station 2, P3 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 3.

--+-Témoin

.--;a,-. +P 1

_•.i:J: .•- +P2
0.3
0.2

0.1 -

o
24 48

Temps(heures)

72

. "'" +P3

1

Pl désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 1, P2 désigne: 0.5 inl d'eau filtrée du marais de la
station 2, P3 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 3.

Fig. 24. Variation de l'absorbance des suspensions bactériennes de Klebsiella oxytoca ajoutées à

O.5mld'eau filtrée du marais de chacune des trois stations en fonction du temps
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Tab. 13. Variation des pourcentages de diminution l'absorbance des suspensions bactériennes

d' Escherichill coli, d'Enterobacter agglomerans et de Klebsiella oxytoca ajoutées à 0.5 ml d'eau

filtrée du marais de chacune des trois stations.

Culture
+Pl ' +P2 +P3

4 1

Bactéries

Escherichia coli 12.36 % ':29.90% 32.36%

Enterobacter agglomerans 14.91% 27.73% 23.18%

Klebsiella oxytoca 15.26% 34.41% 39.10%

Pl désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station l, P2 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la
station 2, P3 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 3.,

Ê
c 40
~
-; 35
u
c€ 30
o
~ 25
J!
cD 20"0

C
0 15;
::sc
'Ë 10
:s
cD 5"0

'$.
0

Escherlchia coli Enterobacter agglomerans

Bactéries

Kleibsiella oxytoca

0+ P1

o +P2

El + P3

Pl désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station l, P2 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la
station 2, P3 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 3.

Fig. 25. Variation des pourcentages de diminution de l'absorbance des suspensions bactériennes

d'Escherichi coli, d'Enterobacter agglo~irans et de Klebsiella oxytoca ajoutées à 0.5ml d'eau

filtrée du marais chacune des trois stations. '
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111.1.2. Résultats de la lecture du nombre le plus probable (NPP) :

Afin d'évaluer le pouvoir bactétlcide d'eau du marais plus précisément, nous avons

recours à estimer le nombre moyen des cellules viables appartenantes au groupe des

coliformes existants dans les échantillons étudiés. En raison du manque de BCPL, nous

n'avons estimé ce pouvoir bactéricide que pour l'échantillon de la troisième station.

Les résultats exprimant les variations du nombre des cellules viables des coliformes en

absence et en présence d'échantillon de la troisième station sont représentés dans le tableau 14

et la figure 26.

L'ajout de l'eau des prélèvements de la troisième station a provoqué une diminution du

nombre en cellules viables des co1iformes dans toutes les cultures bactériennes, mais cette

diminution varie d'une culture à une autre. Nous avons enregistré en appliquant le test de

Student une diminution très significative (p<O.01, n:::;:3)après 72 heures autrement dit une

diminution estimée de (2.6 Log) pour Escherichia coli et de (2.58 Log) pour Enterobacter

agglomerans. La diminution a été par leur tour très significative estimée de (2.63 Log) pour

Klebsiella oxytoca (p<O.01, n=3).
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Tab. 14. Variation du nombre des cellules viables dans les trois suspensions bactériennes
correspondantes aux trois bactéries (Escherichia coli, Enterobacter agglomerans, Klebsiella
oxytoca) ajoutées chacune à 0.5ml d'eau filtrée du marais de la troisième station (P 3) en fonction
du temps.

Culture
,

1

L

Bactérie 1 Bactérie 2 Bactérie 3 Bactérie 1 Bactérie 2 Bactérie 3

Temps +P3 +P3 +P3

(heures)

24
2. 1010 11.109 12.108 11.108 15.108 12.101,

48
27.1010 15.1010

4 1 26.1010 18.105 97.106 75.106

72 ~

38.1010 21.1010 21.1010 1 28104 39.104 28.106

Bactérie 1: Escherichia coli. Bactérie2: Enterobacter agglomerans. Bactérie3: Klebsiella oxytoca. P3:
O.5mld'échantillon filtré de la station 3.[

Bactérie 3

Bactérie 3
+P3

Bactérie 1

. -/<. Bactérie 1
+P3

. - -A- - - Bactérie 2
+P3

---1/;-- Bactérie 2

7248
Tem ps(heure)

-. '*, .- .-
: : -. -~,. "'11

: -..
:

~
1 j,

1

4 1
1
24

10000000000 T' "h""

1000000000 t:--_:_:::-: ::_.::'::. . .. ,.,_:= -. - _..~'~~.t~_~=~'oc.='-c.-_.. :~.._--_ - .. -----.--.---1

.- - .... '. ' .. -- . ~
100000000

10000000
1000000

~ 100000-u 10000
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10

Bactérie 1: Escherichia coli. Bactérie2: Enterobacter agglom,erans. Bactérie3: Klebsiella oxytoca. P3:
O.5mld'échantillon filtré de la station 3.

Fig. 26. Variation du nombre de cellules viables dans les trois suspensions bactériennes
correspondant aux trois bactéries (Escherichia coli, Enterobacter agglomerans, Klebsiella oxytoca)
ajoutées chacune à 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la troisième station (P3) en fonction du
temps.
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111.2.Résultats en milieu solide:

111.2.1. Résultats d'isolement et de purification de Bdellovibrio bacteriovorus:

Dans la littérature relative au Bdellovibrio, les résultats relatifs aux formations des

plages de lyse sont exprimés à partir de la mesure des' diamètres de ces zones d'inhibition en

millimètres [184]. Nous n'avons pris en compte que les résultats issus après la troisième

purification.

Les figures 27, 28, 29 représentent successivement l'évolution de la formation des

plages de lyse sur les tapis bactériens#l' Escherichia coli, d'Enterobacter agglomerans et de

Klebsiella oxytoca.

Les résultats relatifs aux mesures de l'évolution des diamètres des plages de lyse

formées sur les tapis bactériens des trois bactéries déjà citées en fonction du temps sont

représentés dans le tableau 15 et la figure 30.

D'une part, nous avons constaté que les plages de lyse formées sur le tapis d'Escherichia

coli et d' Enterobacter agglomerans ne se développent qu'après la 48ème heure, alors que celles

formées sur le tapis de Klebsiella oxytoca ne se développent qu'après le troisième jour dès

l'ensemencement.

Et d'un autre part, nous avons noté que les plages de lyse atteignent leurs diamètres

maximaux après 6 à 7 jours avec Escherichia coli et Enterobacter agglomerans respectivement

avec des diamètres de 3.36mm et de 2.16 mm. Alors que les plages formées sur Klebsiella
# 1

oxytoca sont plus petites par rapport à celles formées sur les deux autres bactéries et

n'atteignent que 1.54mm après 5 à 6 jours.

68



Résultats et interprétation

d'Enterobacter agglomerans dans les stations 2 et 3 alors que Kleibsiella oxytoca n'a été révélé

que dans la station 2.

Alors que le test biochimique des staphylocoques a permis de mettre en évidence la

présence dans touts les prélèvements effectués les deux genres de staphylocoques pathogènes et

n~n pathogènes.

Les figure 17 et 18 représentent respectivement les résultats de l'identification

biochimique des deux souches bactériennes (Escherichia coli et Enterobacter agglomerans)

par l'API20 E.

Tab 06. Résultats de l'identification par la galerie biochimique classique.

Station Espèces bactériennes

Station 1 Escherichia coli, Staphylococcus aureus

Klebsiella oxytoca, Enterobacter agglomerans,

Station 2 Escherichia coli, Staphylococcus aureus

Station 3 Enterobacter agglomerans, Escherichia coli

Fig 17. L'identification biochimique d'Escherichia coli par l'API 20 E (Escherichia coli: ATCC
25922).

Fig 18. L'identification biochimique d 'Enterobacter agglomerans par l'API 20 E (Enterobacter
agglomerans :ATCC 12022).
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II. Résultats d'appréciation du pouvoir bactériolytique spontané de l'eau du

marais d'EI-Kennar:

Ill. Lecture de la densité optique:

Afin de vérifier la contribution des bactéries dans le pouvoir bactéricide de l'eau, nous

avons filtré les échantillons sur des rri'e~branes filtrantes 0.45flm qui ne laissent passer que les

microorganismes dont leurs tailles soIit inférieures à ce diamètre. Cette fraction représente les

.bactéries seulement.

En effet, nous avons constaté pour l'eau non filtrée et filtrée (0.45flm) que les

échantillons non autoclavés laissés abandonnés sont devenus plus limpides (vision par l'œil

nu) après quelques jours estimés d'environ 7 jours pour les échantillons des stations 2 et 3 et

d'environ 8 jours pour la station 1, alors que l'eau autoclavée a gardé son trouble initial durant

les deux semaines d'étude.

Les résultats du variation du densité optique d'eau du marais non filtrée et filtrée

(0.45flm) sont représentés respectivement dans les tableaux (7,8) et dans les figures (19 et 20).

D'après les résultats obtenus , nous avons constaté que les densités optiques des tubes

non autoclavés dans les deux cas (fi1tks et non filtrés) diminuent considérablement après la

première semaine avec des taux rapprochés pour l'eau non filtrée estimés de ( 31.79 % pour sU,

56.99 % pour st2 et de 20.63 % pour st3 ), alors que celles relatives à l'eau filtrée, les

diminutions sont estimées de ( 12.55 % pour sU, 33.96 % pour st2, et de 17.38 % pour st3).

En effet, les densités optiques ne cessent à diminuer durant la deuxième semaine, mais

les diminutions notées cette fois sont moins faibles par rapport à la première semaine. Les taux

de diminutions estimés après deux semaines à partir du ta sont pour l'eau non filtrée de l'ordre

de (33.87 % pour sU, 57.7 % pour st2, et de 22.45 % pour st 3), alors que pour l'eau filtrée

sont estimés de (19.48 % pour sU, 38.31% pour st 2, 25.87 % pour st 3). Par contre les

densités optiques des échantillons autoclavés n'ont pas vraiment changé durant les deux

semames.
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Tab 07. Variation de l'absorbance des échantillons d'eL non filtrés du marais autoclavés et non

auloclavés à la lougueur d'onde S46nm en fonction du léfPS'

tations ~1

Temp Station 1 Station 2 Station3 Station 1" Station 2" Station 3"
(semaine

0 O.623:f:O.012 O.702:f:O.OO2 O.597:f:O.012 jO.521:f:O.015 O.514:f:O.OO7 O.488:f:O.OO2

1 O.425:f:O.OO8 O.302:f:O.OOl O.476:f:O.024 lo.523:f:o.Oll O.511:f:O.014 O.490:f:O.OO7

2 O.412:f:O.026 O.297:f:O.OO3 O.463:f:O.027 : jO.525:f:O.012 O.512:f:O.OO3 O.486:f:O.012

... A- .. station3"

- ..•. - . station2"

--Ii- station2

--t- station3

--+- station 1

...•... station 1"

2
o
o

0.2

0.1

0.6

0.7

0.8

o
00.3

~.5
c
~0.4
1()-

1
Temps (semaines)

Stations (1,2 et 3) désignent les échantillons d'eau non aut~lc1avés. Stations (1 ",2" et 3") désignent les

échantillons d'eau autoc1avés. . :1

Fig 19. Variation de l'absorbance des ~éJhantillons d'eau non filtrés du marais auto clavés et non

autoclavés à la longueur d'onde 546nm en fonction du teJps.

