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Résumeé :

Ce travail préliminaire qui a fait I’objet d’une étude « éco-bactériologique et enzymatique de
la zone humide ( du Macta) nous a permis d’isoler et de cribler 3 souches bactériennes appartenant
aux différentes familles celles d’entre eux doté d’une activité enzymatique polysaccharolytique «

Amylolytique, Cellulolytique, Pectinolytique » assez distinctives.
Les mesures des parameétres physico-chimique comme la T°, pH, CE, ont été ont été controlé.

La caractérisation bactériologique ainsi la confirmation de la pureté des souches isolées ont
été contr6lé en se basant sur leur caractéres morphologiques (aspect coloniale) ainsi que les examens
microscopiques classiques « examen a 1’état frais » et « coloration de gram »en suite ils ont été

identifiées par des tests biochimiques et des tests enzymatique.

Ainsi que I'exposition des bactéries a la lumiere ultraviolette, ce qui les a amenées a se
modifier, et nous avons remarqué des changements chez certaines d'entre eux dans leur type
respiratoire et 1’utilisation des molécules comme le citrate. D’autre tests doivent etre élaborer pour

comprendre le fonctionnement et la résistance des micro-organismes dans les zones humides.

Mots clés : Les zones humides, Macta, Micro-organismes, Valorisation, UV.
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Abstract :

This preliminary work which was the subject of an “eco-bacteriological and enzymatic study
of the wetlands (Macta) allowed us to isolate and screen 3 bacterial strains belonging to different
families those of them endowed with a fairly distinctive “Amylolytic, Cellulolytic, Pectinolytic”

polysaccarolytic enzymatic activity.
The measurements of physicochemical parameters such as T°, pH, EC, were monitored.

The bacteriological characterization as well as the confirmation of the purity of the isolated
strains were controlled based on their morphological characters (colonial appearance) as well as the
classic microscopic examinations "fresh examination™ and "gram staining" then they were been

identified by biochemical tests and enzymatic tests.

As well as exposing the bacteria to ultraviolet light, which caused them to change, and we
noticed changes in some of them in their respiratory type and the use of molecules like citrate. Other
tests must be developed to understand the functioning and resistance of microorganisms in humid

areas.

Key words: Wetlands, Macta, Micro-organisms, Valorization, UV.



Les abréviations
C° : DegreCelsius
ADE : Algérien des eaux

H3O0*: lon hydronium
pS/cm : micro siemens par centimetre
H20 : Eau

COz2: le dioxyde de carbone
H202 : Peroxyde d’hydrogéne
NO-3/NO2: Nitrate

T°: Température

% : pourcentage

GN : Gélose nutritive

BN : Bouillon nutritif

nm : Nano metre

HZS : Sulfure d’hydrogéneS

: Sensible

R : Résistante

M : Metre

N :Nord

E : Este

ha :Hectare

pH : Potentiel d’hydrogéne



ADN :Acidedésoxyribonucléique

E. coli : Escherichia coli

NTU : Nephelometric Turbidity Unit
CE : La conductivité électriqgue ADH :
I’arginine-dihydrolase

LDC : la lysine-décarboxylase
ODC : I’ornithine-décarboxylase
rpm : rotationparminute.

TSI : Triple Sugar Iron

UV : ultraviolets

VF : viande foie

VP : Voges-Proskauer

MH : Mueller Hinton
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Introduction

Introduction

Une zone humide est une communauté écologique inondée d’eau toute I’année ou de fagon
saisonniere. Les zones humides se trouvent de la toundra aux tropiques et sur tous les continents a
I'exception de I'Antarctique. Les zones humides comptent parmi les écosystemes les plus productifs
au monde. Une immense biodiversité d’especes de microbes, de plantes, d’insectes, de poissons,
d’amphibiens, de reptiles, d’oiseaux et de mammiferes peut faire partie d’un écosysteme de zones
humides. Les zones humides fournissent des avantages économiques importants a la société humaine,
notamment certains services éco-systémiques qu'aucun autre écosystéme ne peut fournir, notamment
certains types d'amélioration de la qualité de I'eau, la protection contre les inondations, le contréle de

I'érosion des plages. (Balwn2021).

Les zones humides sont protégées par la Convention de Ramsar de 1971 : l'organisation
compte au moins 53 zones humides d'importance internationale. Dans ce contexte ; la journée
mondiale des zones humides est célébrée chaque année le 2 février pour sensibiliser le monde au réle

vital des zones humides. (https://www. ramsar.org)

Les zones humides jouent un role important dans les processus environnementaux car elles
fournissent des services tels que le cycle des nutriments, la purification de I'eau, la réduction de la
pollution, la séquestration du carbone, la recharge des eaux souterraines, la réduction des inondations,
le contr6le de I'eau et des habitats pour les organismes aquatiques (Ramachandraetal.,2021 ;
Ramachandra, 2022). . Les zones humides sont connues a juste titre sous le nom de « reins du
paysage » en raison de leur capacité durable a absorber les polluants par le sol et les plantes et a
fournir de I’eau propre a la communauté. Les composants biotiques et abiotiques des zones humides
remplissent des fonctions physiques, chimiques et biologiques qui fournissent une gamme de services
pour le bien-étre humain (Ramachandraetal ; 2023). Telles des éponges dans le paysage, les zones
humides agissent comme des réservoirs naturels en permettant a 1’eau de s’infiltrer pendant les
moussons et en fournissant de 1’eau pendant les périodes post-moussons (saisons maigres). Une
fonction hydrologique importante est la capacité de réduire la gravité maximale des inondations grace
a l'infiltration et a la rétention, ce qui aide a réguler le débit d'eau (Ramachandra, 2022). Les plantes
émergeant dans les zones humides régulent le débit d’eau et captent les polluants liés aux sédiments,
notamment le carbone, 1’azote, le phosphore et les métaux lourds. Les zones humides comptent parmi

les écosystémes les plus productifs de la planéte et fournissent une multitude de services écologiques
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qui comprennent des avantages tangibles et intangibles pour soutenir les moyens de subsistance et le
bien-étre humain (Ramachandraetal.,2021). qui contribuera a sensibiliser et fournira un outil
quantitatif pour évaluer la durabilité des politiques de gestion judicieuse et la préservation des moyens

de subsistance fragiles qui soutiennent les écosystéemes (SEEA, 2021).

Des études ont montré la présence de microorganismes dans les zones humide notamment la
présence de protéobactéries, en particulier de la classe des gammaprotéo bactéries, est répandue dans
les zones humides construites pour le traitement des eaux usées. La diversité et la structure des
communautés bactériennes des rhizospheres ont été révélées dans différents habitats de zones
humides cétieres, les protéobactéries étant le phylum dominant (Liu, 2022). La structure et la
diversité des communautés bactériennes ont également été explorées et, collectivement, ces résultats

soulignent I'importance des communautés bactériennes dans les écosystemes des zones humides.

