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Résumeé

Notre travail est une contribution d’enquéte sur la diversité des Pseudomonas dans les eaux
naturelles de la région de Blida. Les ressources hydriques naturelles tel que les sources, les
forages, les riviéres, et puits sont considérées comme niches écologiques favorables pour le
développement des especes de genre Pseudomonas tel que : Pseudomonas aeruginosa et
Pseudomonas fluorescens. Ces derniéres sont caractérisées par la production de differents
métabolites, surtout des enzymes qui peuvent étre utilisés dans les applications de la
biotechnologie microbienne comme la biodégradation des contaminants inorganiques et

organiques existant dans 1’eau.

Ce travail repose sur la recherche des Pseudomonas dans les eaux naturelles de la région de
Blida. Nous avons prélevé 100 échantillons d’eaux de différentes ressources hydriques :
sources naturelles, forages, puits et rivieres. On a proceder a la mesure des parameétres
physicochimiques (pH, température, Chlore) et a la mise en évidence des bactéries présentes
par études macroscopique, microscopique, et tests biochimiques. L’isolement des espéces de
Pseudomonas a éte fait par cultures sur milieu sélectif. Les résultats obtenus parmi les 100
¢chantillons d’eaux qui sont ensemencées sur le milieu cétrimide on a trouvé 28 échantillons
positifs 5 échantillons prélevés a partir de riviéres, 7 échantillons prélevés a partir de sources,
9 échantillons prélevés a partir de puits et 7 échantillons préleves a partir de forges qui
indiquent la présence de Pseudomonas spp mais on a identifié I’échantillon 37 prélevé a partir
de riviére de Chiffa est les résultats indique la présence de Pseudomonas fluorescens en plus
I’échantillon 52 prélevé a partir de puit a la commune de Bouarfa est les résultats montre la

présence de Pseudomonas aeruginosa.
Mots clé :

Ressources hydriques, Pseudomonas, biotechnologie, biodégradation.



Abstract

Title: Contribution of the survey on the diversity of Pseudomonas in the natural waters of
the Blida region

Our work is an investigative contribution to the diversity of bacteria of the genus
Pseudomonas in the natural waters of the Blida region. Natural water resources such as
springs, boreholes, rivers, and wells are described as favorable niches for the development of
species of the genus Pseudomonas such as: Pseudomonas aeruginosa and Pseudomonas
fluorescens. These are characterized by the production of different metabolites like enzymes,
which can be used in microbial biotechnology applications such as biodegradation of existing

inorganic and organic contaminants in water.

This work is based on the search for Pseudomonas in natural waters. We took 100 waters
samples from different waters resources: natural sources, boreholes, wells and rivers. We
proceed on measuring physicochemical parameters (pH, temperature, chlorine) and detection
of bacteria present in water samples by using macro and microscopic studies and biochemical
tests. Pseudomonas species were isolated by culturing on selective media. The results obtained
among the 100 samples of water which are inoculated on the cetrimide medium were found 28
positive samples 5 samples taken from rivers, 7 samples taken from sources, 9 samples taken
from wells and 7 samples taken from forges which indicate the presence of Pseudomonas spp
but we identified the sample 37 taken from the Chiffa river and the results indicate the presence
of Pseudomonas fluorescens in addition to the sample 52 taken from a well at the municipality

of Bouarfa is the results show the presence of Pseudomonas aeruginosa.
Key words:

Water resources, Pseudomonas, biotechnology, biodegradation.
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INTRODUCTION



Introduction :

L’eau est un ¢élément indispensable a la vie et revét de I’importance pour d’innombrables
activités humaines (Chaden, 2014). Prés de 70% de la surface de la terre est recouverte d’eau,
leur composition chimique est simple de formule chimique H20. La circulation de I’eau au sein
des différents compartiments est décrite par son cycle hydrologique, le cycle de 1’eau (Ben
Chabane et Hamdi, 2018).

L’eau c’est la substance la plus rependue dans la terre, elle se déplace et change se forme d’un
cycle dans la nature. L’eau que nous consommons chaque jour est essentielle a la vie (Bruce et
Jakosky, 1985). Sa qualité a toujours été un élément indispensable a un environnement
favorable pour la vie de tous les étres vivants existant dans notre planéte tel que les animaux,
les végétaux, ’homme, et méme les microorganismes comme les champignons et les bactéries,
qui vivent avec des relations entre eux dans les océans, les mers, les lacs, les riviéres, les puits

et les forages.

De nos jours, les problemes de pollution constituent un danger de plus en plus important pour
I’homme. Certains des facteurs qui menacent les sources d’eau potable et les écosystémes
aquatiques sont constitués de groupes de contaminants, tel que des contaminants inorganiques
(les métaux lourds) et des contaminants organiques (les micropolluants organiques artificiels :
les pesticides, HAP, PCB, chlordane, chlordécone) et les matiéres organiques naturelles c’est-
a-dire la présence de certaine matiére organique produite par la décomposition de débris
d’algues, de végétaux et de plantes marines aussi biomasse, activités bactérienne et

microbienne (Guérineau, 2013).

En effet, L’eau est un moyen de transport idéal des contaminants sur tous les microorganismes
pathogenes, peuvent provoquer des épidémies graves connues sous le nom de maladies a
transmission hydrique, d’origines bactériennes tel que Escherichia coli, Campylobacter jejuni,
Salmonella spp, Shigella dysenteriae et Pseudomonas aeruginosa (Hedahdia et Aliouche,
2016).



De plus, il a été démontré que les Pseudomonas sont caractérisées par la production de divers
métabolites ayant une activité antimicrobienne contre certains agents pathogenes, des pigments
comme pyoverdine se sont des sidérophores qui peuvent étre utilisé comme molécule captant
les ions de fer de fusé dans I’ecau nécessaire pour leur croissance, des toxines, des enzymes, des

phytohormones et décomposeés antibiotiques (Berdja et al., 2018).

Ces capacités métaboliques de dégradation de plusieurs composes toxiques font partie des
nouvelles applications en biotechnologie microbienne comme moyen de dépollution de
I’environnement par 1’action des dégradations biologiques des bactéries sur les polluants

toxiques de 1’eau (Arab et Oudafal, 2012).

Ce travail consiste a rechercher des bactéries de genre Pseudomonas dans des échantillons
d’eaux prélevées des ressources hydriques naturelles et de mettre en évidence. L’identification
des bactéries de genre Pseudomonas spp présentent dans 100 échantillons d’eaux des ressources
hydriques naturelles (puit, forage, riviére, source) par 1’étude macroscopique, microscopique,

les tests biochimiques, et I’antibiogramme.



Chapitre | : Généralité sur I’eau



I-1-le cycle de I’eau dans la nature :

L’cau recouvre 72% de la surface de la terre, pourtant seule 0,65% de cette eau communément
appelée eau douce est disponible dans les nappes souterraines 0,63%, les lacs et les riviéres
0,02%.L’essentielle de 1’eau présente sur terre se trouve dans les océans 97,2%; 1’eau glacée ne
représente pour sa part que 2,15% de I’eau potable (Zaimache, 2015). Le cycle hydrologique
d’eau décrit comment 1’eau se déplace sur la terre et change de forme; le cycle a deux

composantes principales : le stockage et le mouvement.

Il est important de noter que le cycle de I’eau a besoin d’énergie pour changer d’état solide
au liquide (enthalpie de fusion), et du liquide au gaz (enthalpie de vaporisation) (Evinek et

al., 2013). Les étapes de cycle hydrologique sont : évaporation, condensation, précipitation

liquide ou solide, infiltration dans le sous-sol, ruissellement, écoulement (Figurel) (Alain,
2020).