Les résultats sont exprimés en moyennes::l: SEM. Stations (1\2 et 3) désignent les échantillons d'eau non
1

autoc1avés. Stations (1",2" et 3") désignent les échantillons d'eau autoc1avés.

Il
,1

:\

.\
.. _ __ _ .. 1.1. ........ - .. - - ..~.- - .- .- .- - - .
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Résultats et interprétation1.
Tab 08. Variation de l'absorbance des; tehantiDons dl!.n filtrés sur membrane ( 0.45 "m) du

marais autoclavés et non autoclavés à la longueur d'onde! 546nm en fonction du temps.
Il

tations 1

Station 1 Station 2 Station 3 Station 1" Station 2" Station 3"
1

1

Temps
(semaines 1

0 0.303::1:0.003 0.483::1:0.001 0.259::1:0.004 Il 0.294::1:0.015 0.466::1:0.007 0.228::1:0.004
1

1 0.265::1:0.003 0.319::1:0.002 0.214::1:0.003 Il 0.27::1:0.001 0.463::1:0.001 0.226::1:0.001

2 0.244::1:0.002 0.298::1:0.015 0.192::1:0.004 Il 0.271::1:0.002 0.459::1:0.002 0.225::1:0.002

... j.' . , station3"

...•... station2"

---!-- station3

...•... station 1"

------ station2

-+- station 1

2

1, '1. '

. . . • . • • • • ••.••..••.. 1,1.•.••.•......••..•..•••••••
i , ii

••• ~"'.i"""""""""""""

Il
Il
1

o
o

0.1

0.4

0.5

0.6

E
c
~0.3
&C)

o
Cl

0.2

1
,

Tefri.s (semaines)

Stations (1,2 et 3) désignent les échantillbns d'eau non aut~clavés. Stations (1",2" et 3") désignent les

échantillons d'eau autoc1avés 1 Il
Fig 20. Variation de l'absorbance des. échantillons dieau filtrés sur membrane de 0.45,...mdu

marais autoclavés et non autoclavés à l~ longueur d'onde\546nm en fonction du temps.

Stations (1,2 et 3) désignent les échantillbns d'eau non auUc1avés. Stations (1",2" et 3") désignent les
échantillons d'eau autoclavés 1 1.
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1
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II.2. Lecture du NPP:

Les variations des nombres des cellules viables en coliformes dans les échantillons

(autoclavés et non autoclavés) des trois stations laissés abandonnés durant les deux semaines

sont représentées dans le tableau 9 et la figure 21.

Comparant ces résultats, nous avons enregistré que dans touts les échantillons

autoclavés les coliformes sont nulles alors que les coliformes dénombrés au niveau des trois

autres échantillons non autoclavés diminuent largement durant la première semaine avec des

taux de 42.5 %,60.72 % et de 65.72 % respectivement pour les échantillons des stations 1,2 et

3. Le nombre des cellules viables ePtoliformes ne cesse à diminuer lors de la deuxième

semaine des échantillons des trois stations 1,2, et 3 respectivement avec des taux de 94.18 %,

97.32 %, 96.85 %.

Tab 09. Variation des nombres en cellules viables (coliformes) des échantillons d'eau non filtrés

du marais auto clavés et non autoclavés en fonction du tèmps.

Stations

Station1 Station2 Station3 Station 1" Station2" Station3"

Temps

(semaines) ,;1

0 16000 28000; 35000 0 0 0,

1 9200 11000 12000 0 0 0

2 930 750 1100 0 0 0

Stations (1,2 et 3) désignent les échantillons d'eau non autoclavés. Stations (1 ",2" et 3") désignent les
échantillons d'eau autoclavés
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-6- Station3"

~Station2

+- Station1"

-.-'.-.- Station3

-Cl- Station2

-+- Station 1

2
o

o

5000
10000
15000

25000

40000 r----------.--.---.- ....---.------.-----.-------------------1
35000~_ . 1

" 1

30000 -"------- 1

, 1

,~ 1

--------,,__ 1

:

1
--.. 1

~--~ __ J...

i20000

Temps(semaine)

Stations (1,2 et 3) désignent les échantillons d'eau non autoclavés. Stations (1 ",2" et 3") désignent les
échantillons d'eau autoclavés

Fig 21. Variation des nombres en cellules viables (colifo~mes) des échantillons d'eau non filtrés

du marais autoclavés et non autoclavés en fonction du temps.

III. Résultats de la détermination du facteur bactéricide:

111.1.Résultats en milieu liquide:

111.1.1. Résultats de la lecture de la densité optique:

Les résultats obtenus concema'n1les variations du densité optique de chaque suspension

bactérienne à 546 nm des trois bactéries isolées qui sont Escherichia coli, Enterobacter

agglomerans et Klebsiella oxytoca, en présence et en absence d'eau du marais de chaque

station des trois stations étudiées sont représentés respectivement dans les tableaux 10, 11, 12

et dans les figures 22, 23, 24.

L'étude comparative de ces résultats nous a permis de conclure le pouvoir bactéricide

naturel existant dans cette eau. Nous avons constaté d'un côté en appliquant le test de Student

une diminution hautement significative (p<0.001 pour n=3) du densité optique de toutes les

cultures bactériennes en présence d'eau du marais des trois stations pendants les deux premiers

jours comparativement à leurs témoins (en absence d'eau du marais) dont leurs densités

optiques ne cessent à augmenter pendant ces deux premiers jours. Mais les pourcentages de
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diminutions se diffèrent d'une culture bactérienne à l'autre et les pourcentages de diminutions

enregistrées après 72 heures sont représentés dans le tableau 13 et la figure25.

D'un autre côté, nous avons noté que les densités optiques de touts les échantillons sont

presque stables après la 48 ème heure.

~l
Tab. 10. Variation de l'absorbance des suspensions bactériennes d' Escherichia coli ajoutées à

O.5mld'eau filtrée du marais de chacune des trois stations en fonction du temps.

Cultures

Témoin +Pl +P2 +P3

Temps

(heures)

24 0.856:1: 0.015 0.736:1: 0.001 0.612:1: 0.001 0.794:1: 0.001

48 0.965:1: 0.001 0.655 :1:0.002 0.401 :1:0.004 0.594 :1:0.002

72 0.971 :1:0.003 0.645 :1:0.002 0.429:1: 0.001 0.537 :1:0.003

Pl désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 1, P2 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la
station 2, P3 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 3.

1.2

L
o.

_. ....... .,.•.... ""., ...-,',, .~..t......._ .. .. .... "_ .. ,." .~~-. ..... -

~Témoin1 • •
0.8

Ê P --g- +P1' ..-::...~~.
c ,~, .•.

"~" Il ~CD .~".
"" -.;7; 0.6 t~,._ --. ".'1';: "-, '-~,"' -'-'-~'-" .'. ~-~ ,. - .. _ ...~.-'."'~.---~--~'" ..

";',

5 "' •.........-.~..~-~"
-'W,' --..

0 •....•---- .•.. -._--~. +P20.4 ~--"~-~~1"~~ .~.~~,"""'-"
_~ ___ • __ ~ •• ~~_~.~W<L~ •••••• ,~._.~_~><"."_. -"~.~'-"--;;;':' -".é-:-'H"

0.2
.--.- ...• +P3

0
24 48 72

Temps(heures)

Pl désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 1, P2 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la
station 2, P3 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 3.

Fig. 22. Variation de l'absorbance des suspensions bactériennes d' Escherichia coli ajoutées à

0.5ml d'eau mtrée du marais de chacune 'dIs trois stations en fonction du temps.
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Culture # 1

Témoin +Pl +P2 +P3
Temps

"!:,
(heures)

.1
24 0.788:f: 0.002 0.744:f: 0.005 0.649 :f:0.003 0.759:f: 0.001

!
48 0.873:f: 0.001 0.643 :f:0.002 0.462 :f:0.002 0.566 :f:0.003

1:
72 0.899 :f:0.004 0.633 :f:0.001 0.469 :f:0.002 0.583 :f:0.003

J

Tab.ll. Variation de l'absorbance des suspensions bact~~ennes d' Enterohacter agglomerans
1

ajoutées à O.5mld'eau filtrée du marais de chacune des trob' stations en fonction du temps
l,

Pl désigne: 0.5 ml d'eau filtré du marais de la station l, P2 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la
station 2, P3 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 3.

1
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0.1 +---------- ",------ _
o t,
24

Pl désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station l, P2 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la
station 2, P3 désigne: 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la station 3'.

Fig. 23. Variation de l'absorbance des suspensions bactériinnes d' Enterobacter agglomerans
t

ajoutées à O.5mld'eau filtrée du marais de dpcune des trois stations en fonction du temps.
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~1
111.1.2. Résultats de la lecture du nombre le plus' probable (NPP) :

Afin d'évaluer le pouvoir bactéricide d'eau du marais plus précisément, nous avons

recours à estimer le nombre moyen des cellules viables appartenantes au groupe des

coliformes existants dans les échantillons étudiés. En raison du manque de BCPL, nous

n'avons estimé ce pouvoir bactéricide que pour l'échantillon de la troisième station.

Les résultats exprimant les variations du nombre des cellules viables des coliformes en

absence et en présence d'échantillon de la troisième station sont représentés dans le tableau 14

et la figure 26.