Des recherches récentes ont montré que la valorisation des micro-organismes des zones
humides (par exemple les cyanobactéries ont des taux de production primaire élevés), des cycles
biogéochimiques (par exemple les transformations de I'azote et du carbone) et des sols cétiers sont
importants pour le maintien des écosystémes. Compte tenu de la grande diversité spatiale et
saisonniére des écosystémes cotiers, 1’identification des déterminants de la composition et de la
répartition des communautés microbiennes dans des conditions environnementales complexes et

diverses est un défi et joue un réle écologique et économique important (Yuetal,2019).

la présent mémoire comprend trois parties : la premiére est consacrée a une synthése
bibliographique qui regroupe trois chapitres. Le premier chapitre donne I’importance des zones
humides et de leurs caractéristiques des micro-organismes dans les zones humides, le deuxieme donne
une valorisation de micro-organismes, et le troisieme traite I'effet des ultras violets (UV) sur la survie
des microorganismes. La partie expérimentale comprend deux chapitres, le premier est les méthodes
suivies pour étudier cette zone et approcher la vie microbienne dans ce biotope, tandis que le

deuxieme présente les résultats obtenus lors de notre étude et la discussion.
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Chapitre I: Généralité sur les zones humides

Les zones humides, telles que les marais, les tourbiéres, les lagunes et les plaines inondables,
sont des ecosystemes particulierement riches en biodiversité microbienne, notamment en bacteéries.
Les bactéries dans ces environnements jouent des roles cruciaux dans le maintien des fonctions

écologiques, la qualité de I'eau, et la décomposition de la matiére organique.

1. La zone de la Macta

La zone humide de la Macta (35° 41'N 0° 10'E, -2 jusqu’a 50 m d’altitude) c'est sous le
contréle du gouvernement et c'est la Conservation des Foréts de Mascara qui s'en occupe (Megharbi,
2009). Elle s’étale sur 44 500 ha et c'est une dépression entre la Méditerranée au nord et les montagnes
de Béni-chougrane au sud. Elle se remplit avec I'eau des pluies, des sources souterraines et parfois
avec lesrivieres Oued Sig, Oued Habra et Oued Tinn.il y’a quatre types de roches : le Pliocéne marin,
le Pliocene continental, le Calabrien et le Quaternaire continental. C'est a cause de I'évaporation dans
la lagune formé par la plaine de I'Habra que ca devient salé, apres un truc avec Thyrrénéide en mode
effondrement et transgression pré-flandrienne qui a ramené I'eau salée dans cette grande dépression
(Tinthoin, 1948).

2. L'importance de la zone humide

L'importance de la zone humide de la Macta réside dans sa biodiversité exceptionnelle, son role
écologique crucial, sa position géographique stratégique et son impact socio-économique significatif
dans la région d'Oran, ainsi que dans les wilayas voisines de Mascara et de Mostaganem. Bien qu'elle
soit inscrite sur la liste Ramsar d'importance internationale, elle reste relativement peu étudiée,
notamment en ce qui concerne sa charge microbienne dans les eaux lacustres, ce qui souligne
I'importance de mener davantage de recherches pour mieux comprendre et préserver cet écosysteme

précieux.
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Figure 1: carte pédagogique de la zone Macta

3. Caractéristique des zones humides de mer méditerranée

Les zones humides du sud de I’Europe et de I’ Afrique du Nord s’étendent de la Bulgarie a la
péninsule ibérique et de la Tunisie au Maroc. Les trois principaux facteurs environnementaux
expliquant la répartition des zones humides sont : le climat, la topographie et la géologie, ainsi que
les marées. Les principales formations géomorphologiques contenant des zones humides sont
décrites en détail et de nombreux exemples sont donnés. Il s'agit des deltas fluviaux, des lagons
cotiers, des plaines inondables fluviales, des lacs d'eau douce intérieurs, des réservoirs artificiels, des
bassins salins athalassiques, des systemes intertidaux, des chenaux fluviaux permanents et des

chenaux fluviaux inondés de fagon saisonniere.

De nombreux inventaires et classifications des zones humides de la région ont éte réalisés, mais
peu d'entre eux sont comparables. Une nouvelle classification est proposée pour I'ensemble de la
zone d'étude. Les facteurs déterminant les caractéristiques écologiques de la végétation émergente et
submergée des zones humides méditerranéennes sont identifiés et leurs impacts sur la composition
de la végétation sont analysés en détail. Six catégories de végétation ont été déterminées : la
végétation halophile, les communautés émergentes de roselieres, les foréts riveraines, les
communautés de joncs nains et la végétation submergée et flottante des habitats d'eau douce. Les
invertébrés, poissons, oiseaux et mammiferes présents dans les zones humides méditerranéennes sont
répertoriés et les facteurs responsables de leur présence ou de leur absence sont analyses.
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En regle génerale, les oiseaux sont trés bien connus, mais les informations sur les invertébres,

les poissons et les mammiféres sont encore pauvres. Les problémes d’utilisation et de conservation

des zones humides méditerranéennes montrent que la plupart d’entre elles sont surexploitées et

dégradées, et que peu d’entre elles sont protégées. De nombreux organismes dépendant de ces zones

humides sont aujourd”hui menacés d’extinction. Bien que la répartition et la taille des zones humides

méditerranéennes soient bien connues,

le fonctionnement des écosystéemes de la région

méditerranéenne reste mal compris. C'est un handicap majeur a I'heure ou I'on évoque les moyens de

mieux gérer, voire de restaurer, certaines zones humides méditerranéenne (Whighametal ,1993).

of
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Figure 2: Les zones humides dans littorales du Bassin méditerranéen. (OZHM, 2014).
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4. Caractéristiques générales des zones humides

Selon (Saifouni ., 2009) (Une zone humide est caractérisee par :

Petits plans d'eau
et bordures de lac

Zones humides artificielles

Zones humides
de bas fond en
tete de bassin

Zones humides

Région d'étangs [2
de plaines alluviales

Marais et Ianch o

humides de plaines

Marais agricoles aménagés

Marais littoraux
et lagunes

Figure 3:Les type de zones humides rencontrées le long d’un bassin versant selon (Garzon, 2012)

-Le degré de la salinité de I'eau, celle-ci peut étre douce, saumatre ou salée.
-Le niveau d'eau (éleve, faible et variable).

-La durée de submersion : une zone humide peut étre permanente ou temporaire. Présence ou

absence de végétation hygrophile.
-Composeée d'espéces adaptées a la submersion ou aux sols saturés d'eau.
-La nature de la zone humide (naturelle/artificielle).