Figurel : Les étapes de cycle d’eau dans la nature (Alain, 2020).
I-2-L’eau potable :

Une eau potable est une eau possible de boire sans risque pour la santé. Toute eau destinée a
la consommation humaine, répondre a un certain nombre de criteres organoleptiques : pas de
godt ni d'odeur, pas de couleur et les doses de substances indésirables doivent étre conformes a
des normes trés strictes selon 1’organisation mondiale de la santé (OMS) (Chocat, 2015).



I-3 Propriétés physico chimiques et bactériologiques de I’eau potable :

I-3-1 Les paramétres physico-chimiques :

Il est primordial de connaitre la température de I’eau potable; en effet elle joue un rdle tres
important dans la solubilité des sels et surtout des gaz. La température de 1’eau potable est
comprise entre 25,6°C et 32,2°C. Le pH de I’eau potable doit étre compris entre 5,5 et 7,6 il
est tres proche de la neutralité. Mais il existe d’autre paramétre qui donne de fagon spécifique
la qualité de I’eau potable tel que oxygeéne dissous, conductivité, turbidité, titre hydrotimétrique
(TH) ou dureté totale, titre alcalimétrique (TA), titre alcalimétrique complet (TAC), matiére en

suspension (MES), demande chimique en oxygene (DCO) (Fakih Lanjri et al., 2014).

I-3-2 Les Parameétres microbiologiques :

La qualité¢ de I’eau potable est basée sur I’analyse microbiologique. Elle se mesure par la
présence d’organismes indicateurs de pollution (Merah, 2019), c’est-a-dire la recherche des
"microorganismes indicateurs de contamination de I’eau potable (Ayad, 2017). Il existe
plusieurs d’indicateurs : les germes totaux et les coliformes totaux qui vivent normalement dans
les intestins humains et animaux. Les principales bactéries indicatrices de contamination fécale
sont les coliformes totaux connus sous le nom d’Escherichia coli (E.coli) les streptocoques
fecaux et les Clostridium sulfito-réducteurs, vibrions cholériques, salmonelles (Fakih Lanjri et
al., 2014).

I-4 Ressources hydrigues naturelles :

La diversité des ressources nous permet de les deviser en deux grands groupes; les ressources
en eaux conventionnelles comme les eaux superficielles et les eaux sous terraines; et les
ressources en eaux non conventionnelles constituent les eaux usées et les eaux de mers (Arab
et Oudafal, 2012). Les ressources en eau sont représentées par 97% en eau de mer et océan; les
3% restants sont départagées comme suit :

18 % d’eaux profondes inexploitables, 77 % de glaces, les 5% restants représentent les eaux :

des riviéres, souterraines superficielles, lacs salés, lacs des eaux douces (Benaouda, 2016).

1-4-1 L’eau de source naturelle :

Les eaux de sources sont des eaux d’origine souterraine, doivent provenir d’une nappe ou

d’un gisement souterrain, exploité a partir d’une ou plusieurs émergences naturelles ou forées



et adaptées a la consommation humaine, microbiologiquement saines et protégées contre les

risques de pollution (Hazzab, 2011).

1-4-2 L’eau des puits :

Les eaux de puits constituent le réservoir essentiel des eaux potables (Boudjadja et al., 2003),
I’eau des puits est une eau souterraine, elles proviennent de nappe phréatique a faible
profondeur et qui alimente traditionnellement les puits en eau potable. Ce type de nappe est la
plus exposée a la pollution en provenance de la surface (Diallo, 2010).

1-4-3 L’eau de mer :
Les eaux de mer ou eaux saumatres sont une source d’eau brute qu’on n’utilise que lorsqu’il
n’y a pas moyen de s’approvisionner en eau douce. Ces eaux ne sont pas potables et sont

caracterisées par une grande salinité (Hyd, 2014).

I-4-4 1’eau de forage :

Les eaux de forage sont des ouvrages permettant de capter les eaux souterraines (points

d’eau). Les forages sont I’un des meilleurs moyens d’obtenir de 1’eau potable (Soulsby, 2012).

I-4-5 L’eau de riviére :

L’eau de riviere c’est une cour d’eau qui se remplit aprés des précipitations par le
ruissellement de surface, a partir des sources et suintements, ou par la fonte des neiges et des
glaciers. Les eaux de la riviére sont utilisées principalement dans les usages domestiques, la

production hydroélectrique; irrigation et des activités récréatives (Merhabi et al., 2019).



Chapitre Il : Les contaminants de

I’eau



11-1 Notion de contaminant d’eau :

Les contaminants sont des substances organique, inorganiques ou biologique détectées dans

I’eau et toutes ressources hydrique naturelles (Goulas, 2018) ces substances peuvent étre de
nature solide, liquide, gazeuse, ou un microorganisme (Dube, 2010). Les contaminants soit
organiques ou inorganiques font I’objet d’une surveillance particuliére en raison des risques

qu’ils présentent pour la santé humaine (Botta, 2004).

I1-2 Les contaminants inorganiques :

Le terme «inorganique» signifie généralement substances qui ne contiennent pas de carbone
tel que les minéraux, les métaux et les anions (Goulas, 2018).
Les contaminants inorganiques du milieu aquatique causés par des substances naturelles, les
déchets industriels (Thangamalathi et Anuradh, 2018), les déchets agricoles et ménagers
contenant des composés azotés (Yoshiteru, 2000).

11-2-1 Les substances indésirables :

L’eau potable est le liquide qui dissout le plus grand nombre de substances. Ceci explique le
fait que I’eau soit un milieu favorable au développement de la vie, puisque I’on y trouve un
grand nombre d’éléments indésirables (Matias et Salvarredy, 2008) avec des concentrations trés
variables dans 1’eau potable ces substances sont divisées en deux catégories : les anions comme
le chlorure nitrates, les ions ammonium, 1’azote nitrique, 1’azote nitreux, les sulfates, les
bicarbonates (Josianne, 2017) et les cations comme le calcium, le magnésium, le sodium le

potassium (Ineris, 2014).

11-2-2 Les substances toxiques :

Ce sont des éléments metalliqgues trés dangereux, potentiellement toxiques, non-
biodégradables et bioaccumulables dans les chaines alimentaires qui appellent les métaux
lourds (Vezina, 2015). On trouve les métaux dans les eaux sous formes ioniques libres ou
incorporés dans des structures moléculaires ou des complexes organiques ou inorganiques

(Piemont et al., 2019) en faible concentration se forme de traces (Vezina, 2015).

Quelques métaux lourds, comme le zinc, le cuivre, le magnésium et le fer, sont indispensables
a la croissance des organismes vivants. D'autres éléments, comme le plomb, le mercure et le
cadmium, ne sont pas indispensables aux activités métaboliques et manifestent des proprietes

toxiques (Massey, 2015).



11-3 Les contaminants organiques :

Les contaminants organiques sont des molécules chimiques soit d’origine naturelle comme
les matiéres organiques naturelles (MON) ou bien issues des activités humaines et qui ont un
effet nocif sur I’environnement. On les appelle généralement les Polluants Organiques
Persistants (POP). Ils regroupent les pesticides, les hydrocarbures aromatiques polycycliques
(HAP) et biphényles polychlorés (PCB) (Sopheak, 2016).