L'ajout de l'eau des prélèvements de la troisième station a provoqué une diminution du

nombre en cellules viables des colifdrmes dans toutes les cultures bactériennes, mais cette

diminution varie d'une culture à une~lutre. Nous avons enregistré en appliquant le test de

Student une diminution très significative (p<O.Ol, n:::::3)après 72 heures autrement dit une

diminution estimée de (2.6 Log) pour Escherichia coli et de (2.58 Log) pour Enterobacter

agglomerans. La diminution a été par leur tour très significative estimée de (2.63 Log) pour

Klebsiella oxytoca (p<O.Ol, n=3).

66



&

i
1"

Résultats et interpretations

Tab. 14. Variation du nombre des ceUulesviables dans les trois suspensions bactériennes
correspondantes aux trois bactéries (Escherichia coli, ,Enterobacter agglomerans, Klebsiella
oxytoca) ajoutées chacune à 0.5ml d'eau (lItréedu marais ~ela troisième station (P 3) en fonction
~~~ ~

Culture
,

1

Bactérie 1 Bactérie 2 Bactérie 3 Bactérie 1 Bactérie 2 Bactérie 3
,

+P3Temps +P3 +P3

(heures)

1

24 j 1
2. 1010 11.109 12.10B 11.10B 15.10B 12.101;

48 1

27.1010 15.1010 26.1010 18.105 97.106 75.106

72
1

,

1
38.1010 21.1010 21.1010 28104 39.104 28.106

Bactérie 1: Escherichia coli. Bactérie2: Enterobacter agglomerons. Bactérie3: Klebsiella oxytoca. P3:
O.5ml d'échantillon filtré de la station 3.
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Fig. 26. Variation du nombre de ceUules viables dans les trois suspensions bactériennes
correspondant aux trois bactéries (Escherichia coli, Enterobacter agglomerans, Klebsiella oxytoca)
ajoutées chacune à 0.5 ml d'eau filtrée du marais de la troisième station (P3) en fonction du
~~ '
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111.2.Résultats en milieu solide:

111.2.1. Résultats d'isolement et de purification de Bdellovibrio bacteriovorus:

Dans la littérature relative au Bdellovibrio, les résultats relatifs aux formations des

plages de lyse sont exprimés à partir de la mesure des diamètres de ces zones d'inhibition en

millimètres [184]. Nous n'avons pris en compte que les résultats issus après la troisième

purification. ~1

Les figures 27, 28, 29 représentent successivement l'évolution de la formation des

plages de lyse sur les tapis bactériens d' Escherichia coli, d'Enterobacter agglomerans et de

Klebsiella oxytoca.

Les résultats relatifs aux mesures de l'évolution des diamètres des plages de lyse

formées sur les tapis bactériens des trois bactéries déjà citées en fonction du temps sont

représentés dans le tableau 15et la figure 30.

D'une part, nous avons constaté que les plages de lyse formées sur le tapis d'Escherichia

coli et d' Enterobacter agglomerans ne se développent qu'après la 48ème heure, alors que celles

formées sur le tapis de Klebsiella oxytoca ne se développent qu'après le troisième jour dès
l'ensemencement.

Et d'un autre part, nous avon~\oté que les plages de lyse atteignent leurs diamètres

maximaux après 6 à 7 jours avec Escherichia coli et Enterobacter agglomerans respectivement

avec des diamètres de 3.36mm et de 2.16 mm. Alors que les plages formées sur Klebsiella

oxytoca sont plus petites par rapport à celles formées sur les deux autres bactéries et

n'atteignent que 1.54mm après 5 à 6 jours.
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Après 6jours ; P"J~;S de lyse .1 . Après 7jours

Fig. 27. Formation des plages de Iyse.l~ le lapis d'E;~~eriChiacoli durant les sept jours (la
. Il
troisième purification). 1
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jours (la troisième purification).
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Après 3 jours

Après 6jours

Fig 29. Formation des plages de I~se sur I~'tapis de Klebsiella oXytoca durant les six jours ( la
troisième purification). ! ,[
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Tab 15. Le suivi des variations des diamètres moyens des plages de lyse formées par Bdellovibrio

bacteriovorus sur les tapis bactériens des trois bactéries (Escherichia coli, Enterobacter

agglomerans et Klebsiella oxytoca) en fondion du temps.

~

,
1

Bactérie1 Bactérie2 Bactérie3

Temps Gours)

2 <brun <lmm -
3 1.04:!: 0.40 •1.55 :!:0.28 <lmm

:
4 1.94

1

\0.32 ' 1.64 :!:0.32 <lmm
1

5 2.45 :!:0.75 : 1.98 :!:0.45 1.31 :!:0.09

6 3.32:!: 0.42 :2.03 :!:0.35 1.53 :!:0.05

7 3.36:!: 0.53 2.16:!: 0.22 1.54:!: 0.12
1

Bactérie1 :Escherichia coli. Bactérie2: Enterobacter agglomérans .Bactérie3: Klebsiella oxytoca,
Les résultats sont exprimés en moyennes :I:SEM, n1= 206, ni:'; 213, n3=36.

4.5

4

3.5

E 3
E
:; 2.5
(1)•..:; 2
E
.!! 1.5
Cl

1

0.5

o

-+- 8actérie1

-II- 8actérie2

-k- 8actérie3

2 3 4 5 6 7

Temps(jours)

Bactériel:Escherichia coli, Bactérie2: Enterobacter agglomerans, Bactérie3: Klebsiella oxytoca.

Fig 30. Le suivi des variations des diamètres moyens de~ plages de lyse formés par Bdellovibrio
~

bacteriovorus sur les tapis bactériens des trois ba~téries (Escherichia coli, Enterobacter
1

agglomerans et Klehsiella oxytoca) en fonction du temps. 1
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IV. Résultats de l'étude du rôle de Bdellovibrio bacteriovorus dans la lyse des
principaux coliformes isolés à partir du marais d'EI-Kennar:

IV.l. Résultats d'estimation directe:

Les résultats des variations des densités optiques des suspensions bactériennes relatifs à

l'effet du Bdellovibrio bacteriovorus sur les trois bactéries (Escherichia coli, Enterobacter

agglomerans et Klebsiella oxytoca) son~résumés dans le tableau 16 et respectivement dans les

figures 31, 32, et 33.

L'analyse statistique en appliquant le (Test de Student) (chaque 6 heures à partir de t=0

heure et n= 8 : c'est a dire de 0 heure a la 48 ème heure) de chaque suspension bactérienne en

absence et en présence de Bdellovibrio bacteriovorus, nous a permis de constater que le

traitement des suspensions bactérienne~ de ces trois bactéries (Escherichia coli, Enterobacter

agglomerans et Klebsiella oxytoca ) par Bdellovibrio bacteriovorus entraîne une diminution

hautement significative (P<O.OOl) des densités optiques des suspensions traitées.

Les pourcentages de diminutions des absorbances de chaque suspension bactérienne

après 24 heures dû à l'effet unique de Bdellovibrio, calculés de chacune par rapport à son

témoin convenable sont estimés de 65.75 %, 54.62%, 27.6% respectivement pour Escherichia

coli, Enterobacter agglomerans et Klebsiella oxytoca. Après 48 heures, les taux des41
diminutions enregistrés dues à l'activité de Bdellovibrio sur les trois bactéries sont

respectivement de l'ordre de 60.87 %, 54.59%, 24.78% pour Escherichia coli, Enterobacter

agglomerans et pour Klebsiella oxytoca.

41
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Tab. 16. Variation de la densité optique des suspensions bactériennes dt Escherichia coli,

d'Enterobacter agglomerans et de Klebsiella oxytoca en absence (témoin) et en présence de

Bdellovibrio bacteriovorus en fonctiondu temps. !

Escherichia coli Enterobacter Klebsiella oxytoca
1B ctéries 1agglomerans

Temp Témoin + plages Témoin + plages Témoin + plages de

(heures) de lyse de lyse lyse

0 1

0.825:1: 0.002 0.795:1: 0.003 0.886:1:0.012 0.906:1:0.003 0.676:1: 0.012 0.688:1:0.003
1 -,

0.841:1: 0.001 0.808:1:0.002 0.901 :1:0.009 0.911:1: 0.002 0.679:1:0.009 0.703:1:0.002
2

0.845:1: 0.003 0.799:1:0.001 0.903:1:0.002 0.895:1:0.003 0.681:1:0.002 0.698:1:0.003
3 \

1

0.849:1: 0.001 0.791 :1:0.005 0.924:1:0.009 0.886:1:0.001 0.699:1:0.009 0.683:1:0.001
4 1

0.841:1:0.004 0.680:1:0.004 0.917:1:0.005 0.779:1:0.003 0.701 :1:0.005 0.679:1:0.003
5

0.853:1:0.002 0.646:1:0.003 0.907:1:0.005 0.722:1:0.005 0.704:1:0.005 0.627:1:0.005
6 '.

0.849:1:0.015 0.607:1:0.006 0.903:1:0.003 0.701 :1:0.006 0.711 :1:0.003 0.583:1:0.006
7

Q.~:I:O.003
1

0.841:1:0.006 0.548:1:0.002 0.643:1:0.006 0.708:1:0.33 0.548:1:0.006
8 a

0.82:1:0.001 0.51 :1:0.005 0.914:1:0.008 0.611:1:0.005 0.718:1:0.008 0.544:1:0.005
9

0.897:1:0.0090.825:1:0.001 0.486:1:0.002 0.568:1:0.007 0.723:1:0.009 0.534:1:0.00710
0.846:1:0.002 0.427:1:0.004 0.917:1:0.009 0.548:1:0.002 0.729:1:0.009 0.512:1:0.002

12 1
0.856:1:0.002 0.388:1:0.004 0.899:1:0.001 0.522:1:0.004 0.719:1:0.001 0.502:1:0.00414
0.846:1:0.004 0.347:1:0.002 0.897:1:0.005 0.476:1:0.004 0.706:1:0.005 0.498:1:0.004

16 1

0.859:1:0.007 0.2890.003 0.895:1:0.004 0.419:1:0.008 0.698:1:0.004 0.506:1:0.00818 1

0.841 :1:0.003 0.283:1:0.005 0.886:1:0.005 0.417:1:0.009 0.681:1:0.005 0.499:1:0.00920 t

0.819:1:0.001 0.235:1:0.001 0.867:1:0.005 0.369:1:0.004 0.684:1:0.005 0.486:1:0.00422
0.815:1:0.002 0.226:1:0.002 0.849:1:0.001 0.362:1:0.001 0.676:1:0.001 0.488:1:0.00124
0.779:1:0.005 0.228:1:0.004 0.836:1:0.007 0.360%0.007 0.670:1:0.007 0.492:1:0.00726 1
0.765:1:0.001 0.224:1:0.003 0.832:1:0.007 0.366:1:0.002 0.668:1:0.007 0.488:1:0.00228
0.763:1:0.004 0.221 :1:0.004 0.819:1:0.002 0.361 :1:0.001 0.67:1:0.002 0.484:1:0.00130 .

6.~2:1:O.oo1
,1

0.761 :1:0.002 0.219:1:0.009 0.36:1:0.003 0.663:1:0.001 0.479:1:0.00332
0.817:1:0.0040.759:1:0.003 0.215:1:0.005 0.355:1:0.003 0.659:1:0.004 0.483:1:0.003

34 !
0.746:1:0.002 0.217:1:0.002 0.819:1:0.002 0.358:1:0.005 0.656:1:0.002 0.486:1:0.005

36 0.744:1:0.009 0.22:1:0.004 0.812:1:0.001 0.352:1:0.005 0.651 :1:0.001 0.489:1:0.005
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36 ·1
0.744:t0.009 0.22:tO.004 0.812:tO.001 0.352:t0.005 0.651 :t0.001 0.489:t0.005

38
0.816:t0.015 0.359:tO.002 0.649:tO.015 0.49:t0.0020.737:t0.002 0.218:tO.003

40
0.809:t0.004 0.356:t0.003 0.647:t0.004 0.493:tO.0030.729:t0.005 0.216:tO.001

42
0.731:tO.001 0.214:tO.001 0.823:tO.004 0.357:t0.008 0.649:t0.004 0.489:t0.008

44
0.728:t0.006 0.21:t0.006 0.821:t0.003 0.354:t0.004 0.652:t0.003 0.491 :t0.004

46