-La stabilité de I'eau dont les zones humides continentales comprennent : Eaux dormantes,

étangs, lacs,lagunes, mares, retenues collinaires et barrages.
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5. La fonction écologique des zones humides
a. L’hydrologie

Les zones humides remplissent plusieurs fonctions hydrologiques essentielles. Elles agissent
comme des filtres épurateurs améliorant la qualité de 1’cau, grace a un processus physique qui favorise
le dépbt des sédiments et le piégeage d'éléments toxiques comme les métaux lourds. De plus, elles
jouent un role crucial dans la régulation des régimes hydriques en retardant le ruissellement des eaux,
ce qui permet leur infiltration dans le sol et contribue a la recharge des nappes phréatiques (Bahi,
2012).

b. Biologique

Les zones humides jouent un role crucial dans le maintien des fonctions biologiques essentielles
alavie des organismes. Grace a la diversité des ressources alimentaires et des habitats qu'elles offrent,
ces écosystemes constituent des refuges, des abris de nourriture et des sites de reproduction pour de
nombreuses espéces animales et végétales. De plus, elles contribuent a la purification de I'eau en
éliminant les agents pathogénes et en réduisant les substances indésirables telles que les nitrates et les
phosphates, qui sont responsables de I'eutrophisation des milieux aquatiques (Bahi, 2012).

c. Climatique

Les zones humides jouent un réle socio-économique crucial en fournissant de I'eau potable pour
la consommation humaine et animale ainsi que pour les besoins agricoles et industriels. Elles sont
également le lieu de diverses productions, telles que la production de sel, I'agriculture (élevage,
paturage, rizieres, exploitation forestiére, roseaux) et la production piscicole (péche, pisciculture)
(Bahi, 2012).

d. Les fonctions économiques

Les zones humides jouent un réle socio-économique crucial en fournissant de I'eau potable pour
la consommation humaine et animale ainsi que pour les besoins agricoles et industriels. Elles sont

également le lieu de diverses productions, telles que la production de sel, lI'agriculture (élevage,
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Chapitre I1: Valorisation des microorganismes de la zone macta

1. Définition des microorganismes

Les micro-organismes, également appelés microbes, sont de minuscules formes de vie
invisibles a 1'eeil nu et nécessitant un microscope pour étre observés (Fenchel, 2013). Ce groupe
diversifié comprend des procaryotes, comme les bactéries, et des organismes unicellulaires
eucaryotes comme les protozoaires, les algues et les champignons (Amaya, 2013). lls jouent un réle
crucial dans la biosphére, influencgant le flux d'énergie et de matiére (Fenchel, 2013). Les micro-
organismes peuvent étre bénéfiques, par exemple en produisant de I'oxygene et en décomposant les
matiéres organiques, mais ils peuvent également étre nocifs, provoquant des maladies chez les plantes
et les humains. Malgré leur petite taille, les micro-organismes ont un impact important sur

I’environnement et la santé humaine (Maraz, 2021)

2. Les microorganismes dans les zones humides

Dans les zones humides, vous pouvez trouver une variété de micro-organismes, notamment
les Protéobactéries, les Chloroflexi, les Bactéridies, les Acidobactéries, les Cyanobactéries, les
Nitrospirae, les Planctomycétes, les Actinobactéries, les Firmicutes, les Chlorobi, les Spirochaetae,
les Gemmatimonadetes, les Deferribacteres, OP8, WS3, TA06 et OP3. Les Protéobactéries, en
particulier, représentent une proportion significative, avec des sous-groupes tels que les alphas, béta,
gamma et delta, qui dominent souvent et peuvent contribuer efficacement a la réduction des polluants
organiques. Les micro-organismes de type Nitrospira sont également souvent abondants dans les

zones humides, surtout celles construites pour purifier les eaux de surface (Shang 2022).

Effets physiques et chimiques sur les micro-organismes des zones humides

L'activité microbienne est importante dans les milieux humides et pour la décomposition de
la matiére organique. Les micro-organismes peuvent modifier les caractéristiques physiques et
chimiques d'un sol de zone humide et jouer un réle essentiel dans la dynamique de la matiére
organique du sol, le transfert d'énergie et le cycle biochimique élémentaire (Angeloni et al. 2006).
Dans les zones humides cétiéres, la décomposition microbienne empéche les polluants de pénétrer

dans les oceans (Liu et al. 2007).

De plus, différentes especes et communautés microbiennes fournissent différentes ressources
et fonctions génétiques (Liu et al. 2007). En tant que transition entre les écosystemes terrestres et
aquatiques, les zones humides offrent un habitat unique a une large gamme d’espéces microbiennes.
Une diversité microbienne élevée contribue a la diversité génétique des populations microbiennes et

a un effet positif sur I'efficacité du cycle des nutriments et des processus écosystémiques importants,
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garantissant que tous les composés organiques sont recyclés (Loreau, 2001).

Parallelement, les micro-organismes sont trés sensibles aux changements environnementaux.
Certaines études ont étudié les impacts de la salinisation des sols sur la communauté microbienne et
ont constaté que l'augmentation des niveaux de sel avait un impact négatif significatif sur les
populations microbiennes : (Yuanetal.2007) ont constaté qu’il existait une relation exponentielle
négative significative entre la salinité du sol, la biomasse microbienne du sol et la respiration basale

du sol.( Sardinha ,2003) ont démontré une forte baisse de la production.

Effet climatique

Les facteurs climatiques, tels que le débit d'eau et la température, ont un impact significatif
sur la composition et la fonction des communautés microbiennes dans les zones humides. Ces

communautés jouent un réle essentiel dans le cycle des nutriments et les processus biogéochimiques.

Les zones humides cdtieres sont particulierement vulnérables a la dégradation due aux
activités humaines et au changement climatique, qui peuvent modifier la structure et le
fonctionnement de ces communautés microbiennes. Pour améliorer la dégradation microbienne dans
les zones humides artificielles, il est crucial de prendre en compte des facteurs tels que la disponibilité

du carbone organique, les conditions redox et la présence de plante (Mu 2021 et Singh 2019).

Effet de salinité

La salinité des zones humides affecte les communautés microbiennes de plusieurs maniéres,
comme I’ont révélé des études récentes :

a. Changement dans la composition des communautés microbiennes

(Song .2020) a découvert que I'augmentation de la salinité dans les zones humides artificielles
entrainait un changement dans les communautés bactériennes. Cela suggére que la salinité peut
sélectionner des bactéries capables de survivre et de fonctionner efficacement dans des
environnements plus salés.

b. Effet sur I'accumulation et role des déchets microbiens

Chao (2022) a observé que dans les zones humides cétieres a forte salinité, I'accumulation de
détritus microbiens diminuait, ce qui suggére qu'une salinité élevée peut réduire la contribution
microbienne a la matiére organique du sol.

c. Ladiversité microbienne et sa fonction
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- Jackson (2009) a signalé que des niveaux de salinité élevés augmentaient la diversité
bactérienne dans les sédiments des zones humides de Louisiane. Cependant, malgré cette
augmentation de la diversité, la fonction microbienne globale a diminué, ce qui peut signifier que les
microbes des environnements hypersalins sont plus diversifiés mais moins efficaces dans leurs roles
écologiques.

d. Dominance des microbes adaptés au sel

- Gao (2021) a noté que dans les zones humides artificielles partiellement saturées, les
microbes adaptés au sel devenaient dominants a mesure que la salinité augmentait. Il y a également
eu un changement dans I’abondance de certaines bactéries spécifiques, mettant en évidence I’effet de

la salinité sur la structure des communautés microbiennes.

L’effet des précipitations

Les recherches indiquent que les précipitations influentes sur la vie microbienne des zones
humides. Une diminution des précipitations peut réduire la biomasse microbienne et altérer les
communautés microbiennes. Par exemple, dans les tourbiéeres a sphaignes, moins de précipitations
avec le réchauffement ont diminué la biomasse microbienne, tandis que dans les foréts tropicales

humides de montagne, une baisse des précipitations a réduit la biomasse microbienne et la respiration.