11-3-1 Les matieres organiques naturelles(MON):

Les matieres organiques naturelles (MON) sont des mélanges complexes de molécules
provenant de la décomposition des débris végétaux et animaux, sont inoffensives pour la santé
humaine mais présentent I’inconvénient d’interférer sur tous les procédés de traitement d’eaux
potables. Les matieres organiques naturelles extraites d’eaux de diverses origines proviennent
invariablement des bio polymeres suivants, qui composent I’essentiel de la biomasse animale
et végetale : polysaccharides, sucres amines (présents dans les parois bactériennes et fongiques),
proteines, substances poly phénoliques (Piemont et al., 2019).

D’autre part, le pool de maticre organique provient d’un mélange de différentes sources :

- apports allochtones c’est la matiére organique d’origine continentale, par les issues des
sols et la décomposition végetale (Thibault et al., 2017).

- apports autochtones c’est la matieére organique produite par la décomposition de débris
d’algues, de végétaux et de plantes marines aussi biomasse, activités bactérienne et
microbienne (Massey, 2015).

Une réactivité microbiologique, traduisant les possibilités d’utilisation de la matrice
organique par une population microbienne. Certaines de ces especes retrouvées dans des rejets
domestiques sont apparentées aux genres Enterobacter, Aeromonas et diverses familles
cellulitiques, notamment les Pseudomonaceae avec le genre Pseudomonas comme les souches
de Pseudomonas fluorescens qui sécrétent une large variété d’enzymes incluant des protéases
et des lipases (Labanowsk, 2004).



Chapitre 3 : Les bacteries de genre

Pseudomonas
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I11-1 Description générale des Pseudomonas :

Le genre Pseudomonas rassemble des bactéries qui n’accumulent pas le poly-p-hydroxy
butyrate (réserve de carbone et d’énergie) et produisent un pigment fluorescent jaune vert
comme Pseudomonas aeruginosa, P.syringae, P.viridiflava, P.fluorescens et P.putida
(Morgaint, 2015). Le second rassemble & des bactéries accumulant le poly-B-hydroxy butyrate
et ne produisant pas de pigment fluorescent par exemple P.gladioli, P.fulava, P.fragi,
P.mendocina (Ouargui et Chlaala, 2019). Aussi il regroupe des espéces phytopathogene et non
phytopathogene (Meghdas et al., 2004).

111-2 Phylogénie du genre Pseudomonas :
Le genre Pseudomonas est découvert en 1894 par Migula, I’arbre phylogénétique construite
a partir des séquences partielles de I’ADNr 16S (Figure 2) regroupe les principales especes du

genre Pseudomonas et illustre la notion de groupes distincts (Tournus, 2016).
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111-3 Classification du genre Pseudomonas :

Il appartient au phylum des Proteobacteria, classe des Gammaproteobacteria, ordre des
Pseudomonadales, famille des Pseudomonaceae, (Moore et al., 2006). Les espéces de ce genre
sont classées en fonction des critéeres phénotypiques (morphologie, type trophique) et
génotypiques (ADN, les genes) (Meghdas et al., 2004).

I11-4 Caractéristiques du genre Pseudomonas :

Les Pseudomonas sont des bactéries ubiquistes particulierement abondantes dans les sols, les
eaux, animaux et des végétaux (Mezaache, 2012). Les bactéries de ce genre sont des Gram
négatives, non sporulantes, sont aérobies obligatoires, a I’exception de certaines pouvant
utiliser le NO3 comme accepteur d’électrons. Leur mobilité est assurée par plusieurs flagelles
polaires et elles ont un métabolisme mésophile et la plupart étant saprophytes (Allaire, 2005).
Leur températures cardinales aux quelles les espéces se multiplient varient de 4° a 42°C, cette
derniére est caractéristique de I’espéce P. aeruginosa, alors que la température optimale pour
la croissance des especes saprophytes est située entre 28°C et 30°C et de pH supérieur a 4.5
(Mezaache, 2012), ce sont des germes résistant a de nombreux antibiotiques (Hart et Shears,
1997).

I11-5 Pseudomonas aeruginosa :

Pseudomonas aeruginosa du latin aeruginosus= couvert de rouille (Venier, 2011) c’est un
bacille pyocyanique, du grec puon = pus et Kuanos = bleu foncé. La bactérie P. aeruginosa est
I’espéce la plus pathogéne pour ’homme (Magin, 2019). Elle possede souvent des granulations

plus fortement colorées (Bouamer et Guerbati, 2008).

I11-5-1 Classification de Pseudomonas aeruginosa :
Les bactéries de Pseudomonas aeroginosa sont classées comme suivant :
Domaine: Bacteria
Phylum: Proteobocteria
Classe: Gammaproteobacteria
Ordre: Pseudomonadales
Famille: Pseudomonadaceae
Genre: Pseudomonas

Espece: Pseudomonas aeruginosa (Migula, 1900).
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111-5-2 Habitat :

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie ubiquitaire vivant a I’état saprophyte dans
I’environnement (Magin, 2019) que I’on peut retrouver dans les sols et les milieux aquatiques
(Boukerb et Cournoyer, 2013) et sur les vegétaux. Sur tout type de support et de matériel
humide a une température entre 4°C et 45°C (Bernet et al., 2009). On la trouve dans les
réservoirs naturel comme les lacs, les riviéres, I’eau polluée, les piscines, aussi dans les eaux

chaudes sanitaires, et malheureusement au milieu hospitalier (Boudouda, 2015).

111-5-3 Morphologie et culture :

C’est un bacille a Gram négatif en forme de batonnet de 1 a 3 um de long et 0,5 a 0,8 um de
large P. aeruginosa est une bactérie dépourvue de spores et de capsules, mobile gréace a la
présence d’un flagelle mono triche polaire (Sefraoui, 2015), en plus de citrate, catalase, et
oxydase positive (Hayder et al., 2016). L’espece P. aeruginosa possede un méetabolisme aérobie
strict (Magin, 2019), elle peut étre isolée en culture sur des milieux ordinaires ou sur des milieux
rendus sélectifs par addition d’inhibiteur, tel que le cétrimide. Sa température optimale de
croissance est comprise entre 5-42°C. Les cultures de P. aeruginosa dégagent une odeur
caractéristique et produisent le plus souvent des pigments de pyocyanine et de pyoverdine
(Essoh, 2013).

I11-5-4 Caracteéristiques :

Pseudomonas aeruginosas secrete un certain nombre de pigments, dont les principaux la
pyocyanine (bleu-vert), la pyoverdine (jaune vert) (Attoui et Rafa, 2018). Les pigments peuvent
étre apparents sur milieux ordinaires (Bouamer et Guerbati, 2008), ou milieux de King A pour
la production des pigments de pyocyanine en bleu et King B spécifique pour la pyoverdine de

couleur vert fluorescent (Boudouda, 2015).

Pseudomonas aeruginosa est caractérisée par un génome de taille de 6.3 Mpb et la majorité
de régions contiennent G+C (Stover et al., 2000). La pathogénicité de Pseudomonas aeruginosa
est attribuée a la production d’un vaste facteur de virulences membranaires et extracellulaires
dans leur habitat (Pmontalegre, 2016) telle que : les facteurs impliquant a la adhérence et la
mobilité (les flagelles, pili de type 1V), lipopolysaccharides LPS, protéase, les exotoxine, les

siderophores (pyoverdine, pyocyanine) (Bricha et al., 2009).