0.823:tO.003 0.351:tO.004 0.655:tO.0030.732:tO.005 0.212:tO.003 0.487:tO.004

48
0.719:tO.002 0.209:tO.005 0.825:tO.003 0.349:tO.012 0.648:tO.003 0.489:tO.012

50
0.722:tO.008 0.211:tO.004 0.822:tO.001 0.347:tO.005 0.651:t0.001 0.487:t0.005

Les résultats sont exprimés en moyennes :I:SEM
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Fig 31. Variations des densités optiques dei deux suspensions bactériennes dt Escherichia coli en

absence (témoin) et en présence de Bdellovibrio bacteriovorus en fonction du temps.
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Fig 32. Variation des densités optiques des deux suspensions bactériennes dl Enterobacter

agglomerans en absence (témoin) et en présence de Bdellovibrio bacteriovorus en fonction temps.
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Fig 33. Variation des densités optiques Ides deux suspensions bactériennes de Klebsiella oxytoca
en absence (témoin) et en présence de Bdellovibrio bacteriovorus en fonction du temps.

76
1,

1

"t



h

Résultats et interprétation

IV.2. Résultats d'estimation indirecte:

Les résultats de l'effet de Bdellovibrio bacteriovorus sur la viabilité cellulaire des trois

bactéries (Escherichia coli, Enterobacter agglomerans et Klebsiella oxytoca) sont résumés

respectivement dans les tableaux 17,18 et 19 et dans les figures 34, 35 et 36. Les résultats sont

exprimés à l'échelle logarithmique dans: les figures.

L'étude statistique (Test de Student) de chacune des suspenSlOns bactériennes en

absence et en présence de Bdellovibriq iacteriovorus, nous a permis de révéler que la viabilité

cellulaire moyenne des bactéries étudiées (Escherichia coli, Enterobacter agglomerans et

Klebsiella oxytoca) se trouve effondrer de façon hautement significative (p<O.OOl) suite au

traitement de ces dernières par Bdellovibrio bacteriovorus.

Le traitement des suspensions ,d' Escherichia coli, d'Enterobacter agglomerans et de

Klebsiella oxytoca par Bdellovibrio a conduit à des réductions différentes en nombre moyen de

cellules viables des trois bactéries. Les taux de réductions sont respectivement de l'ordre de

48.9 % et de 37.47 % pour Escherichia coli et Enterobacter agglomerans après 10 jours. Alors

que le taux de diminution dans la via~ilité cellulaire estimé pour Klebsiella oxytoca par ce

prédateur n'est que de 14.93 % durant la même période.
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, ,
Tab. 18. Variation de la viabilité ceUulaire;d' Enterobacter tigglomerans en absence (témoin) et en

1

présence de Bdellovibrio bacteriovorus en fonction du temps.,
1 ;

~

Enterobacter a ?}?lomerans
Temps ' 1

Gours) 1 Témoin + Plages de lyse,
1 .,

0 'i 1 11.107 2.108
1 16.107 43.104
2 1 93.106 16.104
3 1 93.106 14.1041

4 1 64.106 11.104
5 64.106 93.103
6 43.106 93.103
7 1 36.106 43.103,
8 1 35.106 43.103
9 29.106 38.103
10 28.106 38.103

-+-Témoin
--I!- + plages de lyse

1098765

..

432

1

\ 1 ~

~'---1O-.

1000000000

100000000

10000000

1000000

~

100000

u 10000

1000

100

10

1
0

Temps(jours)
1

Fig. 35. Variation de la viabilité cellulaire;d' Enterobacter agglomer..ans en absence (témoin) et en

présence de Bdellovibrio bacteriovorus en fonction du temps.!
1,
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Tab. 19. Variation de la viabiUté cellulaire de Klebsiella oxytoca en absence (témoin) et en

présence de BdeUovibrio bacteriovorus en fonction du temps.

~

Klebsiella oxytoca
Temps
(jours) Témoin + Plages de lyses

0 43.107 38.107
1 3,8.107 93.105
2 2.108 75.106
3 14.107 43.106
4 75.106 35.106
5 46.106 21.106
6 38.106 21.106
7 28.106 14.106
8 21.106 11.106
9 16.106 75.104
10 '16.106 75.104

-Ir- Témoin
,~ + plages de lyse

1098732

1000000000

100000000

10000000

1000000

E
100000

~~ 10000

1000

100

10

1
0 456

lrps{jours)

Fig. 36. Variation de la viabiUté cellulaire de Klebsiella oxytoca en absence (témoin) et en

présence de Bdellovibrio bacteriovorus en fonction du temps.
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Discussion

Discussion:

La flore bactérienne concernée dans cette étude est la flore totale hétérotrophe, les

coliformes totaux et fécaux, les streptocoques totaux et fécaux et les staphylocoques récupérés

respectivement sur milieu gélose nutritive, Mac Conkey et Chapman.

Selon les résultats de notre travail, la flore totale récupérée sur PCA consiste en une

variété de bactérie à Gram (-) et à Gram (+). La flore BG-L+ isolée sur Mac Conkey est

constituée uniquement de coliformes totaux. E.coli occupe une part importante dont elle existe

dans touts les prélèvements effectués, sqi'fe par la présence irrégulière de Kleibsiella oxytoca

(dans la deuxième station) et Enterobacter agglomerans (dans la deuxième et la troisième

station).

Les densités de la flore bactérienne aérobie totale notées sur PCA sont plus élevées à

25° C qu'à 37° C, dont la densité maximale à 25° C est estimée de 151200 CFU/ml et de

76400 CFU/ml respectivement au niveau de la troisième et la deuxième station. La densité

maximale en coliformes totaux est de 35000 CFU/ml enregistrée au niveau de la troisième

station. La température de 25° C est la température optimale pour une récupération efficace des

flores totales hétérotrophes BG-L-. Ainsi qu'il est a noté que certaines espèces bactériennes

cultivent sur une large gamme de température et seront ainsi comptabilisées à 25° C et à 37°

C[14].

La différence des numérations entre la flore totale et les coliformes laisse supposer

qu'elle correspond essentiellement à la1présence de microflores hétérotrophes BG-L- qui

constituent normalement la composante majeure de la flore totale [5, 120,69], et qui seraient

composés d'espèces Gram (+), dont les plus importantes sont les streptocoques et les

staphylocoques.

Les données de la littérature relatives à la pollution des eaux laissent supposer que les

bactéries Gram (+) sont surtout dominées'par le genre Bacillus [31, 100]. Par contre d'après les

normes de l'OMS relatives à la qualité des eaux superficielles, il devrait y avoir une absence

absolue des germes pathogènes, et des streptocoques fécaux dans 50 ml d'eau. Les nombres des

coliformes tolérés sont 10 et inférieur à 10 par 100 ml pour une eau destinée à la consoinmation

[87].
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Ainsi nous pouvons déduire qu~ reau que nous avons analysé est fortement contaminée.

Cependant, la recherche des coliformes est primordiale du fait qu'un grand nombre

d'entre eux vivent en abondance sur les matières fécales des animaux à sang chaud et de ce fait,

constituent des indicateurs de la première importance [48,69, 126].

Certains coliformes sont ubiquistes et vivent aussi bien dans le tube digestif que dans

les milieux extérieurs (eau, sol) telle ~, de Klebsiella oxytoca et d' Enterobacter agglomerans

que nous avons isolé. Par contre, E.coli ne peut vivre que dans le seul habitat fécal. La

présence de ce dernier dans une eau est la preuve majeure que l'eau a subi une contamination

par les matières fécales [6].

La présence des streptocoques fécaux dans les eaux indique généralement une pollution

fécale [17]. La recherche de ce groupe de bactéries dans l'eau constitue un complément justifié

à celle des coliformes thermotolérants [160]. Ils ne sont pas aussi ubiquitaires mais toujours

présents dans les fèces d'animaux à sang chaud [53,72), comme ils témoignent d'une

contamination fécale ancienne et de ce fait ils sont plus fiables que les coliformes [68, 243].

Ainsi, l'estimation du rapport coliformes fécaux / streptocoques fécaux (CF/SF) est considéré

comme un indicateur de contamination par les bactéries fécales humaines ou animales [69, 110,

243]. De ce fait, pour les trois stations cet indicateur donne des valeurs variant entre 0.7 et 1

(0.94 pour St 1, 0.91 pour St 2 et 0.87 pour St 3). Donc, on peut conclure que la pollution

enregistrée est un mélange de pollutlothumaine et animale avec une prédominance des fèces

animales.

Nous pouvons ainsi conclure que l'eau du maraIS d'El-Kennar est contaminée

principalement par les rejets des riverains (regroupements d'habitations isolés, d'élevages,

d'ovins, de bovins, de poulets, .... ), des fermes avoisinantes qui directement ou indirectement
i

rejettent les déchets dans le marais ainsi que les différentes espèces animales qui fréquentent

régulièrement ce marais pour s'abreuvoir.

Le degré de contamination peut être expliqué. par l'importance de ces rejets et des

saisons chaudes qui favorisent la multiplication des bactéries. Ce qui rend, le système d'auto-

épuration délicat.

·l
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L'épuration des eaux douces apparaît ainsi comme un phénomène très complexe. En

effet, il résulte de l'influence de plusieurs facteurs: physiques, chimiques, bilogiques et c'est

uniquement ainsi qu'intervient les facteurs physico-chimiques (température, dilution,

irradiation, oxydation, etc .... ). Wuhurmann a émis l'hypothèse selon laquelle l'élimination des

coliformes des eaux est fonction des ca1lctéristiques physico-chimiques et biologiques du

système aquatique considéré (242). Ces coliformes survivent in situ durant un temps plus ou

moins long et qui dépend de tout un ensemble de facteurs environnants, puis quoiqu'il en soit

leur destinée est l'élimination du système sous l'influence des facteurs précédents (36).

Dans notre étude, nous avons essayé de voir, vérifier puis quantifier le pouvoir auto-

épurateur biologique de l'eau de notre zone d'étude.

En effet, la lecture des densités optiques des échantillons d'eau non filtrés nous a

montré clairement que l'eau non autoclavée s'éclaircit naturellement et devient plus limpide