Ces études soulignent la sensibilité des micro-organismes des zones humides aux variations

des précipitations, impactant les écosystemes (Baskinka 2020, krashevska 2012).

Effet de pH

Le pH des zones humides joue un rdle crucial dans la composition et I’abondance des micro-
organismes. Atkinson (2011) a montré que les activités agricoles peuvent augmenter le pH des zones
humides, entrainant ainsi des changements dans les assemblages microbiens. Cette observation est
soutenue par les travaux de Lee (2018), qui a identifié le pH comme un des principaux facteurs

influencant la composition des communautés bactériennes dans les sols des zones humides.

L’effet de ’acidité

L'acidité affecte les micro-organismes des zones humides de plusieurs maniéres :

» Modification de la biodiversité microbienne
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L'acidité peut sélectionner pour des micro-organismes acidophiles, tandis que les especes
moins tolérantes a des pH bas peuvent diminuer en abondance ou disparaitre. Cela réduit la
diversité microbienne globale.

» Altérationdesprocessusmicrobiens : Les micro-organismes jouent un réle clé dans
la décomposition de la matiere organique et le cycle des nutriments. L'acidité peut
ralentir ces processus en inhibant les enzymes microbiennes essentielles, ce qui réduit
la décomposition et la minéralisation des nutriments. (Sullivan,2017)

> Réductiondeladisponibilitédesnutriments : L'acidité peut entratner la précipitation
de certains éléments nutritifs essentiels comme le phosphate, rendant ces nutriments
moins disponibles pour les micro-organismes et les plantes. Cela peut aussi augmenter
la solubilité des métaux toxiques comme l'aluminium, qui sont nocifs pour les micro-
organismes.

» Impactsurlastructuredusol : L'acidité peut affecter la structure du sol en modifiant
l'activité des micro-organismes qui produisent des substances liantes, comme les
polysaccharides, ce qui peut conduire a une réduction de la stabilité des agrégats du
sol.

> Influencesurlesinteractionssymbiotiques : De nombreux micro-organismes des
zones humides vivent en symbiose avec les plantes (par exemple, les mycorhizes et
les rhizobiums). L'acidité peut perturber ces relations symbiotiques, affectant ainsi la

santé des plantes et la fonction globale de 1I’écosystéme. (McCullough, 2010)

Ces effets combinés montrent que l'acidité peut avoir des consequences significatives sur la
santé et la fonction des écosystemes des zones humides, en perturbant les micro-organismes qui sont

essentiels & leur maintien.

3.  Lavalorisation des micro-organismes dans les zones humides

Se fait grace a leur activité métabolique, responsable de la dégradation de la matiére organique et de la
transformation des polluants (Sleytr 2009, Hatano 1991). Ce processus est influencé par des facteurs tels que
la présence de plantes, qui peuvent affecter la composition bactérienne (Sleytr. 2009). La performance des
zones humides artificielles en matiére d’élimination des micro-organismes est supérieure a celle des systémes
biologiques conventionnels a boues activées (Ulrich. 2005). Dans un type spécifiqgue de zone humide
construite, la zone humide construite & écoulement vertical intégré, les micro-organismes jouent un role
crucial dans I'élimination des polluants, avec une biomasse bactérienne plus élevée dans les couches
superficielles (Zhou. 2009).

4., Contribution des microbienne a la rénovation de la zone humide
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Dans les zones humides, les micro-organismes jouent un role crucial dans la dégradation et la
mineralisation des polluants organiques. Ce processus, appelé valorisation, consiste a transformer ces
polluants en composés plus simples, souvent moins nocifs. Les micro-organismes y parviennent par
diverses voies métaboliques, décomposant des molécules organiques complexes en composants plus

petits et plus faciles a gérer.

Dans les zones humides artificielles (CW), la composition, la diversité et ’activité de la
communauté microbienne sont des facteurs clés qui influencent I’efficacit¢ de 1’élimination des
polluants. En comprenant la dynamique microbienne au sein des CW, les chercheurs et les ingénieurs
environnementaux peuvent optimiser la conception et 1’exploitation des zones humides pour

améliorer I’efficacité de I’élimination des polluants.

5. Ler0led’UV chez les bactéries présent dans les zones humides

Le rayonnement Ultra-violets joue un r6le important dans la formation de la diversité
fonctionnelle des communautés bactériennes dans les zones humides (Hunting. 2013). Cela peut
endommager les bactéries périphytes, entrainant des modifications dans la composition et la fonction
des communautés (Thomas. 2009). Cependant, certaines bactéries présentes dans les zones humides

de haute altitude ont développé une résistance aux rayonnements UV-B (Zenoff. 2005).
6. L’effet des rayons ultraviolets sur les bactéries présentes dans les zones

humides

Le rayonnement UV peut avoir des impacts importants sur les communautés bactériennes des
zones humides. Des études ont montré que le rayonnement UV peut altérer la composition
fonctionnelle et la diversité des communautés bactériennes dans les systemes aquatiques peu profonds

et les zones humides.

L’exposition aux rayons UV peut endommager des biomolécules importantes comme I’ADN,
les lipides et les proteines des bactéries, entrainant un stress cellulaire et une mortalité. Cependant,
les bactéries habitant des environnements difficiles et exposés aux UV, comme les zones humides de
haute altitude, ont développé diverses stratégies pour faire face au stress UV, telles que des
mécanismes efficaces de réparation de I'ADN et des défenses contre les dommages oxydatifs induits

par les UV.
7. Mutations causées par les UV

Des dimeres de deux bases pyrimidine adjacentes dans le méme brin d’ADN peuvent se former

a la suite d'une irradiation UV, mais les dimeéres thymine-thymine se forment plus facilement que les
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dimeéres cytosine-thymine ou les dimeres cytosine-cytosine. Bien que les dimeres de pyrimidine ne
soient pas les seuls photo produits formés dans I'ADN bactérien par la lumiére ultraviolette, ils

provoquent la plupart des effets létaux et mutagénes observés dans certaines souches bactériennes a

faibles doses.

Toutes les souches connues d'E. coli sont également susceptibles de produire des dimeéres de
pyrimidine dans leur ADN (environ six dimeres formés par génome, par erg et par mm), bien que

certaines souches soient 2 000 fois plus résistantes aux rayons UV que d’autres.

uv

1/

500
NNNCCNNN > N NN N NN
NNNGGNNN NNNGGNNINN
e [ N -

Figure 4: Les mutations causées par L’UV (Support de Biologie expérimentale depuis 2007).