Les cellules de Pseudomonas aeuroginosa sont capables de s’associer entre elle pour former

biofilm. Cette forme de vie communautaire sessile s’oppose élaviez planctonique; libre avec
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une grande capacité de communication intercellulaire et la régulation par Quorum Sensing (QS)
se forme un signale entre les cellules bactériennes par la production de petite molécule chimique
(Cockenpot, 2014). Le développement de biofilm dans les réseaux de distribution d’eau potable
favorise et augmente sa capacité de résistance a différentes classes des antibiotiques (Keehoon
et Sang Sun, 2016).

I11-5-5 Le role pathogene :

Pseudomonas aeruginosa est un pathogéne opportuniste humain important qui provoque des
infections graves (Marouiet al., 2016) tels que les infections nosocomiales, urinaires,
pulmonaires (Doleans-Jordheim et al., 2015).

111-5-6 Pseudomonas aeruginosa et la biotechnologie :

Pseudomonas aeruginosa est utilisé comme un outil biologique grace a sa capacité
métabolique de dégrader les composeé toxiques dans I’eau tels que : phénol, lipide, hydrocarbure
pétrolier etp-introphenole (PNP) c’est une nouvelle application de  biotechnologie
microbienne comme moyen pour dépolluer I’environnement par la dégradation biologique
(Satapute et Kaliwal, 2016).

e La biodégradation de phénol :

Le phénol est un produit chimique organique toxique trés dangereux méme a la faible
concentration, utilisée dans large gamme des produits tel que les carburants peétroliers, les
lubrifiants, les cires.

La biodégradation du phénol par la culture de Pseudomonas aeruginosa sur 1’eau polluée a
I’aide des mécanismes de biorestauration consiste a utiliser des processus biologiques pour
accélérer la décontamination d’un site d’eau polluée par le phénol (Agarry et al., 2008).

e La biodégradation de lipide :

Les lipides sont des composants importants de déchets qui provoquent une grave pollution
d’environnement par ce qu’ils forment un film d’huile a la surface d’eau qui empéchant la
diffusion d’oxygene de I’aire dans I’eau et entrainant la mort de nombreuse forme de vie. La
biodégradation des lipides se passe par la bactérie P.aeruginosa productrice de lipase qui
montrant un potentiel élevé pour leur utilisation dans le traitement des eaux polluons par les
déchets riche en lipides (Bared, 2010).

e La biodégradation d’hydrocarbure pétrolier :
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L’hydrocarbure pétroliers dans 1’eau poissent un probléme de pollution important pour le
nettoyage finale d’un environnement contamine par le pétrole doit étre accompli
biodégradation de polluant par application potentielle des métabolites tel que P.aeruginosa
productrice des rhamnolipides extracellulaires définir comme un bio surfactant brut qui utilise
pour la dispersion du pétrole brute comme source d’énergie pour leur métabolites (Shafeeq et
al.,1989).

e La biodégradation de p-introphenole (PNP) :

Des p-nitrophenole ont été libre et distribués dans I’environnement comme des herbicides,
insecticide et les déchée industrielle. Les études montre que le PNP est facilement a décompose
dans les eaux de surface par contre il prendre plus de temps dans eau souterraine ou il provoque
des effets sur le systeme biologiques a cause de leur toxicité. Actuellement les méthode
d’¢élimination de la PNP par la dégradation biologique et I’application des bactérie de
Pseudomonas aeruginosa grace a leur capacité de minéralise le PNP comme seul source de

carbone, azote et énergie (Yongliang et al., 2009).

I11-6 Pseudomonas fluorescens :

Elle porte aussi le nom Bacillus fluorescens mais le nom Pseudomonas fluorescens est
valablement publié (Hugh et al., 1964).

I11-6-1 Classification de Pseudomonas fluorescens :

Les bactéries de Pseudomonas fluorescens sont classées comme suivant :
Domaine : Bactéria
Phylum: Proteobocteria
Classe : Gammaproteobacteria
Ordre: Pseudomonadales
Famille: Pseudomonadaceae
Genre: Pseudomonas

Espece: Pseudomonas fluorescens (Palleroni, 1992).

111-6-2 Habitat :

Pseudomonas fluorescens est une bactérie ubiquitaire présente dans I'eau et les sols, et surtout
dans la rhizosphere végeétale (Ossis et al., 2000), c’est une espece saprophytes commensale
chez les plantes (Muriel, 1959).
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111-6-3 Morphologie et la culture :

Les Pseudomonas fluorescens sont des bactéries a Gram négatif communes en forme de
batonnet sont principalement aérobies, sauf pour certaines souches qui peuvent utiliser
NOs comme accepteur d'électrons a la place d'O2. Elles sont mobiles au moyen de multiples
flagelles polaires (Ganeshan et Manoj Kumar, 2005), leur pH compris entre 4 et 8 en plus a

température de croissance optimale se situe entre 25 et 30°C (Brittan et al., 2014).

I11-6-4 Caractéristiques :

Pseudomonas fluorescens est capable de synthétisée le pigment jaune-vert, fluorescent,
soluble dans I’eau. Ce pigment fluorescent c’est d'un complexe stable qui s’appelle le
pyoverdine (Meyer, 1978).

Pseudomonas fluorescens est une bactérie associe au plante qui habite dans une rhizosphére
dynamique et microbiologiquement complexe. Ce mode de vie permet a s’adapter aux
changements des conditions environnementaux qui favorise la colonisation et la formation de
nouvelle niche écologique (Mavrodi et al., 2009). La stratégie pour meilleur attachement a leur
environnement c¢’est la formation de biofilm sur une surface abiotique qui jeu un réle dans la

fixation et la transmission de signal entre les cellules bactériennes (O’toole et Kolter, 1998).

111-6-5 Le role pathogéne :

Le danger que représente la souche de P. fluorescens pour la santé humaine de la population
générale est jugée comme faible & moyenne. Mais il existe des rapports concernant les effets
nocifs, y compris les infections nosocomiales et les septicémies lices a la
bactérie P. fluorescens et des produits sanguins contaminés, cette souche ne cause aucuns

effets nocifs potentiels concernant les plantes ou les animaux (Mavrodi et al., 2009).
111-6-6 Pseudomonas fluorescens et la biotechnologie :

Les applications biotechnologiques de Pseudomonas fluorscens jouent un réle clé dans la
bioremédiation des eaux par la biodégradation (Dominguez-Nufiez et al., 2013) a I’aide de la
production de plusieurs molécules extracellulaires tel que les enzymes, les toxines, les

antibiotiques, les bio surfactants, les phytohormones et les siderophores (Richard et al., 2012).

Voir ici quelque exemple d’application de Pseudomonas fluoescens dans la biotechnologie :

e La biodégradation de I’ester de phthalate di-n-butyle (DBP) :
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L’ester de phthalate di-n-butyle DBP est c’est un produit chimique perturbateur endocrinien
qui applique comme plastifiants prouvé les propriétés mécaniques de la résine et le plastiques,
principalement utilisé dans les matériaux de construction et des produits médicaux .La
biodégradation de DBP a lieugrdce aux bactéries de Pseudomonas fluorescens qui peuvent
dégradées ces composées chimiques et utilisent pour leurs métabolites comme source de

carbone en plus comme source d’énergie(Xiang-Rong et al., 2005).

e La biodégradation de benzene, toluene, ethylbenzéne et le xylenes (BTEX) :

Ce sont des composants aromatiques de nombreux produits pétroliers et largement utilisés
dans les solvants industriels qui peuvent se trouver dans les eaux souterraines. La
biodégradation de BTEX par la co-culture de Pseudomonas fluorescens et P. putida qui jouent
un réle efficace pour dégrader ce polluant et utilisent comme source de carbone (ShimetYang,
1999).

e La biodégradation de disulfure de diméthyle (DMDS) :

C’est un composé organique soufré volatile, largement trouvées dans 1’environnement, il
cause de grave problémes dans I’eau méme a faible concentration, ce dernier il est utilisé en
plus pour des processus industrielles et biologiques telles que I’industrie de bois et les
raffineries de pétrole.