(fig19 et 20). Cela est confirmé par la diminution de densité optique des échantillons au bout

d'une semaine alors que les échantillons témoins (eau autoclavée) gardent leur trouble initial.

D'autre part, le dénombrant des cellules en coliformes restant viables pendant la même période

d'étude nous a montré une diminution considérable dans la viabilité cellulaire de ces dernières.

Brisou a effectué des expériences identiqrleJ et a observé des résultats similaires(24).

La turbidité de l'eau peut être causée principalement par la présence de nombreux

microorganismes (bactéries, protozoaires, métazoaires ... etc.), d'algues, de la matière organique

et des différents nutriments. La diminution de la turbidité de l'eau signifie que le contenu total

en protéines absorbants à 645 nm diminue. Ceci peut être expliqué par la disparition des

impuretés et des bactéries existantes dans cette eau. Plusieurs facteurs peuvent être évoqués

quant à la cinétique de l'auto-épuration naturelle de l'eau qu'il s'agissent de la dégradation de la

matière organique en présence de micro-organismes dont certains sont aussi minéralisés par les

bactéries après leurs mort (104). Cette fraction bactérienne est alors éliminée à leur tour [121).

Des facteurs physico-chimiques illustrés essentiellement dans notre cas par l'épuisement

continuel en nutriments et l'accumulation des déchets toxiques conduisent à la diminution du

nombre des cellules viables [148, 152). D'autres auteurs expliquent la disparition d'une partie

des bactéries par processus physiologiqUe) où le titre bactérien diminue normalement dans

n'importe quel milieu à plus forte raison dans l'eau non autoclavée [83). Ce phénomène est

connu sous le nom d'autolyse.
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n'importe quel milieu à plus forte raison dans l'eau non autoclavée [84]. Ce phénomène est

connu sous le nom d'autolyse. ~1

Ainsi, sans nier le rôle joué par ces différents facteurs, ainsi que par les divers agents

biologiques tel les levures, les champignons, les algues, les virus, les métazoaires et les

protozoaires, d'autres chercheurs considèrent que le pouvoir bactéricide des eaux terrestres est

essentiellement dévolu aux facteurs microbiologiques [30, 82, 143, 145]. Parmi les facteurs

biologiques la lutte entre les espèces chez les microorganismes qui est une arme des plus

efficaces [62,85, 154, 162].

L'antagonisme microbien permet donc d'entretenir au sein des nappes d'eau l'équilibre

nécessaire entre les différentes espèces mais l'afflux massif de nouveaux germes perturbe cet

équilibre et alors les possibilités défensives de l'eau sont dépassées. Ainsi, nous pouvons

cependant conclure que l'eau non a~toclavée est douée naturellement d'un pouvoir auto-

épurateur.
~l

L'éclaircissement de l'eau du marais non autoclavée se reproduit indéfiniment après

filtration sur membrane filtrante de diamètre 0.45 !lm. L'hypothèse d'un facteur physique est à

écarter d'emblée comme le facteur lytique est filtrable. Les suspensions s'orientent vers la mise

en cause d'un facteur biologique. La lyse des bactéries ne peut être imputée à des protozoaires

(qui font plus de 0.45 !lm de diamètre). Ceci conduit à conclure que l'eau d'un écosystème

aquatique a un pouvoir bactéricide naturel.

Quant aux essais sur les trois bactéries déjà prélevées du même eau et qUI sont

introduites dans des cultures riches "bouillons nutritifs", nous avons enregistré une

augmentation considérable du nombre ou de la masse cellulaire des trois bactéries précédentes,

de même le bouillon nutritif est devenu plus trouble. Cette augmentation est un résultat logique

issu de la multiplication des bactéries au, détriment du milieu nutritif qui sans cesse va devenir

plus dense. Cependant il est important de noter que la croissance bactérienne et sa vitesse de
~1

multiplication varient d'une bactérie à une autre.

En répétant le même essai mais avec l'addition de l'eau du marais filtrée, nous avons

constaté que le nombre de bactéries a quand même augmenté mais de façon ralentie par rapport

aux milieux de cultures témoins correspondants (fig. 26). De même, les densités enregistrées

cette fois sont moins importantes par rapport à leurs témoins. Ceci peut être expliquer par le fait
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Ainsi, nous avons constaté que l'eau de la deuxième station qui semble être plus

contaminée par rapport aux autres s'éclaircit mieux et plus rapidement que les deux autres

stations. La troisième station s'éclaircit à son tour plus rapidement que la première station la

moins contaminée. Ces expériences qui ont pour but de mettre en évidence le pouvoir

bactéricide des eaux polluées, permettent de supposer que plus une eau est polluée, plus elle est

riche en facteurs bactéricides, car plus vite est obtenue la lyse des bactéries. Ces résultats sont

en accord avec ceux de Guelin et Lamblin [81].

Des expériences faites sur des eaux prélevées dans des endroits apparemment sains

(sources, puits) montrent que ces eaux n'ont absolument aucun pouvoir lytique. En effet des

germes introduits dans une telle eau restent intacts et la turbidité qu'ils confère à l'échantillon

persiste comme dans le cas de l'eau autoclavée.
4 1

Ces expériences permettent d'une part de confIrmer le pouvoir bactéricide naturel de

l'eau et la répartition variable du facteur bactéricide selon le lieu du prélèvement et d'autre part

de suspecter le rôle de micro-organismes infImes «O.45J.1m) dans l'éclaircissement des

échantillons.

TI reste cependant à déterminer la nature du facteur bactéricide responsable du processus

d'autoépuration.

Les premières connaissances sur l'épuration des eaux douces remontent à la fIn du

19èmes siècle. A cette époque on a cherché à doter l'eau d'un pouvoir bactéricide. La découverte

du bactériophage par Hérelle semblait fournir une explication concrète de ce pouvoir

bactéricide[90].

Ainsi, dans notre étude et pourFa première fois, nous avons confus l'activité de

Bdellovibrio à celle des bactériophages dans cet éclaircissement. Afm de vérifier ces

suppositions, nous avons eu recours à la méthode utilisée pour isoler ces microorganismes s'ils

sont vraiment présents. La méthode correspond à la technique de la double couche décrite par

Stolp et Starr [205]. Le liquide filtré est mélangé à la souche indicatrice, autrement dit aux

bactéries qui serviront de proies aux prédateurs que nous avons isolé. Les cellules hôtes

utilisées pour le titrage du parasite sont: Escherichia coli, Enterobacter agglomerans et

Kleibsiella oxytoca ce qui nous donne un caractère épidémiologique à l'expérimentation.
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L'étalement du mélange sur un milieu nutritif gélosé forme un tapis continu. Les plages

de lyse apparaissent au bout d'un certain temps.

Nous avons noté l'apparition des plages de lyse après deux jours sur Escherichia coli et

Enterobacter agglomerans et après trois jours sur Kleibsiella oxytoca. Après leurs apparitions,

nous avons noté que les plages s'élargissent avec le temps à des vitesses différentes d'un tapis

bactérien à l'autre (fig. 27, 28 et 29).

Ainsi, nous pouvons conclure tout d'abord que le processus de bactériolyse n'est pas dû

à un processus de bactériophage. Actu~~ement nous savons que le rôle joué dans l'auto-

épuration par les bactériophages est très faible [30, 69, 173,217,237]. Sa fixation exige la

présence dans l'eau d'une quantité élevée de bactéries. Au dessus de 100 millions de

germes/millilitres, le taux de virions fixés :reste insignifiant [81].

Les plages de lyse formées par le prédateur se distinguent facilement des celles qui sont

causées par les phages. Les plages de lyse formées au cours de 24 heures sont le plus souvent

causées par des bactériophages, alors que celles qui sont dues à Bdellovibrio apparaissent au

bout de plusieurs jours [149]. Il a été estimé que les plages de lyse dues au développement de
,

Bdellovibrio ne prennent naissance en général qu'après 48 heures[116].

Entre autre, dans le premier cas qui est celui des virus, les plages des phages cessent de

s'épaissir lorsque les cellules sont en phaSe stationnaire après avoir cesser de se diviser car les

bactériophages n'attaquent que des bactéries vivantes en pleine croissance, tan disque les plages

dues au Bdellovibrio continuent à s'agtqdir même lorsque le tapis bactérien a cessé de se

développer [83,217,229,233,234].

Il nous reste donc à envisager l'action de ce micro-organisme inconnu pour la plus part,

susceptible de s'attaquer aux Entérobactéries introduites. Ce microorganisme est de très petite

taille appelé Bdellovibrio bacteriovorus que Stolp et Start dès sa découverte, prévoyaient son

rôle exclusif dans la destruction des bactéries des eaux polluées et qui aussi a été suspecté par
,

plusieurs autre auteurs [57,58,187].

Le Bdellovibrio est largement distribué dans l'environnement aquatique dont certains le

qualifie d'agent auto-épurateur [152]. Jusqu'au ce jour, on connaît une seule espèce appartenant

au genre Bdellovibrio qui est Bdellovibrio bacteriovorus [10,192].
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L'ensemble des recherches faites sur ces micro-organismes fascinants sont peu

nombreuses pendant les années 90. Ainsi que la majorité des études écologiques sur la

prédation bactérienne dans l'environnement aqueux a été effectuée sur la colonne d'eau (63,

209, 238]. Ceci peut être dû essentiellement à des raisons techniques: l'isolement de

Bdellovibrio bacteriovorus n'est pas toujours une tentative couronnée de succès. C'est une

Procédure délicate incluant des filtrations successives et par fois des centrifugations de