Les mutations qui augmentent la sensibilité aux rayons UV peuvent le faire soit en réduisant
la capacité a réparer les diméres de pyrimidine, soit en réduisant la capacité a tolérer les dimeres de
pyrimidine non traités, c'est-a-dire en remplissant toutes les fonctions nécessaires a la formation de
colonies malgré leur présence continue dans I'ADN. Les souches d'E. coli les plus sensibles ne
peuvent pas réparer ou tolérer plus de quelques dimeéres de pyrimidine, voire aucun ; Les plus

résistants peuvent en réparer des milliers et en contenir jusqu’a 50 ou 100. (Evelyn M.Witkin. 1969).
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Chapitre I: Matériel et méthodes

La partie expérimentale a été réalisée au laboratoire d’analyse des eaux puis au laboratoire
pédagogique du Département des Sciences Biologiques de 1’Universit¢ Abdelhamid Ben Badis de
Mostaganem.

1. L’échantillonnage

Nous avons prélevé un échantillon d’eau de la région de la Mactaa coté mascara entre 9h00 et
10h30, ou nous avons ouvert les flacons stériles, les avons immergés sous I'eau, et remplis jusqu'au

bord. les flacons ont éteé transporté au laboratoire dans une glaciere aprés I'avoir bien fermé afin de

4

-

réaliser les tests (Figureb).

Figure 5. Echantillon d'eau de la zone de la Mactaa

2. Lieu d’échantillonnage

La zone humide de la Macta est localisée a 34°41° N et 000°10°’W a une altitude moyenne de 9
m et couvre une superficie de 44 500 ha. C’est une dépression sous forme triangulaire délimitée au
nord par des dunes littorales (Golf d’Arzew), au sud, a I’est et & I’ouest par des terres agricoles
essentiellement et quelques formations veégétales servant de parcours surtout a 1’est (Direction

générale des forets, 2012).
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Figure 6.Carte de localisation de la Mactaa

3. Traitement de I’échantillon dans la ADE

L'Algérienne Des Eaux (ADE) est un établissement public national a caractére industriel et

commercial doté de la personnalité morale et de I'autonomie financiére.

L’entreprise de décontamination et de traitement des eaux de la wilaya de MOSTAGANEM
est une entreprise qui contient deux services:

Le laboratoire bactériologique

Un examen bactériologique ne peut étre valablement interprété que s'il est effectué sur un
échantillon correctement prélevé dans un récipient stérile selon un mode opératoire précis évitant
toute contamination accidentelle correctement transporté et conserver dans des conditions
satisfaisantes. Les trois analyses les plus importantes menées dans ce laboratoire étaient la recherche

de coliformes totaux, la recherche des E. coli et la recherche des streptocoques fécaux.
Les analyses bactériologiques

Nous avons commencé par la filtration qui est un procédé physique destiné a clarifier un liquide
qui contient des matiéres solides en suspension en les passants a travers un milieu poreux. L'eau passe
atravers un filtre qui intercepte les petites particules. Les mailles du filtre sont petites donc plus petite

doit étre une particule pour passer.
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En premier lieu, la membrane filtrante a été placer dans un entonnoir a filtration. Puis, les
entonnoirs a filtration on été rempli. L’ouvrir des vannes signifie le démarrage de la pompe a vide.
Des bactéries peuvent étre piégées par la membrane. Cette membrane est utilisée par la suite pour la
culture bactérienne sur boites Pétri contenant des milieux de culture spécifiques aux coliformes, La
gélose Slanetz et Barley a 37 °C pendant 24 h pour les streptocoques fécaux qui sont des hoétes
normaux de ’intestin de ’homme et les animaux a sang chaud. Leur recherche constitue un bon

indice de contamination fécale ancienne. Un dénombrement a été effectué suite a I’incubation.

Figure 7. Pampe de filtration

Analyses physico-chimiques
Les analyses effectuées dans ce laboratoire sont la prise de température, mesure du pH, la

Conductivité, la turbidité et la salinité.

a. Le turbidimetre

C’est un appareil qui permet de mesurer la turbidité¢ d’un liquide. C'est I'indice apparent qui
montre que l'eau contient des matiéres en suspension (débris organiques, argiles, organismes
microscopiques...). La turbidité se mesure par le turbidimetre.Nous avons mis I'échantillon dans un
puits, et le rentre ensuite dans une chambre cubique de 1'appareil, aprés refermer la chambre tres

vite.La lecture se fait sur I’appareil, la turbidité est exprimée en NTU.
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Figure 8. Photo d’appareil Tubidimetre.
b. La Salinité
La présence de sel dans l'eau modifie certaines propriétés telles que la densité, la
compressibilité, le point de congélation, et d'autres, comme la viscosité et I'absorption de la lumiére,
restent inchangées. La qualité du sel dans I'eau influence des facteurs tels que la conductivité et la
pression osmotique. La salinité est généralement mesurée a l'aide d'une approche multi-paramétres
(Bousaaroura., 2011).
c. LepH
Le pH est une échelle logarithmique qui quantifie I'acidité ou la basicité d'une solution, avec
7 comme valeur neutre. Il se calcule a partir de la concentration en ions H30+ ou se mesure

directement avec un pH-métre étalonné.

-Noua avons commencé par talonner I'électrode de pH avec des solutions tampons de pH
connus (typiquement 4, 7 et 10), puis nous avons Plongé I'électrode dans I'échantillon & mesurer et
attendez que la lecture se stabilise.

d. Latempérature

La température est un facteur essentiel pour apprécier la qualité de I'eau .La mesure de la
température de l'eau se fait a I'aide d'un thermometre. Retirer la protection de la sonde de mesure et
rincer celle-ci a I'eau distillée avant chaque utilisation. Plonger la sonde directement dans I'eau a
analyser et remuer délicatement la sonde et attendre que l'affichage se stabilise pour relever la
température.

e. La Conductivité

La conductivité électrique (CE) mesure la capacité d'une solution a conduire le courant électrique,
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déterminée par les ions dissous et leurs concentrations (Rejsek F, 2002) souligne I'impact de la
température et de la viscosité : la mobilité des ions croit avec la température et décroit avec la
viscosité. La conductivité de I'eau se quantifie en microsiemens par centimétre (uS/cm). Il faut rincer
la sonde a plusieurs reprises avec de I'eau distillée avant de la plonger dans I'échantillon a analyser
(Kherchiche et Bouzidi., 2013).

Figure 9. Appareil de mesure de conductivité

4. Pratique au Laboratoire pédagogique de I’Université de Mostaganem

Isolement et Purification

Nous avons mis 1 ml de I’échantillon d’eau dans un tube, ajouté 9 ml d’eau salée stérile, puis
I’avons placé dans I’incubateur pendant 24 heures. De Une série de dilution a été effectué A I’aide
d’une micropipette, Nous avons Prélevé 1 ml de la suspension 10°3 que nous avons ensemencé sur
gélose Nutritif et incubé pendant 24h a 37°C.

Conservation

Une colonie bien isolée a été prélevée a partir d’une boite de pétri qui contient des colonies pures,
Les colonies ont été ensemencées dans un bouillon nutritif, apres une Incubation a 37 °C pendant
24h,1ml de la suspension bactérienne a été centrifugé a 1000 t/m pendant 20 min dans des Eppendorfs,
le culot a été éliming, 0.8ml de bouillon nutritif stérile et 0.2 ml solution glycérol stérile ont été ajoutés
aux Eppendorfs qui contiennent le culot, Les Eppendorfs ont été vortexé et conservé a -20 °C (au
congélateur).