La Pseudomonas fluerscens peut dégrader le DMDS et utilisé dans leur métabolite comme la

seule source de soufre (Ito et al., 2007).

e La biodégradation d’hydrocarbure :

Le sol et I’eau surtout souterraine sont les plus contaminés par les hydrocarbures de pétrole
comme le benzéne, le diesel et hydrocarbures poly aromatique (HAP) qui sont trés toxiques
actuellement sont classés comme des composants cancérogéne, les techniques
biotechnologiques et applications de la biodégradation qui définir par ’utilisation des bactéries
de Pseudomonas fluorescens qui produisant des enzymes tel que le protéase, catalase, urease,
déshydrogeénase, polyphénol oxydase sont ajoutées pour leurs métabolismes comme source de

carbone et d’énergie (Vijay et al., 2014 ).
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Chapitre IV
Mateériel et méthodes
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Matériels et méthodes :

L’eau c’est un moyen de transport idéal des contaminants sur tous les microorganismes
pathogénes tel que les bactéries de genre Pseudomonas. Notre étude est basée sur la
recherche des bactéries de Pseudomonas dans différentes échantillons d’eaux prélevés de
différentes ressources hydriques naturelles de la région de Blida tels que : Bouarfa, chiffa,

Guerwawe, Mouzaia, Bni tamo, Chréa.

V-1 Matériels
IV-1-1 Collecte d’échantillons et origine :

On a réalis¢ un prélevement de 100 échantillons d’eaux de ressources hydriques naturelles
(puits, forages, riviéres, sources) dans différentes régions de Blida, et on a les mis dans des
flacons stériles de 50 ml.

V-2 Méthode :
IVV-2-1 Les paramétres physico-chimiques :
On a mesuré trois parametres physicochimiques :
e Potentiel d’hydrogéne (pH): par I'utilisation de pH métre qui est un appareil souvent
électronique, permettant la mesure du pH d’une solution.

e La température: le pH métre est doté d’un dispositif qui révele la température de la

solution.

e Le taux du chlore.

IVV-2-2 Isolement et purification de Pseudomonas :

On prend 50 ml de chaque échantillon. L’ensemencement se fait par le dépot de quelques
gouttes de chaque échantillon d’eau sur le milieu sélectif cétrimide (annexe III) a I’aide d’une
pipette Pasteur, en condition d’asepsie. L’ensemencement est incubé pendent 24h a 37°C dans
I’étuve.

La purification se fait par séries de repiquage pour obtenir une culture pure.

IV-2-4 Identification macroscopique et microscopique :
IV-2-4-1 Etude macroscopique :

Les colonies obtenues sur milieu solide sont observées a I’ceil nu. L’étude macroscopique est
basée sur les ¢léments d’identification tel que :

e La forme des colonies : rondes, irrégulieres
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e Lataille des colonies : par mesure du diamétre : punctiformes ou non punctiformes.

e L’opacité : opaque, translucide.

e L’aspect de la surface

e L’aspect de contour

e La consistance

e L’odeur : présence ou absence.

e [L’¢lévation : convexe, concave, plate.

e Lachromogeénes : couleur de la colonie (Baghdadi ben attia et Bachkat, 2019).
I\V-2-4-2 Etude microscopiques :

Basé sur la morphologie microbienne, au microscope photonique, c’est rechercher la forme
des bactéries (cocci, bacille, spirale) et leur mode de groupement (mono, diploé, tétra, chaine,
grappe de raisin).

Ces renseignements peuvent étre fournis par une simple préparation a I’état frais entre lame et

lamelle, les bactéries étant alors observées vivantes, ou par I’observation d’un frottis coloré
(Baghdadi ben attia et Bachkat, 2019).
e Coloration de Gram

La coloration de Gram a eté realisée selon la méthode classique sur des cultures jeunes de
moins de 24h. Un frottis de cellules a été réalisé sur une lame propre et fixé a la chaleur par
passage rapide sur la flamme d'un bec benzene. Aprés fixation, des solutions de violet de
Gentiane et de lugol ont été appliqués sur le frottis, qui ensuite a été traité avec, la fushine
pendant 30 secondes. Le frottis a éte utilisé sous microscopique avec I'ajout d'huile a immersion
au grossissement X100. Les isolats ayant une coloration violettes sont Gram positifs (+) tandis

gue ceux présentant une coloration rose sont Gram négatifs (Yousfi, 2013).

I\VV-2-5 Production du pigment fluorescent :

La production du pigment fluorescent diffusible a été recherchée sur milieu King A (annexe
IV) et King B (annexe V) ensemencé avec des cultures pures. Aprés incubation de 24 ha 96 h
a 37°C (Ouargui et Chlaala, 2019).

IV-2-6 Tests biochimiques :

a. Catalase :
Ce test pour voir est ce que les bactéries ont ’enzyme catalase pour la décomposition
peroxyde d’hydrogéne. Sur une lame propre, déposé une goutte de peroxyde d’hydrogéne a

10 volume, puis a I’aide d’une pipette Pasteur stérile une colonie bactérienne a été prélevée
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et déposée dans la solution, la lecture de résultats s’effectue aprés 2 minutes (Mezaache,
2012).

b.

Mannitol et mobilité :

Pour déterminer la mobilité bactériennes c’est-a-dire la présence des flagelles et est-
ce que les bactéries fermenté le mannitol on a realisé une pique central a I’aide d’une
pipette Pasteur sur le milieu mannitol-mobilité -nitrate (annexe Il) aprés incubation
pendent 24h a 37°C (Baghdadi ben attia et Bachkat, 2019).

Potentiel d’oxydo-réduction :
Ce test est réalisé pour voire le type de respiration de ces bactéries on va faire une

pique central a I’aide d’une pipette Pasteur sur le milieu de gélose viande foie (annexe

V1) apres incubation 24h a 37°C. Mrabet, (2015).

. Acide organique (citrate):

Dans le but de connaitre est ce que les bacteries utilisé le citrate comme seul source de
carbone on a Ensemencé quelque goutte de suspension bactérienne par 1’utilisation
d’une pipette Pasteur sur le milieu gélose Simmons citrate (annexe 1) aprés incubation
24h a 37°C (Boudouda, 2015).

I\VV-2-7 Antibiogramme :

Tremper un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne.

L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tube, afin de
le décharger au maximum.

Frotter I’écouvillon sur la totalité de la surface gélose cétrimide, seche, de haut en bas,
en stries serrees.

Répéter ’opération deux fois, en tournant la boite de 60° a chaque fois sans oublier de
faire pivoter I’écouvillon sur lui-méme. Finir I’ensemencement en passant 1’écouvillon
sur la périphérie de la gélose. Dans le cas ou I’on ensemence plusieurs boites de Pétri,
il faut recharger 1’écouvillon a chaque fois.

Déposer stérilement les disques d’antibiotiques a la surface de milieu aprés incubation

24h a 37°C (Sefraoui, 2015).
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Reésultats et discussion
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IV-3 Résultats et discussion :
IV-3-1 Les Parameétres physico-chimiques :

Les résultats des paramétres physico chimique obtenu montent que la haute température
est 22,8 °C dans échantillon 27 et échantillon 28 et la basse température dans échantillon 17,4
°C, le pH entre 6,2 et 7,1 et le chlore est toujours absent dans les 100 échantillons traitées
(Tableau 1) (annexe VII).