4' 1

l'échantillon ainsi qu'une méthode de culture spéciale selon la technique de la double couche.

Entre autre, en raison que le nombre de prédateurs bactériens connu est faible et que leur

affiliation phylogénétiques est largement inconnu, la prédation à ce niveau est peu étudiée et

comme ces prédateurs ne forment pas des colonies standards sur les milieux de culture, cette

catégorie de micro-organismes a été le plus souvent négligée par les microbiologistes (182].

En effet nous avons essayé des dizaines de fois d'isoler ce micro-prédateur mais en

vain et cela nous a été possible uniquement en été. La densité en Bdellovibrio dans les eaux

est plus importante en été autrement dit de moment ou les températures optimisent leur

développement et leur croissance (187].

Dans notre étude, les plages de lyse semblent arriver à leur tailles maximales au bout de

7 jours avec Escherichia coli et Enterobacter agglomerans et au bout de 5 jours avec

Klebsiella oxytoca. Les tailles des plage~ yroduites avec les deux premières bactéries sont plus

grandes que celles obtenues avec Klebsiella oxytoca. Ces résultats sont en accord avec celles

obtenus par Shemesh qui ont montré que la cinétique de la formation des plages de lyse et leur

croissance diffèrent d'une souche bactérienne à une autre(182]. Cela montre la grande spécifité

d'attaque et de prédation de Bdellovibrio bacteriovorus des différentes espèces bactériennes.

Ceci peut être expliqué en partie du fait que l'efficacité dans la formation des plages de

lyse semble être liée à la capacité des prédateurs de former un attachement irréversible avec

leurs cellules proies car cette capacité parait être le premier pas vers une prédation avec succès

(76].

Le milieu yP est le milieu sélectif le plus souvent utilisé pour isoler Bdellovibrio

bacteriovorus. En effet cette technique a un avantage double: d'une part c'est elle qui permet

d'isoler ce micro-prédateur à partir des milieux naturels lorsque la concentration des

échantillons en Bdellovibrio est faible. Etld'un autre part, elle permet de titrer Bdellovibrio dont

chaque plage est normalement engendrée par une seule cellule prédatrice.
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Il a été a noté l'existence d'une spécificité d'action entre les souches de Bdellovibrio

bacteriovorus isolées dans une eau et les micro-organismes hôtes[37]. Catteau et al en étudiant

le spectre d'activité du Bdellovibrio, ont noté la variabilité 4e la croissance du micro-prédateur
!

selon les bactéries hôtes utilisées. Ils ont constaté que Bdellovibrio bacteriovorus donne des

plages de lyse confluentes avec certains germes parallèlement à une multiplication intense du

prédateur, alors que les plages de ly~e sont plus ou moins nombreuses avec d'autres

germes [30] . Cette variation étant conjuguée à une variation de la multiplication de Bdellovibrio
,

bacteriovorus. Des résultats similaires ont été notés par Staples et Fry [196].

, 1
Les recherches sur la bactériolyse spontanée, avaient déjà étudié dans les années

soixante dix la distribution des germes responsables de la lyke des bactéries dans les eaux [77].

Les observations effectuées jusqu'alors avaient mis en évidence leur répartition générale dans

les eaux douces provenant de toutes les parties du monde. Ainsi que dans les eaux marines

prélevées le long du littoral [81].

Ainsi dans notre étude nous pouvons conclure que le nombre de Bdellovibrio

bacteriovorus isolés en utilisant Escherichia coli comme bactérie hôte est en moyenne de 9 li

12 prédateurs lm! (respectivement au niveau de la premièr~ et la deuxième station) et de 14

cellules prédatrices lm! au niveau de la troisième station. Ce nombre est souvent légèrement

sous estimé car certains ont été probablement éliminés par la technique de filtration [196, 229].

Le nombre de Bdel/ovibrio estimé généralement dans les eaux d'égout est très élevé,

mais nos résultats sont proches de cems:'1trouvés par Dias et Bhat dans les eaux d'un lac

qualifié de pollué et renfermant des bactéries pathogènes [42].

i

Dans le même sens, une étude faite par le département d'environnement et le service

des eaux en 1971 a démontré que la qualité d'eau influe sur la présence et sur le nombre de

Bdel/ovibrio, dont les eaux non polluées renferment un nombre très faible (0 à 3 Bdel/ovibrio

lm!) alors que les eaux excessivement polluées renfermen~ un nombre assez élevé (18 à 51

Bdel/ovibrio lm!) [41].

Ainsi, l'étude que nous avons réalisé sur l'eau du marais d'EI- Kennar confirme tout en

la démontrant l'idée de Guélin et Cabioche qui ont suggéré! d'avoir recours au phénomène de

bactériolyse afin de qualifier la qualité de l'eau [80] .
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Le nombre de micro-organismes dans l'eau à 37° C varie de 35500 à 76400 par

millilitre avec une moyenne de 57740 germes/ml. Les coliformes sont présents dans tous les

échantillons, mais avec des taux variables selon les lieux .de prélèvements. Il faut cependant

noté que le taux de coliformes des échantillons d'eau n'est que rarement fonction de la capacité

polluante des différents points, autrement dit qu'il est rm;ement proportionnel à l'aptitude à

polluer des zones considérées. Ce qui implique que les bactéries disparaissent assez rapidement

sous l'influence de certains facteurs parmi lesquels les paras~tes bactériens.

C'est pour cette raison que Lambina et al ont proposé trois indices de contamination de

l'eau par les germes pathogènes, à savoir: le nombre total de micro-organismes, le titre en

coliformes et la concentration de Bdellovibrio dans l'eau. Le dernier étant représenté comme le

meilleur critère sachant qu'il est un bon témoin de pollution et qu'il participe activement à

l'auto-épuration[116] . Bien que l'identification des bactéries isolées ne constitue pas un but en

lui-même, mais il est intéressant de noter les genres bactériens probables caractérisant le

biotope dans lequel vit Bdellovibrio pour déduire plus tard son effet sur ces derniers.

L'identification a été faite par l'utilisation de la galerie biochimique classique avec
1

confirmation de l'identification de deux bactéries (Escherichia coli et Enterobacter

agglomerans) en utilisant la galerie d'API 20 E qui est un système rapide, plus fiable pour
1

diagnostiquer un nombre d'organismes eflltudiant plusieurs 'substrats [210,235].

Les bactéries pathogènes ainsi identifiées dans: nos échantillons sont par ordre

décroissant: Escherichia coli, Enterobacter agglomerans et klebsiella oxytoca.

Depuis la découverte de la bactérie parasitaire Bdellovibrio en 1962 par Stolp et

Petzold, la majorité des recherches sè sont intéressées à élucider leur caractéristiques

physiologiques, biochimiques et génétiques [185, 198, 199,204]. D'autres ont plutôt essayé de

déterminer son rôle au niveau des milieux habituels d'isolement [111,205]. Et suite à certaines

études, plusieurs théories ont avancé le rôle de bio-contrôle que doit jouer Bdellovibrio dans la

nature [82, 138, 186].

Afin de vérifier le rôle de Bdellovibrio bacteriovorus dans l'épuration des eaux, nous

avons contribué à estimer l'effet de cette bactérie dans l'éclaircissement des suspensions

bactériennes troubles et à étudier son c~rtement vis à vis des bactéries pathogènes les plus

rencontrées dans les prélèvements. Son développement dans les cultures liquides nous informe
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sur la concentration des cellules bactériennes viables. Ainsi, le système cellulaire constitué de

Bdellovibrio-substrat cellulaire peut être qualifier comme une relation "parasite- hôte "ou

comme une relation "prédateur-proie" [5~'rOO, 137, 182].

Les tubes incubés à 37° C pendant 12 heures et eiposant des suspensions troubles à

jour Jo début de l'expérience montrent au bout de 2 à 3 jours après addition des plages de lyse

un mince éclaircissement correspondant à une lyse bactérienne. Des résultats identiques ont été

obtenus par Guelin, Lépine et Lamblin [84].

n apparaît donc que la réduction ou l'élimination de la majorité des cellules bactériennes

des trois espèces bactériennes étudiées survient surtout duraht les premières 24 heures d'attaque

(après l'ajout des plages de lyse). Cette lyse correspond probablement à une croissance de

Bdellovibrio bacteriovorus.

Tout d'abord rappelons que de nombreux auteurs oJt suivi au microscope électronique

la pénétration de Bdellovibrio bacteriovorus à l'intérieur des Entérobactéries, et il est rapporté

que la lyse de ces derniers se manifest:farallèlement ayc la prolifération de Bdellovibrio

bacteriovorus (fig. 1). En plus, par collection et quantification de Bdellovibrio bacteriovorus

après 48 heures, il parait que ces prédateurs ne se contentent pas seulement de survivre dans ces

suspensions, mais ils se nourrissent, prolifèrent et s'échapp~nt pour réaliser un nouveau cycle

de prédation [83, 124, 183, 197]. 1

Selon Shilo la pénétration s'effectue en 20 minutes. Après ce délai, même une agitation

ne provoquera pas la séparation de deux bactéries[186]. Au bout de 45 minutes les cellules

hôtes sont si endommagées qu'elles deviennent sphériques, ou tout au moins, il apparaît des

ballonnements de ces cellules hôtes [78,85]. Ce qui peut nous donner des explications sur la

lyse continuelle de plus en plus intense en fonction du temps.
1

La mort de la cellule ciblée se manifeste rapidement car la phase d'attaque est

automatiquement suivie par l'inactivation du métabolisme cellulaire de cette dernière et par la
!

perte de sa viabilité cellulaire [243]. '1

L'attachement de Bdellovibrio à sa cellule hôte est très fragile dans les minutes qui