5. ldentification des bactéries

5.1.0bservation Macroscopique
L’aspet macroscopique des colonies a été étudié suivant : la couleur,la taille, la forme I’aspect ,
Opacité (Sidi Baba et Bent Mohammed,2008).

Observation Microscopique
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L’observation microscopique permet d’étudier la morphologie des cellules d’une espece
microbienne, ce qui constitue le premier critére d’identification. Il comprend l'examen a 1’état frais
(entre la lame et la 1évre des spores vivantes) et I’examen post coloration (sur frottis séchés et fixés
des spores mortes) .

a. Observation a I’état frais

Une préparation 1’état frais consiste a placer une suspension de micro-organismes entre une
lame et une lamelle. Il permet alors d’observer la forme des cellules, la fagon dont elles sont
regroupées et mobilité, ainsi que le nombre approximatif de bactéries dans chaque champ
microscopique. Toutes ces informations déterminent la morphologie bactérienne qui constitue les
premiers critéres d’identification. Un microscope optique est utilisé pour faire la mise au point avec
un objectif grossissant x40 sous UN faible lumiére (Benaisa, 2021).

b. Coloration de Gram

La coloration de gram est la méthode le plus largement utilise en bactériologie pour distinguer
les microorganismes sur la base de leur coloration, cette coloration diviser les bactérie en deux classe,
des bactéries a coloration de Gram positive de couleur violete, et des bactéries acoloration de Gram

négative de couleur (Prescott et al., 2018).

La coloration de Gram est basée sur ’affinité tinctoriale différente des bactéries a certains
colorants due a la constitution de leur paroi. Cette coloration permet aussi d’observer la morphologie
des bactéries (formes allongées pour les bacilles et arrondies pour les cocci). Le principe de la

technique est le suivant: le cristal violet oxalaté colore la paroi de toutes

Les bactéries en violet, le lugol est un mordant qui fixe le violet, I’alcool décolore les bactéries
qui ont une membrane perméable a 1’alcool, la fuschine colore en rose les bactéries décolorées par
I’alcool, ainsi, les bactéries a coloration de Gram négative sont colorées en rose et les bactéries a

coloration de Gram positive en violet (Astier-Théfennea et al, 2014)
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Figure 11. Schéma présenté la technique de coloration de Gram,

(https://microbiologie- clinique.com/Coloration-Gram.html).

Coloration des spores

Cette coloration permet la mise en ¢évidence de la présence de spores au sein d’une cellule

bactérienne. (Poignant ,2011)

% La Technique

Aprés la réalisation d’un frottis , Ce dernier a été recouvert de malachite ,chauffée pendant 10
minutes jusqu’a émission de vapeurs blanches sans faire .Aprés refroidissement et ringage a 1’eau
distillée une contre coloration a été effectuée en recouvrant la lame par la fuchsine pendant 2minutes

Enfin , la lame a été lavée séchée et observée a I’objectif (X 100).

Les tests Enzymatique
5.3.1 Test LDC et ADH

Le diagnostic différentiel des espéces appartenant aux familles des Entérobacteriaceae, des
Vibrionaceae des Pseudomonadaceae est souvent facilité par la recherche de la lysinedécarboxylase
(L.D.C) et I’arginine-dihydrolase (A.D.H). Ces enzymes sont capable de scinder certains acides
amines en entrainantla formation de I’amine correspondante et la libération de CO2 et H20 (Marchal
etal, 1982).
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Test MEVAG

Le principe de ce test est la mise en évidence de la voie d’attaque des glucides .Préparer le
milieu de Hugh et leifson sans gélose et le stériliser. Apres stérilisation, on met 100 pl sur une plaque
de microtitration et on ajoute 50 pl de la suspension bactérienne déja lavée (on met 1 ml de la culture
bactérienne dans un Eppendorf et on I’entre dans un centrifugeuse 2000 tour pendant 15 minutes, puis
débarrasser du surnageant et ajouter 1 ml d’eau physiologique ) et ajouter deux gouttes de chaque

sucre.

Nous avons obtient un couleur jaune c’est une résultats positif (dégradation de sucre) ou
obtient une couleur bleu résultat négatif ( pas dégradation de sucre).

Test Gélatinase

La gélatinase est une enzyme qui dégrade la gélatine, qui est une forme dénaturée de
collagéne. Cette dégradation produit des acides aminés ou des peptides, et elle est souvent utilisée

comme substrat pour mettre en évidence I’activité de la gélatinase .
Technique

Faire une suspension dans 100 ml d’eau physiologique et ajouter 1g depeptone. Ensuite, nous
remplissons des tubes de 9 ml avec lasolutionpeptonée, ajoutons une colonie et ajoutons un morceau
de film. Enfin, onl’incube pendant 24 heures a 37°C.

Test de dégradation de I’amidon

La mise en évidence de I’hydrolyse de I’amidon par ’amylase oul’amyloglucosidase est

réalisée par le dép6t de la colonie de I’isolat sur gélose aamidon .

Apres incubation a 37°C, des observations regulieres ont été effectuéeschaque 24h pendant
72heures en recouvrant la gélose par une solution de Lugol. L’absence de coloration autour de la
culture indique la dégradation de I’amidon alorsque les zones contenant 1’amidon se colorent en bleu
(De vos et al., 2009).

Test Lécithinase

Pour réaliser ce test, le jaune d’ceuf composé de lécithine, de triglycérides et d’une
lipoprotéine, a été utilisé comme substrat. La souche a été ensemencee sur gélose nutritive contenant

I’émulsion du jaune d’ceuf stérile. Apres 24 a72 heures d’incubation a 37°C,’apparition de zone claire
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autour de la culture indique que la souche possede lalécithinase (De Vos et al., 2009).

Test lipase

L’activité lipolytique a été démontrée en préparant une solution d’émulsion composéede 5
ml de gomme arabique avec 5 ml d’huile d’olive stérile, puis en la mélangeant avec 100 mide gélose
nutritive, en la placant dans des boites de Pétri et ensemencé par touche . L’apparition d’une zone
claire autour colonies indique ladégradation de lipides

Test Estirase

Notres colonies ont été ensemencement par stries en spot sur une gélose nutritive auCacCl2
(0,1 g) (1000 ml) stérile + 10 ml de Tween 80. Les résultats du test ont étéobservés aprés une
incubation a 37°C pendant 24.

Culture sur milieux spécifique : King A et King B

Les milieux King A et King B permettent de différencier entre les espéces du genre Pseudomonas,
par la mise en évidence de la production de pigment spécifique. Le KingA est un milieu de culture
utilisé pour mettre en évidence la pyocyanine de Pseudomonas aeruginosa (pigment bleu). Le King
B est un milieu de culture utilisé pourmettre en évidence de la pyoverdine des Pseudomonas du

groupe fluorescent (pigment jaune-vert fluorescents) (Burkholderia,2016).

Une colonie de notre bouillon qui contient I’isolat a étudié a été pris a I’aide d’une cotons-tiges
stériles, puis la pente des tubes (la surface de gélose sur boite) a été ensemencée par des stries. Enfin,
les tubes (les boites) ont été incubés dans I’incubateur a 37°C pendant 24- 48h.