IV-3-2 Isolement et purification de Pseudomonas :

Parmi les 100 échantillons d’eaux qui sont ensemencées sur le milieu cétrimide on a trouvé
28 échantillons positifs qui indiquent la présence de Pseudomonas spp mais on a identifié
I’échantillon 37 et 1’échantillon 52 (Tableau 2) par ce que les colonies qui on a trouvé dans les
26 échantillons sont identique avec les colonies de I’échantillon 37 et les colonies 1’échantillon

52 totalement différents par apport a les autres échantillons (annexe VIII).

IV -3-3 Identification macroscopiques et microscopiques :

IV-3-3-1 Etude macroscopique :

Les bactéries de I’échantillon 37 présentent des colonies de petites tailles, rondes, avec une
couleur creme pigmentées aux bords réguliers, des reliefs bombés et des surfaces lisses et
absence d’odeur (Figure3) (Ouargui et Chlaala, 2019).

Les bactéries I’échantillon 52 présentent des colonies de tailles moyennes, avec une couleur
creme, rugueuses au centre opaque et aux bords clairs irréguliers. Elles présentent des pigments

jaune-vert fluorescent, un reflet irisé et une odeur aromatique (Figure4) (Boudouda, 2015).

Figure 3 : Observation macroscopique de Pseudomonas spp de I’échantillon 37.
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Figure 4 : Observation macroscopique de Pseudomonas spp de I’échantillon 52.

IV-3-3-2 Etude microscopiques :

e L’observation microscopique de coloration de Gram :

La coloration a révélé que les bactéries isolées des 37 et 52, sont des bacilles a Gram négatif
et les cellules se présentent isolées ou groupées par deux (Rabhi, 2012).

Figure 5 : Observation microscopique de Pseudomonas spp de I’échantillon 37.
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Figure 6 : Observation microscopique de Pseudomonas spp de I’échantillon 52.

I\VV-3-4 Production des pigments fluorescents :
Pour I’échantillon 52 ona observé le pigment pyoverdine sur le milieu King B et de pigment
pyocianine sur le milieu King A. Indiquant la présence de Pseudomonas aeroginosa (Ouargui

et Chlaala, 2019) (figure7).

Pour I’échantillon 37 on a observé le pigment pyoverdine sur le milieu King B et absence
de pigment de pyocianine sur le milieu King A, indiquant la présence de Pseudomonas

fluorescens (figure 8) ( Mezaache, 2012).

Echantillon 52

Figure 7 : Resultats de la production de pigment sur le milieu King A et B de
Pseudomonas aeroginosa (échantillon 52).
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Figure 8 : Résultats de la production de pigment sur le milieu King A et King B de
Pseudomonas fluorescens (échantillon 37).

I\VV-3-5 Tests biochimiques :
a. Catalase :
L’apparition de bulles gazeuses (effervescence) sur la lame chez les échantillons 37et 52

montre une réponse positive (figure 9).
Les bactéries de Pseudomonas (échantillon 37, échantillon 52) sont capables de décomposer

de peroxyde d’hydrogéne H202 c’est-a-dire ces deux echantillons ont la capacité de

production de I’enzyme catalase qui réagit trés rapidement avec le H202 pour donner 1’eau

Echantillon 37

H20 et dioxygene O2 (Ait Belkacem et Belgrade, 2017).

Echantillon 52

Figure 9 : Résultats de catalase.
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b. Mannitol et mobilité :
Le milieu reste rouge pas de changement de couleur vers le jaune : absence
d’acidification du milieu, les bactéries de P.aeruginosa et P.fluorescens dans échenillions
52 et 37 ne fermentent pas le mannitol, elle est dite bactéries mannitol négative.
La présence de trouble dans le milieu semi solide c’est a dire Mobilité positive grace a

les présences des flagelles (Figurel10) (D.

Echantillon 37 Echantillon 52

“‘“'\ﬁ

Figure 10: Résultats de mannitol et mobilité de P. aeruginosa et P.fluorescens.

C. Potentiel d’oxydo-réduction :
Le type de respiration des bactéries P. fluorescens et P.aeruginosa est aérobies stricte ne
peuvent pas vivent sans dioxygene par ce que on a observé une croissance au niveau de la

couche supérieure de milieu viande foie (Figure 11) .

28



Echantilion37 = [ Echantillon52 |

Figure 11 : Résultat de potentiel d’oxydo réduction de P. aeruginosa et P.fluorescens.

d. Acide organique (citrate) :

Avec présence de culture bactérienne des P. aeruginosa et P.fluorescens le milieu de
Simmons devient milieu de couleur bleu c'est-a-dire les bactéries utilisent le citrate comme
seule source de carbone avec alcalinisation du milieu et les bactéries possedent un citrate

perméase elles sont dites citrate positive (Figure 12) (Boudouda, 2015).

Echantillon 37 Echantillon 52 l

T w W

Figure 12 : Résultats d’acide organique (citrate) pour P. aeruginosa et P.fluorescens
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IV-3-6 Antibiogramme :

Dans cette étude, les bactéries de Pseudomonas aeruginosa (échantillon 52) ont montrées
une résistance élevée a tous les antibiotiques testés et les bactéries de pseudomonas
fluorescens (échantillon 37) ont montré une sensibilité élevée a tous les antibiotiques testés,
I’antibiogramme permettre de déterminer le degré de la résistance (échantillon 52) et le degré
de la sensibilité (échantillon37)( Boukhatem 2013).

Echantillon 52 correspondant au Pseudomonas aeruginosa a une résistance aux
antibiotiques (AMC30, CZ30, VA30, CN30, TE30, COT25, CX30, CAZ30, E15, AMX25,
I’échantillon 37 correspondant eu Pseudomonas fluorescens a une sensibilité aux
antibiotiques (AMC30, VA30, COT25, CTX30, CX30, CAZ30, E15, AMX25, OX1) et une
sensibilité intermédiaire aux antibiotiques (CZ30, CN30, TE30, CTR30) (Figure 13) (annexe
1X).

Echantillon 37

Figure 13. Résultats de ’antibiogramme de P.aeroginosa et P.fluorescens.
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Analyse des résultats :

Les 100 préléevements effectuent d’eaux des ressources hydriques naturelles de la région de
Blida ont permet d’identifier deux especes différentes de genre Pseudomonas spp sont les
Pseudomonas aeruginosa dans I’échantillon 52 prélevé a partir de puit et Pseudomonas
fluoréscens dans echentillion 37 prélevé a partir de révéere , la diversité des microorganismes
vivants dans ces ressources hydriques naturelles dépend de la température, chlore, pH et la
disponibilité des éléments nutritifs. Les bactéries doivent donc posséder des caractéristiques

requises pour s’adapter a diverse contraintes de I’environnement.

Selon Ouargui et Chlaala, (2019) I’étude macroscopique permet d’observer deux colonies
différentes ,il y a des colonies de petites tailles avec une couleur créme, rondes, pigmentées
aux bords réguliers, des reliefs bombés et des surfaces lisses et absence d’odeur (échantillon
37) et le deuxieme type de colonies sont de tailles moyens avec une couleur créme, rugueuses
au centre opaque et aux bords clairs irréguliers. Elles présentent de pigment jaune-vert
fluorescent, un reflet irisé et d’une odeur aromatique (échantillon 52) (Boudouda, 2015) et
concernent I’étude microscopique on a trouvé que les bactéries sont des bacilles a Gram -
(échantillon 37, echantillon 52) (Rabhi, 2012). En plus le genre de Pseudomonas spp est
caractérise par la production de pigments fluorescents, les bactéries de 1’échantillon 37 peuvent
produire le pigment pyoverdine sur le milieu King B cela signifie que sont des Pseudomonas
fluorescens Mezaache, 2012) et les bactéries de 1’échantillon 52 peuvent produire le pigment
pyoverdine sur le milieu King B et de pigment pyocianine sur le milieu King A cela signifie

que sont des Pseudomonas aeroginosa (Ouargui et Chlaala, 2019).