suivent le contact hôte- parasite et par conséquent, c'est essentiellement au niveau de la phase

d'attachement de Bdellovibrio bacteriovorus à son hôte et au niveau de la phase de pénétration
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que les paramètres du milieu jouent leU! Ilus grand rôle. En effet la moindre d'une variation. ,

brutale du milieu engendre une séparation du Bdellovibrio bacteriovorus de sa cellule hôte.

Ainsi une agitation est exercée durant 4 à 5 minutes qui suivent ce contact, un

détachement du prédateur de l'hôte peut se produire [225]. :Par contre si elle est exercée 20 à

30 minutes après la rencontre des deux microorganismes, la liaison est si forte que l'agitation

n'engendre aucun effet sur ce complexe: bactérie- prédateur.

Dans le travail que nous avons. réalisé, le traitement avec trois plages de lyse de

Bdellovibrio bacteriovorus a réduit remarquablement la viabilité des trois espèces bactériennes,

ce qui veut dire que toutes les Entérobactéries étudiées qnt été sensibles envers ce micro-

prédateur.

TI ressort ainsi que Bdellovibrio bacteriovorus n'est pas un prédateur spécifique d'une

bactérie mais peut s'attaquer à de nombrtuses espèces d'Ehtérobactéries. Au début, l'idée de

Stolp et Petzold est que l'activité lytique de Bdellovibrio bacteriovorus été limitée uniquement

au genre Pseudomonas[204], puis en 1963, Stolp et Starr découvrent que son spectre d'activité

est plus large et s'étend sur 34 souches bactériennes Gram (-)[205] . Plus tard ils ont montré

que cette susceptibilité est hautement variable [127, 176, 209] •

Taylor et al observent que 40 à 76% parmi 42 souches bactériennes de référence isolées

de l'océan sont facilement prédatées par 13 souches de Bdellovibrio[209]. Schoeffield et al

[176], l'ont évalué à 74 - 84 %. Le test généralement utilisé pour mesurer est basé sur plusieurs

techniques dont la culture par incorporation comme elle est décrite par Williams et col [240].

Pineiro dans une autre étude a montré que Bdellovibrio de Great Salt Lake présente une

préférence des bactéries isolées du même biotope que ceux importées des autres milieux[151].

Nous avons ainsi ensemencé selon la même méthode une souche de Staphylocoque et

une autre souche pure de bactérie Grani' (\-) (non identifiée) mais aucune plage de lyse n'a été

formée, ce qui signifie qu'aucune bactérie Gram (+) n'est lysée par Bdellovibrio. Ceci est dû

probablement à la différence de structure et de composition'des parois cellulaires des Gram (+)

et des Gram (-). En effet, la paroi des bactéries à Gram négatif est composée de deux éléments:

le péptidoglycane et une membrane externe qui est abs~nte chez les Gram positif. Cette

membrane surmonte le péptidoglycane et comporte deUX feuillets: un interne et un autre

externe. Ce dernier est composé d'un complexe appelé: le lipopolysaccharide (LPS) ainsi
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qu'elle comporte certains protéines membranaires (Omp), qui d'après la littérature scientifique,

sont à l'origine de la fixation de Bdellovibrio [44,146,201,208].

Le suivi de l'effet de B. bacteriovorus sur les espèces étudiées révèle une réduction

remarquable dans l'absorbance des suspensions bactériennes d' E.coli et d'Enterobacter

agglomerans après la troisième heure dont les taux de réductions estimés sont respectivement

de l'ordre de 14.03 % et de 12.07 %. Pour Klebsiella oxytoca, la diminution de la densité

optique a été remarquablement notée après la quatrième heure de contact et estimée avec un

taux de 7.65%.

Cette chute brutale de l'absorbance peut être expliquer par le fait que B. bacteriovorus a

terminé son premier cycle de vie et léslnouvelles générations commencent à attaquer de

nouveau les cellules cibles. Ainsi nous pouvons suggérer que B. bacteriovorus complète

approximativement son cycle de vie après 3 heures pour E.coli et Enterobacter agglomerans,

et après 4 heures pour Klebsiella oxytoca. La différence des taux de diminution de l'absorbance

dans les trois suspensions bactériennes après 3 heures reflète le pouvoir de sélection initial du

prédateur entre les différentes proies. Cette différence de prédation n'est pas due au fruit du

hasard mais il semble que certaines proies sont nettement et constamment plus attaquées par

Bdellovibrio ce qui la différencie des bactériophages qui peuvent se multiplier aussi bien dans

les germes morts ou vivants [37,226,227].

Nous pouvons conclure ainsi qu' Escherichia coli est la bactérie préférée de B.

bacteriovorus. Elle est suivie d'Enterobacter agglomerans et enfm de Klebsiella oxytoca. Ceci

rejoint les résultats de Fratamico et al qui ont montré que le Bdellovibrio pris isolement réduit

efficacement le niveau de biofilm d' E. co/ifar rapport aux autres bactéries[61].

Idem, l'estimation indirecte (NPP) des cellules réviviables après ajout de Bdellovibrio

nous confIrme les mêmes résultats obtenus par l'estimation directe.

La majorité des recherches faites sur le cycle de vie de Bdellovibrio a été effectué en

utilisant E.coli comme modèle d'expérimentation. Certains ont examiné le niveau de

susceptibilité d'autres bactéries pour Bdellovibrio bacteriovorus [103, 151], et qui sont arrivés

aux mêmes conclusions, c'est que Bdellovibrio bacteriovorus préfère certaines bactéries et les

attaque plus rapidement que d'autres [62,72,176,223 ].
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Certes, l'activité de Bdellovibrio a été étudiée 'par plusieurs auteurs [164], mais

l'interaction entre Bdellovibrio avec ses proies a été décrite comme très complexe [1, 34, 43,

176, 179, 201, 208, 213, 214, 219]. TIest bien admis même que ces prédateurs ont un champ

d'attaque plus vaste, ils sont cependant spécifiques dans leurs infections et ils sont inoffensifs

envers les organismes eucaryotes [193].

Néanmoins les raisons pour lesquels ce micro-prédateur préfère s'attaquer à quelques

bactéries par rapport à d'autres restent peu claires.
1 1

Les observations visuelles de Bdellovibrio bacteriovorus mélangé avec des bactéries

non susceptibles tel Neisseria gonorrhoeae , révèlent que ce parasite se colle rarement à cette

espèce. Plus récemment, il a été montré que B. bacteriovorus circule autour de ces cellules en

cherchant à trouver un site d'attachement, ce qui laisse suggérer que l'attachement de ce

prédateur à sa proie ne s'effectue pas au hasard [45,46, 160]. La littérature scientifique nous

montre que Bdellovibrio bacteriovorus se colle sur des récepteurs spécifiques existant sur la

paroi cellulaire de la cellule hôte dite" récepteurs protéiques de méthyle" [164].

8elon Varon et 8hilo l'attachement de Bdellovibrio à la paroi cellulaire des espèces de

Salmonella mutés et d'Escherichia coli varie selon la composition de la paroi cellulaire ce qui

révèle que l'acceptabilité des récepteurs existant sur la paroi cellulaire peut expliquer la

différence d'attache entre les différentes espèces bactériennes. L'examen des couches

superficielles des cellules proies a révPf que la couche 8 et non la capsule forme une

protection contre la prédation par Bdellovibrio[226, 227]. Koval et al ont aussi indiqué que les

couches 8 peuvent bloquer l'accès du Bdellovibrio au récepteurs de la paroi cellulaire de la

cellule cible. Ainsi, le taux d'abattage réduit de Kleibsiella oxytoca par ce prédateur par rapport

aux deux autres bactéries est dû principalement à la présence de cette couche 8[112, 113].

Le chimiotactisme pariétal peut aussi jouer un rôle dans la localisation des proies

cellulaires conduisant à une prédation différentielle. Lambert et al ont montré que la perte des

protéines chimiotactiques correspondantes au récepteurs de méthyle fait réduire la prédation

par Bdellovibrio bacteriovorus et l'arrangement séquentiel du génome de ce micro-prédateur a

montré l'existence des gènes codants pour 20 protéines chimiotactiques réceptives et des gènes

codant pour deux systèmes régulateurs du chimiotactisme de ce prédateur [115, 159].

1 1
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Bdellovibrio.

li
1

!
La taille de la proie peut conditionner le taux de mortalité bactérienne du fait qu'une

taille plus importante engendre un nombre plus imporuhtt en Bdellovibrio de la nouvelle
1
1

génération issue durant le cycle de multiplication [231]. 1 i

!i
D'autres facteurs peuvent aussi influencer le degré W'attaque à savoir l'âge des cultures

bactériennes [223]. L'âge de Bdellovibrfol;Jeut aussi influ~ncer la relation dans le sens ou les

jeunes prédateurs sont plus actifs que les vielles cellules [93].
1
1

L'éclaircissement complet des suspensions bactéri~nnes n'est pas obtenu, il persiste
l'

toujours un léger trouble dans toutes les suspensions bactéqennes contenant les plages de lyse.

Ces troubles sont dues normalement aux divers éléments ~actériens dont certains demeurent
1

encore en vie et capables de se multiplier. Ces résultats sont en corrélation avec ceux obtenus
1

par Keya et al et celles de Varon qui ont mon~é que Bdellovibrio n'élimine pas

complètement les proies bactériennes planctoniques[108, 22

n
].

Ceci peut être expliquer par le fait que la composition cellulaire de Bdellovibrio sera

rapidement altérée ainsi que sa viabilité sera rapidement rédilite dans une suspension pauvre en
1

bactéries proies [93, 126]. Ainsi, l'effet du prédateur a été, ralenti après 3 à 4 jours et afin

d'expliquer ce phénomène nous pouvons suggérer que no~e prédateur se développe surtout
, 1 1

dans un premier temps sur des concentrations nécessaiWs pour assurer sa survie et sa

multiplication mais avec le temps le nombre sera diminué a~ desso~s de ces exigences, ce qui