Test Pectine

Le test qui permet le mettre évidence présence enzyme pectinase est réalisé un couléeun gélose
de milieu de Pictine dans boite pitré et ensemencé par touche . ensuite incubue pendant 2 jours a
37°C.,apres incubation, versons de lugol Apparence halo clair autour de la colonie .

Antibiogramme

La méthode utilisée est celle de la diffusion en milieu gélosé , cette méthode simple permet la
détermination de la sensibilité des souches vis-a-vis des antibiotiques a tester (Rahal .K.,
2005).L’ensemencement des bactéries a été effectué par étalement sur un milieu MH a été préparé

puis des disques imbibés par des antibiotiques ont été déposés. Les antibiotiques utilisés sont
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regroupés dans le tableau ci-dessous (Tableaul).

Tableaul. Liste des antibiotiques testés sur les isolats.

T Oxaciline OX
Pinicillines
Pinicilline PEN
Macrolides Spiramycine SP
Aminopinicilline Amoxilline AML
Ampiciline AMP
Aminosid Gentamicine GM
minosides Kanamycine KAN
Glycopeptides Vancomycine VAN
Céphalosporines Cefazoline CFz
Tétracyclines Tétracycline TE

Tests biochimiques

Le mannitol-mobilité
Est un milieu semi-solide qui permet de déterminer la mobilité et la fermentation du mannitol.

1. Les tubes mannitol ont été ensemencé par piqure centrale jusqu’au fond du tube a I’aide

d’une pipette pasteur

2. Les tubes ont été incubés pendant 24 heures a 37°C.

TSI (Triple Sugar Iron Agar)

Le but de ce test est de mettre en évidence cinq caracteéres: Fermentation du Glucose, Lactose
et Saccharose, production de Gaz et production d’hydrogéne sulfureux (H2S). (Lebres, 2004).
Ensemencé le milieu TSI a I’aide d’une anse stérile par des stries longitudinales au niveau de la pente
et par une piqare centrale dans le culot. Nous avons incubé les tubes ensemences a 37°C pendant 24

heures.

Test sur milieu viande foie

Le test sur milieu de culture a base de viande de foie (VF) a été employé afin de déterminer le
type de respiration de notre bactérie. Cette caractéristique est révélée par l'apparition de la croissance,

soit en surface pour une respiration aérobie, soit au fond pour une respiration anaérobie.

L'ensemencement des cultures a été effectué a l'aide d'une pipette Pasteur, qui a été utilisée pour
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déposer soigneusement les bactéries dans le milieu de culture VF. La pipette a été entierement
immergée dans le tube contenant le milieu de culture, atteignant le fond, puis remontée en effectuant
un mouvement en spirale afin d'assurer une distribution uniforme des bactéries dans tout le milieu.
Par la suite, les tubes ont été placés en incubation a une température de 37 °C, maintenue pendant une
période variant de 24 a 48 heures (Koua étal., 2018).

Test de catalase

Le test catalase a été utilisé pour déterminer la présence de I'enzyme catalase dans les bactéries.
Cette enzyme est capable de décomposer le peroxyde d’hydrogene en eau et en oxygeéne, et elle est

importante pour la survie des bactéries dans des environnements riches en oxygeéne.

Pour réaliser le test de la catalase, deux gouttes de solution d'eau oxygénée (H202) ont été
ajoutées sur une lame de verre propre. Ensuite, la culture bactérienne a été introduite dans la lame a
l'aide d'une anse. Si la bactérie posséde I'enzyme catalase, une réaction se produit immédiatement et
de I'oxygeéne est libére, ce qui se manifeste par la formation de bulles sur la surface de la lame. Cette
réaction est soit instantanée (rapide) soit retardée (avec un delai). Si la bactérie ne possede pas

I'enzyme catalase, il n'y aura pas de réaction visible (Ilboudo et al., 2016).

( Catalase Test ]
-— -~
= .
- | - - ) -
* = : ¥ -
3% H.O - 3% HO

Catalase Negative l Slide Method I Catalase Positive
(No Bubble) (Bubble Present)

Figure 12.Schéma présenté la technique de teste de la
catalase(https://microbenotes.com).

Test de réduction du nitrate

Ce test permet de détecter si un organisme posséde le nitrate réductase qui est une enzyme capable
de réduire le nitrate (NO3") en nitrite (NO2"). Trois tubes de bouillon nitraté ont été soumis a une
culture pendant 24 a 48 heures d'incubation a une température de 37 °C. Aprés incubation, nous avons
ajouté deux gouttes du réactif nitrate réductase | et deux gouttes du réactif nitrate réductase Il. Si le
milieu devient rose ou rouge, la réaction est dite nitrate réductase positive. Si le milieu reste incolore,

on a deux éventualités: Les nitrates ont d’abord été réduits en nitrites mais la réduction s’est
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poursuivie. Ou les nitrates n’ont pas eté reduits 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 si la
couleur apparaitra, la bactérie est dite nitrate réductase négative (Boulekroune, 2008).

Test Citrate de Simmons

Le milieu Citrate de Simmons permet de mettre en évidence certaines bactéries qui sont capables
d’assimiler le citrate de sodium comme seule source de carbone et d’énergie. Ces bactéries possédent
un citrate perméase et les enzymes du catabolisme du citrate, ainsi qu’il possede un indicateur de pH

« le bleu de bromoththymol » dont il vire vers la couleur verte (a pH acide) et en bleue (a pH alcalin)

La pente du milieu est ensemencée par strie longitudinale, réalisée a I'anse, Mettre a I'étuve
24 heures a 37°C. Apres 24 heures, s’il y a une culture avec une alcalinisation du milieu (virage de
l'indicateur au bleu), la bactérie est de Citrate positive. S’il ya pas de culture et la couleur du milieu

inchangée, la bactérie est de citrate négatif (Carbonnelle et al., 1988).

6. UVsurisolat

Nous avons faire un isolement de la boite HH2 a 11 boite de pétris et les mettres dans
I'incubateur pendant 48h. Apres Il'incubation nous avons exposé les boites aux UV et conserver une
boite qui ne sera pas exposées aux UV, comme témoins. Nous avons prévu une durée d'exposition

croissante pour chaque isolat:

Le temps était comme suit : 25,4s, 6s, 10s, 20s, 30s, 60s, 2min, 3 min a 372C pendant 24h.
quelques tests biochimiques ont été réalisé suite a I’exposition des isolats au UV : test sur milieu
mannitol, test sur milieu viande foie, Test de réduction du nitrate, Teste Citrate de Simmons, puis

nous avons fait la coloration de Gram.