Dans les travaux réalisé par Baghdadi ben attia et Bachkat, (2019) montre que le test de
mannitol est négative chez 1’échantillon 37 et I’échantillon 52 parce que le milieu reste rouge
c’est a dire absence d’acidification du milieu, la bactérie ne fermente pas le mannitol, la
diffusion et le déplacement des bactéries (échantillon 37, échantillon 52) dans le milieu (gélose

semi-molle) indique que les bactéries sont mobiles Mobilité + grace a leurs flagelles.

Pour le test de catalase, les bactéries de Pseudomonas (échantillon 37, échantillon 52) sont
capables de décomposer de peroxyde d’hydrogéne H202 c’est -a-dire ces deux échantillons ont

la capacité de production de ’enzyme catalase qui réagit trés rapidement avec le pour donner

I’eau H20 et dioxygene O2 (Ait Belkacem et Belgrade, 2017).

Dans le test de I’acide organique citrate, on a trouvé la présence de culture bactérienne
(échantillon 37, échantillon 52) et le milieu de Simmons devient milieu de couleur bleu c’est

—a- dire les bactéries utilisent le citrate comme seule source de carbone avec alcalinisation du
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milieu, les bactéries possedent un citrate perméase elles sont dites citrate +, les méme résultats

sont signalée dans les travaux Boudouda, (2015).

Dans autre test biochimique, le milieu viande foie permet de déterminer le type respiratoire
d’une bactérie, c’est —a- dire définir son comportement vis-a-vis du dioxygéne, nos résultats
montrent que les bactéries trouvées (échantillon37, échantillon52) sont des aérobies stricts ne

peuvent pas vivent sans dioxygéne.

D’aprés Boukhatem (2013), les bactéries de Pseudomonas aeruginosa (échantillon 52) ont
montrées une résistance élevée a tous les antibiotiques testés et les bactéries de Pseudomonas
fluorescens (échantillon 37) ont montré une sensibilité élevée a tous les antibiotiques testés,
I’antibiogramme permettre de déterminer le degré de la résistance (échantillon 52) et le degré

de la sensibilité (échantillon37).

32



CONCLUSION
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Conclusion :

L’cau constitue un élément essentiel pour I’organisme humain et sa consommation journaliére
par tous implique une surveillance étroite sur le plan organoleptique, que physico-chimique et

bactériologique.

Avec le développement de I'urbanisation, les problémes d’hygieéne et de publique liés a la
contamination bactérienne de 1’eau sont devenus de plus critiques et constitue un probleme

environnemental croissant.

Dans ce contexte notre étude a été basée sur la recherche des bactéries de genre Pseudomonas
dans différents prélevements des eaux des ressources hydriques naturelles de la région de Blida
et pour tester la qualités de ces eaux.

L’analyse physicochimique durant la période de fin février et début de mars d’étude révele
une température moyenne del7, 4 a 22,8 °C et de pH de 6,2a 7,1.

Les résultats des études macroscopique, microscopique, les tests biochimiques et
I’antibiogramme des échantillons 52 et 37 indiquent la présence de deux espéces qui sont :

Pseudomonas aeroginosa et Pseudomonas fluorescens.

En effet, les espéces bactériennes de Pseudomonas aeroginosa et Pseudomonas fluorescens
pourraient trouver leurs place dans les applications biotechnologiques grace a la capacité de
production de deux types de pigments pyoverdine et pyocianine qui sont des sidérophores
jouent un réle dans le traitement des eaux polluées par la biodégradation des polluants
inorganiques c¢’est une nouvelle approche de la bioremédiation. A I’avenir, il peut étre utilisé
les métabolites de Pseudomonas aeroginosa et Pseudomonas fluorescens pour la dépollution

des ressources hydriques naturelles.
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Annexe | :

Citrate de Simmons :

Composition (grammes/litre)

Sulfate de Mg........ccooovvviicinnnn, 0,29
Phosphate mono ammoniaque......... 1g
Phosphate bi potassique................... 19
Citrate de sodium...........cccceeennne, 29
NACL..oiiiiiiic 50
2] = 0,089
AQar.. ..o 15¢g
PH=6,8

Annexe I1:

Mannitol mobilité

Composition (grammes/litre)

Peptone trypsique de viande........ 20g
Mannitol..............cooiiiinl. 29
RP 1%....cccoviiiiiiiiicecie e, 4mL
Nitrate K........oooooiiiiii, 19
AGar.. oot 49
PH=7,6-7,8

Annexe |11

Cétrimide

Composition (grammes/litre)

Peptone de gélatine ............................ 16g
Peptone de caséine ..................ooeent. 10g
Bromure de tétradonium (cétrimide).......... 0,2g
Acide nalidixique ............c.oooiiiiii. 15mg
Sulfate de potassium...............cooevuennnne. 10g
Chlorure de magnésium......................... 1,4¢g
N ) 10g



PH=7,1.

Annexe 1V:

King A

Composition (gramme/litre)
Peptone..............oooeiinl. 20g
Glycérol.........ccoiiiiiiinn..n. 10g

Sulfate de potassium............ 10g
Chlorure de magnésium............. 1,49
Agar purifies.............ocoeeeiin. 12¢g
PH=7,2

Annex V:

King B

Composition (grammes/litre)

Peptone ...........ccoeviiiiiinn, 20g
Glycérol.........oovviiiiiiin.. 15ml
Hdrogénophosphate de potassium....... 1, 5g
Sulfate de magnésium heptahydraté ...1 ,59
Eaudistillé..............ooooieiit. 1000 ml
Ph=7,2.

Annexe VI

Viande foie

Composition (grammes/litre)

Base viande foie................... 30g
Glucose......ooovvviiiiiiiiiin. 2g
Agar.......ooiiiiiiiii 6g



Annexe VII

Tableau 1: Résultat des analyses physico-chimiques des 100 échantillons.