provoquera une altération cellulaire des bactéries préda~ces. Cette altération engendre
1

logiquement une diminution voir même une suppression de l'activité prédatrice de
!

li
!

Le nombre de cellules proies nécessaire soit pour assdrer la survie ou la maintenance de
Il

"l'équilibre de population constitue le sujet de quelques déb~ts. Hespell et al estiment qu'une

densité de 1.5.105 de cellules hôtes /ml est nécessaire pouf; avoir 50% de chance durant 10
1

heures. D'autres concluent que la survie des prédate$ dans l'eau non polluée est
ii

improbable[93]. En appliquant des modèles mathématiques ~asés sur certains suppositions et

théories de l'écologie et du comportement de Bdellovibrio, yaron et Zeigler estiment qu'une
li

densité minimale de 106 de cellules proies /ml est nécessaire pour la survie de ces micro-
1

organismes et 107 pour la croissance de sa' Ilopulation[231]. '

,

Il
!
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Dans les conditions de laboratoire, une densité élevée de proies est nécessaire afin de

garantir la survie de Bdellovibrio. Plusieurs auteurs ont rapporté qu'une concentration minimale

de 105 à 106 CFU.g-1 sol ou ml-l est nécessaire [107,220]. Varon et Zeigler estiment la chance

à 50 % pour que Bdellovibrio survivent et elle est assurée par la présence d'au moins 3.106 de

cellules proies [231]. Par contre Varon et al estiment que quelques fois Bdellovibrio survivent

en laboratoire avec une seule espèce bactérienne à une densité de 2 à 5.104 cellules /ml[224] .

À l'état naturel, Bdellovibrio sont lxposés directement au conditions externes et de ce

fait ils sont menacés par la famine et la mort sauf dans le cas de présence de concentrations

convenables des bactéries hôtes [93, 116].

Si nous revenons au nombre de bactéries réviviables récupérées de nos échantillons

d'eau, il ressort qu'elles sont largement au dessous du seuil nécessaire pour maintenir en vie le

prédateur. Du même une étude faite par Daniel [37], Fry a montré que Bdellovibrio peuvent y

survivrent des longues périodes dans un environnement pauvre en nutriments[63], et qu'il est

possible de les isoler à partir des sol longuement stockés [72]. Ainsi la survie et la

multiplication de ce micro-prédateur sont toujours maintenues et sa présence n'est jamais à
écarter [224,231].

Des explications possibles sont alors émises. D'abord le nombre de bactéries

hétérotrophes récupérées par des cultures typiques représente une toute petite proportion du

nombre actuelle rapporté par les méthode! directes de quantification totale [226]. En prend en

considération le nombre nécessaire de proies pour Bdellovibrio, il est rapporté que ce prédateur

peut se nourrir sur des cellules non viables, sous certaines circonstances [228]. Aussi il a été

démontré que Bdellovibrio peut parasiter des cellules viables non cultivables.

D'un autre contexte, il est suggéré que l'hétérogénéité des populations bactériennes [3,

231, 172], la résistance des bdelloplastes [169] et la formation des bdellocystes [227]

pourraient donner des explications à la survie de Bdellovibrio. Ainsi, nous pouvons donc

affirmer que Bdellovibrio est un micro-destructeur des bactéries et en même temps un agent

responsable de l'épuration des eaux. Il est donc impératif de signaler qu'il n'intervient pas seul

car d'autres micro-organismes nettement les bactériophages jouent aussi le même rôle.
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La destruction totale des bactéries sensibles n'a ilais ..lieu et il s'établit donc un
,olob 0 d l' ' , l' '10

0 0 talll dl th' d 0 AeqUl1 re au mveau e ecosysteme et e tmmatton to e es germes pa ogenes Olt etre

imputer à de nombreux facteurs qui complètent l'action du AdJllovibrio[79, 89] 0

fi apparait donc que l'équilibre de ces milieux lLtiles est assuré, sur le plan

biologique, tout d'abord par un antagonisme bactérien IJmPlàté par l'actioo des micro-

prédateurs parmi lesquels Bdellovibrio bacteriovorus semBle'avo~ une place primordiale [84]

même si ce rôle reste limité selon l'avis de Brisou [23, 24].

'1
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Conclusion

CONCLUSION:

Si les humains prennent de plus en plus conscience du danger de la pollution chimique

qui se manifeste généralement par des effets spectaculaires. Ils n'ont pas pris conscience du

péril microbien, qui est plus insidieux encore. Il est pourtant impératif de limiter au maximum

la contamination microbienne du milieu extérieur, dont on discerne difficilement toutes les

conséquences et parallèlement de favoriser les processus d'auto-épuration de ces milieux et en

particulier les eaux.

1 1
Bdellovibrio bacteriovorus s'avère ainsi un microprédateur redoutable, capable de jouer

un rôle important au niveau des écosystèmes aquatiques, dont il intervient très activement dans

leur auto-épuration.

Le rôle de Bdellovibrio dans la nature et spécifiquement son impact sur la mortalité

bactérienne est polémique et insaisissable.

Collectivement, nos résultats emphasent la prédation non fortuite, améliore nos

connaissances sur Bdellovibrio et suggère que Bdellovibrio ne suffit pas à lui seul à éliminer les

germes pathogènes hôtes dans la nature. Il y exerce une action bactériolytique

vraisemblablement très importante en limitant les populations de germes cependant le

mécanisme de destruction totale de ces derniers est très complexe. Toutes les expériences faites

au laboratoire pour tenter de mieux évaluer le rôle éventuel de Bdellovibrio dans l'épuration des

eaux montrent que ce micro-prédateldJ1:intervient certainement dans l'épuration naturelle des

eaux, mais dans la nature les conditions réunies au laboratoire ne sont jamais rassemblées. Pour

cette raison il reste toujours nécessaire d'approfondir les études sur les différents mécanismes

d'auto-épuration des eaux pour bien situer et délimiter le rôle joué par ces micro-prédateurs

dans ces processus

Pour des applications réelles de Bdellovibrio, nous pensons que la cause d'absence

d'éradication totale des cellules proies dans les cultures liquides doit être étudier. Ainsi que

l'influence du rapport prédateur-proie sur la survie des cellules cibles (bactéries pathogènes)

doit être aussi étudier dans des conditions naturelles ou il y aura d'autres bactéries susceptibles

ou non.
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C '1 ' . d' 'd' , . l' f~ 11.1, d l 'd' d"" . 1omme 1 est necessalre etu 1er zn SltU e l1caclte e pre atlon et es lacteurs qUi a

limitent on l'améliore dans les conditions naturelles. Il:
l, 1

Sous un autre angle, il est possible d'envisager cie~utilisations de Bdellovibrio dans le
. d f,ç' '1 h' , , 111 i D 'IA ,traItement es a lectlons anIma es, umames ou vegeta eSj aT e meme sens, nous esperons

que de tels micro-prédateurs pourraient être appliqué sUr les blessures afm de consommer les

bactéries infectieuses, ou pour renfor.ctf les dispositif Ji ~édiclux et les systèmes d'irrigation

1

1 .

agricoles. 1 j

1 1

!
1

1 j

1 i
1 1
1 1

1 !

l'
i
i 1

i :
1 1

i 1
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Annexes

1

1Nombre 1 Limites

de résultats positifs
, NPP de confiancei

11
1 0,1 0,01 Il 1 95% 95%

0 0 0 1 1 <0,30 0,00 0,94l 1

0 0 1 1 0,30 0,01 0,95

0 1 0
1

0,30 0,01 1,00

0 1 1

1

0,61 0,12 1,70

0 2 0 0,62 0,12 1,70

0 3 0 0,94 0,35 3,50

1 0 0
1

1 0,36 0,02 1,70

1 0 1 0,72 0,12 1,70

1 0 2 1 1,1 0,4 3,5

1 1 0
1

0,74 0,13 2,00

1 1 1 1 1,1 0,4 3,5

1 2 0
1

1,1 0,4 3,5

1 1 2 1 1,5 0,5 3,8

1 3'1 0 1,6 0,5 3,8

2 0 0 0,92 0,15 3,50

2 0 1 1 1,4 0,4 3,5
1

2 0 2 1 , 2,0 0,5 3,8

2 1 0 1
1

1,5 0,4 3,8

2 1 1 2,0 0,5 3,8

2 1 2 2,7 0,9 9,4

2 2 0 2,1 0,5 4,0

2 2 1
1

2,8 0,9 9,4

2 2 2 1 3,5 0,9 9,4
1

2 3 0 1 2,9 0,9 9,4

2 3 1 3,6 0,9 9,4

3 0 0 2,3 0,5 9,4

3 0 1 3,8 0,9 10,4

3 0 2 6,4 1,6 18,1

3 1 0 1 4,3 0,9 18,1

3 1 1 i 7,5 1,7 19,9
j

3 1 2 1 12 3 36

3 1 3
1

16 3 38

3 2 0
1 9,3 1,8 36,0

1
3 2 1

1
15 3 38

3 2 2 21 3 40

3 ~I 3 1 29 9 99
1

3 3 0
1

24 4 99

3 3 1 46 9 198,
3 3 2 ! 110 20 400

3 3 3 >110

,,
l
1
1

1

ANNEXE 01. Numération eu milieu liquide: méthode de Mt ,IGJy (la tahle de Mac GRDY)
Table NPP pour 3 x 1 mL, 3 x 0,1 mL, 3 x Û,'l mL. Il 1

Indice NPP pour 100 mL d'échantillon et limites de confilhc~ à 9J% pour diverse combinaisons de
résultats positifs avec trois prises d'essai de :trois dilbtions successives.

, 1

i 1
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ANNEXE 3: milieux deIehltule,

Milieu YP

Annexes

A. Gélose Y.P (pour la couche inférieure)

Extrait de levure .
Bacto-peptone ",
Agar .
Eau distillée .
NaoH .
pH .
Autoclavé 15 minutes à 120 oC.

B. Gélose YP (pour la couche supéJieure)

Extrait de levure .
Bacto-peptone .
Gélose .

Eau distillée .
NaoH .
pH .

Autoclavé 15 minutes à 120 oC.

Gélose Chapman
Peptone pepsique ou trypsique .
Extrait de viande .
Proteose peptone .
NaCI .
Mannitol. , .
Agar : .. ' .
Rouge de phénol. .
Eau distillée .
pH .

Gélose Mac Con Key

1
1

5g
5g
12g
l'OOOml,
2ml,
7.4.

5g
1

~g
6g
1000ml
2ml,
7.4.

,
1

1

1
1

1?g
~g
9g
75 g
~O g
15 g,
0.025 g
iOOO'ml
7,4.
1
1

Peptone trypsique de gélatine. . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 17 g
Peptone de viande et de caséine :3g
Lactose '" i10 g
Sels biliaires .' 15 g
Chlorure de sodium................................ 15 g

1

1
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Rouge neutre ; .
Gélose .
Eau distillée .
pH ' .

Gélose nutritive
Peptone :. . . . . . . . . . . . . . . .. . .
Extrait de viande .
Lactose .
. B. '1 1romocreso pourpre '
Gélose , .
E d. '11' '1au IStl ee .
pH .

'1

'1

1.1

!49 mg
1

13 g
1000 ml
714.

5g
~g
10 g
0!025g
1~g 1
1000 ml
7'

Annexes
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