Types de Température pH
_ ressources
Echantillons hydriques Chlore
Echantillon 1 source 21.5°C 7,3 -
Echantillon 2 source 21°C 7,1 -
Echantillon 3 Puit 21,6°C 7,6 -
Echantillon 4 source 21,5°C 7,3 -
Echantillon 5 Puit 18°C 7,3 -
Echantillon 6 Puit 17,7°C 6,9 -
Echantillon 7 Puit 17,7°C 7 -
Echantillon 8 Puit 17,6°C 7 -
Echantillon9 source 18,8°C 7.6 -
Echantillon10 source 22°C 7 -
Echantillon11 source 22,5°C 7 -
Echantillon12 source 22,2°C 6.9 -
Echantillon13 source 18,3°C 6,2 -
Echantillon14 Puit 18,1°C 6,4 -
Echantillon15 source 18,7°C 7,1 -
Echantillon16 source 17,4°C 6,5 -
Echantillon17 Puit 20,1°C 6,5 -
Echantillon18 source 19,3°C 6,6 -
Echantillon19 Puit 20,4°C 6,5 -
Echantillon20 source 20,4°C 6,5 -
Echantillon21 Puit 19,3°C 6,9 -
Echantillon22 forage 21,3°C 6,4 -
Echantillon23 forage 21,4°C 6,7 -
Echantillon24 forage 21,3°C 6,7 -
Echantillon25 Puit 21,5°C 6,7 -
Echantillon26 source 20,3°C 7,4 -
Echantillon27 source 22,8°C 7,2 -
Echantillon28 source 22,8°C 7,6 -
Echantillon29 Puit 20,2°C 6,7 -
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Echantillon30 source 18,9°C 7,31
Echantillon31 Puit 20,4°C 7

Echantillon32 source 20,1°C 6,83
Echantillon33 source 21,5°C 6,99
Echantillon34 source 21,7°C 6,86
Echantillon35 forage 21°C 7,17
Echantillon36 forage 21,2°C 6,99
Echantillon37 riviere 20,3°C 7,67
Echantillon38 riviere 20,1°C 7,2
Echantillon39 riviere 19,7°C 7,61
Echantillon40 source 20,2°C 6,73
Echantillon41 Puit 20,4°C 6,96
Echantillon42 Puit 20,6°C 6,35
Echantillon43 forage 22,2°C 7,05
Echantillon44 forage 22,9°C 6,9
Echantillon45 source 20,2°C 7,06
Echantillon46 forage 19,8°C 7

Echantillon47 forage 19,9°C 7,1
Echantillon48 Puit 19,3°C 7,4
Echantillon49 Puit 19,2°C 7,1
Echantillon50 Puit 19,2°C 7,06
Echantillon51 Puit 19,3°C 7,1
Echantillon52 Puit 19,4°C 7,2
Echantillon53 Puit 19,1°C 7,07
Echantillon54 Puit 19,5°C 7,08
Echantillon55 Puit 19,1°C 7,01
Echantillon56 Puit 19,6°C 7,04
Echantillon57 forage 20,2°C 7,2
Echantillon58 forage 20,3°C 7,1
Echantillon59 source 19,9°C 7,04
Echantillon60 Puit 20,1°C 7,07
Echantillon61 Puit 20,3°C 7,1
Echantillon62 Puit 20,4°C 7,3
Echantillon63 forage 21°C 6,8
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Echantillon64 forage 20°C 7,4
Echantillon65 Puit 19°C 7

Echantillon66 Puit 21°C 7,2
Echantillon67 Puit 19,3°C 6,9
Echantillon68 riviere 20,1°C 7,11
Echantillon69 Puit 20°C 7,01
Echantillon70 Puit 20,5°C 7,06
Echantillon71 forage 21,6°C 7,6
Echantillon72 forage 20,1°C 7,2
Echantillon73 forage 20,3°C 7,3
Echantillon74 forage 20,2°C 7,02
Echantillon75 forage 20,1°C 7,1
Echantillon76 source 21,2°C 7,2
Echantillon77 source 21,5°C 7,1
Echantillon78 forage 21,3°C 7,3
Echantillon79 forage 21,6°C 7,1
Echantillon80 forage 21,1°C 7,09
Echantillon81 source 21,3°C 7,4
Echantillon82 source 21,5°C 7,4
Echantillon83 source 20,1°C 7,01
Echantillon84 source 20,2°C 7,2
Echantillon85 source 20,3°C 7,2
Echantillon86 source 20,1°C 7,1
Echantillon87 riviére 20,5°C 7,3
Echantillon88 riviére 20,1°C 7,06
Echantillon89 source 20,2°C 7,11
Echantillon91 source 21,3°C 7,3
Echantillon92 source 20,4°C 7,08
Echantillon93 Puit 19,6°C 7,11
Echantillon94 Puit 19,4°C 7,21
Echantillon95 source 19,8°C 7,09
Echantillon96 source 21,1°C 7,13
Echantillon97 riviére 19,3°C 7,18
Echantillon98 source 19,2°C 7,3
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Echantillon99 riviere 21,1°C 7,1 -

Echantillon100 forage 19,2°C 7 -

(-): Negative.

(+): positive.

Annexe VIII:

Tableau 2 : les résultats d’ensemencement des 100 échantillons sur le milieu
cétrimide.

Echantillons Types de ressources hydriques Pseudomonas spp
Echantillon 1 Source -
Echantillon 2 Source +
Echantillon 3 Puit +
Echantillon 4 Source +
Echantillon 5 Puit +
Echantillon 6 Puit +
Echantillon 7 Puit +
Echantillon 8 Puit -
Echantillon9 Source -
Echantillon10 Source -
Echantillon11 Source -
Echantillon12 Source -
Echantillon13 Source -
Echantillon14 Puit +
Echantillon15 Source -
Echantillon16 Source -
Echantillon17 Puit -
Echantillon18 Source -
Echantillon19 Puit -
Echantillon20 Source -
Echantillon21 Puit -
Echantillon22 Forage -
Echantillon23 Forage -
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Echantillon24

Forage

Echantillon25

Puit

Echantillon26

Source

Echantillon27

Source

Echantillon28

Source

Echantillon29

Puit

Echantillon30

Source

Echantillon31

Puit

Echantillon32

Source

Echantillon33

Source

Echantillon34

Source

Echantillon35

Forage

Echantillon36

Forage

Echantillon37

Riviere

Echantillon38

Riviere

Echantillon39

Riviere

Echantillon40

Source

Echantillon41

Puit

Echantillon42

Puit

Echantillon43

Forage

Echantillon44

Forage

Echantillon45

Source

Echantillon46

Forage

Echantillon47

Forage

Echantillon48

Puit

Echantillon49

Puit

Echantillon50

Puit

Echantillon51

Puit

Echantillon52

Puit

Echantillon53

Puit

Echantillon54

Puit

Echantillon55

Puit

Echantillon56

Puit

Echantillon57

Forage

51




Echantillon58

Forage

Echantillon59

Source

Echantillon60

Puit

Echantillon61

Puit

Echantillon62

Puit

Echantillon63

Forage

Echantillon64

Forage

Echantillon65

Puit

Echantillon66

Puit

Echantillon67

Puit

Echantillon68

Riviere

Echantillon69

Puit

Echantillon70

Puit

Echantillon71

Forage

Echantillon72

Forage

Echantillon73

Forage

Echantillon74

Forage

Echantillon75

Forage

Echantillon76

Source

Echantillon77

Source

Echantillon78

Forage

Echantillon79

Forage

Echantillon80

Forage

Echantillon81

Source

Echantillon82

Source

Echantillon83

Source

Echantillon84

Source

Echantillon85

Source

Echantillon86

Source

Echantillon87

Riviere

Echantillon88

Riviéere

Echantillon89

Source

Echantillon90

Source

Echantillon91

Source
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Echantillon92 Source +
Echantillon93 Puit -
Echantillon94 Puit -
Echantillon95 Source -
Echantillon96 Source -
Echantillon97 Riviére +
Echantillon98 Source -
Echantillon99 Riviere -
Echantillon100 Forage -

(-): negative.

(+): positive.

Annexe IX:

Tableaus : les résultats de I’antibiogramme de I’échantillon 37et I’échantillon52.

R : résistance.

antibiotiques |AM |CZ |VA |CN |TE3|COT |CTX3 |CTR |CX CAZ |[E |AM |O

C30 |30 |30 30 0 25 0 30 30 30 15 | X25 | X

Echantillons 1

Echantillon 52 R R R R R R I I R

Echantillon 37 S I S I I S S I S S S
S : sensible.

| : intermédiaire.
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