Figurel3. Appareil a UV

caution ultra-violet radiation obligatory eye protection (Laboratoire de Biologie
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Chapitre 1I: Résultats et Discussion

1. Analyses physico-chimiques

Les résultats de I’analyse des parameétres physico- chimique de 1’échantillons prélevés de la
zones humides Macta sont représentés dans le tableau :

Tableau 2. Résultats des analyses physico-chimique

Zone Ph Turbidité¢(NTU) | T°C Salinité(%) | Conductivité
d’échantillon

(us /cm)
Mactaa 7,97 0,49 14,1 37,1 55,9

2. Résultats bactériologique

Les résultats des dénombrements des germes coliformes totaux, streptocoques fécaux et

E.Coli concernant la zones humide de Mactaa sont représentés dans le tableau :

Tableau 3.Résultatsdel’analyse bactériologique au niveau de la zone humide Macta

Coliformes totaux E .Coli streptocoques fécaux

10 03 02

3. Caractérisation bactériennes

Aspect macroscopique des colonies isolées

Apres I’incubation nous avons constaté sept type de la colonie dans la boite mére. Nous avons
proceder a la purification des souches isolées a I’aide d’une série de repiquage qui consiste a transférer
aseptiquement une culture microbienne dans un milieu neuf et stérile pour avoir a la fin une culture
pure.Aprés ensemencement sur milieu GN et une incubation de 24 h a 37°C pourles cultures

bactériennes, I’aspect macroscopique apparu comme suit :
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Tableau 4.Aspectmacroscopiquedes colonies.

Couleur | Taille Forme Elévation | Aspect Opacité
HH1 Beige Moyenne | Circulaire Plate Crémeuse, | Transmissible
HH2 Jaune | Moyenne Irréguliére Plate Crémeuse Opaque
HH3 Beige Prtite Punctiforme Plate Crémeue Opaque
HH4 Beige Grande Irréguliére Plate Crémeue Non opaque
HH5 Beige Grande Irréguliere Plate Crémeue Non opaque
HH6 Blanche | Vioyenne Irréguliere Plate Crémeue Non opaque
HH7 Jaune petite Circulaire Plate Crémeue Opaque

Figurel6. Aspect macroscopique de HH6Figurel7.Aspect macroscopique de HH4
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Figurel8. Aspect macroscopique de HH7Figurel9.Aspect macroscopique de HH5

Figure20.Aspect macroscopique de HH3

Observation microscopique

a. Examen a I’état frais

Les microorganismes examineés a I’état frais apparaissent mobiles ou immobiles

selon I’espéce. Dans notre étude tous les isolats sont mobiles (Tab5 ).

Tableau 5.Mobilité des isolats étudiées

N° des isolats Mobilité

HH1 Mobile
HH2 Mobile
HH3 Mobile
HH4 Mobile
HH5 Mobile
HH6 Mobile
HH7 Mobile
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b. Coloration de Gram

Les bactéries a coloration de Gram positif, sont généralement caractérisées par la présence d’un
peptidoglycane épais (20 a 80 nm) séparé de la membrane plasmique par un espace péri plasmique
tandis que les bactéries dites Gram négatif possédent du périplasme et un peptidoglycane fin (1 a 8
nm) sur lequel repose une deuxieme bicouche lipidique dans laquelle s’insérent des porines (Huc,

2011).

Aprés les résultats obtenus a partir des observations macroscopiques et microscopiques nous avons
sélectionné les isolats HH2, HH3 et HH5 pour les étudier en profondeur et effectuer d’autres tests,

ceci par manque de tests biochimiques(tab6).

Tableau 6. Résultats de la coloration de Gram des isolats étudiés.

) Observation microscopique
N° des isolts | Couleur | Gram
A
HH1 Rose Négatif e
§ -
HH
HH2 Rose Négatif
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HH3 Violette | Positif o

r Hea = ~:“-
HH4 Violette | Positif N ST

e T £

| ™~
HH5 Rose Négatif

. P
HH6 Rose Négatif

»
H.H.6

HH7 Violette | Positif
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c. Coloration de spores
Cette coloration de spore effectuée au vert de malachite a montrée que les 3 isolats sélectionné

n’étaient pas sporulées (Figure 21).

. TR,
coloration des spores
HHS

Figure21.Résultats de coloration de spores.
4. Les tests biochimique
4.1.Les tests réspiratoires
Test de catalase

La présence de I'enzyme est évidente par une élaboration rapide de bulles d'oxygéne se produit
(catalase +), et son absence est mise en évidence par une absence ou une faible production de bulles
(catalase -) (Joffin etLeyral, 2006).

Selon les résultats obtenus, les 3 isolats HH2 ,HH3 et HHS possédent I’enzyme de catalase le

(tableau7) résume les résultats obtenus :

Tableau 7.Résultats de test catalase

Isolats HH2 HH3 HH5

Catalase + + +

Nitrateréductase
Dans ce test si la couleur du tube devient rouge, cela indique la présence de NO2issus de la

réduction des NO3-, donc cette bactérie est de nitrate réductase (+). Si la couleurdu tube
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reste jaune, cela indique que cette bactérie est de nitrate réductase (-) (Joffin etLeyral,
2006). Selon les résultats obtenus, toutes les isolats testés posséder la nitrate réductase
(Fig22).

Figur22.Résultats de test de Nitrate.

Gélose viande foie

Danscetest, lesrésultatssontlus commesuit:

e Aérobies-anaérobiesfacultatifs : développementsurtoutelahauteurdutube.
e Aérobiesstricts :quicultiventuniqguementdansla zonesuperficielledutube.
e Anaérobiesstricts: quicultiventuniquementenprofondeurdutube.

e Micro-aérophiles : formation d’un anneau dans la zone intermédiaire.

Les résultats obtenus sur le milieu viande-foie montrent les 3 isolats se développent dans toute

la longueur de piqure, cela indique que ce sont des bactéries aérobies-anaérobies facultatifs.
Les résultats sont montrés dans le (tab8) et la (fig23)

Tableau 8.Résultats de test viande foie

Isolats HH2 HH3 HH5
Testviandefoie Aéro-anaérobie Aéro-anaérobie Aéroanaérohie
Facultatif Facultatif Facultative
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U i

-~

-

Figure23.Résultats de test viande foie(HH5, HH2, HH3

Mannitol mobilité
SelonJoffinetLeyral, (2006), les résultats sont lus comme suit :Fermentation de
mannitol: Si la bactérie fermente le mannitol, le milieu change de couleur, passant du rouge au jaune

(mannitol +),si la bactérie ne fermente pas lemannitol, le milieu reste rouge (mannitol-).

La mobilité: Les bactéries mobiles produisent une croissance diffuse dans tout le milieu et les

bactéries non mobiles ne se développent que le long de la ligne d'inoculation.

Les résultats obtenus sur le milieu mannitol mobilité montrent que 2 isolats HH2 et HH5
fermentent le mannitol (mannitol positif+) et HH3 (mannitol négatif), Concernant la mobilité, les
trois isolats se sont développés uniquement sur le long de la ligne d'inoculation, donc ce sont des

bactéries non mobiles (immobiles). La (fig24) montre les résultats obtenus.
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Figure24.Résultats de test de Mannitol mobilité) (HH5, HH2, HH3)

Citrate de Simmons

L’utilisation de citrate comme source de carbone se traduit par un virage de couleur du
vert vers le bleu (citrate positive +), Pas de changement de la couleur de milieu (resteverte)indique

que cette bactérie estcitratenégative(-)(Joffin et Leyral, 2006).

Aprés 24h  d’incubation nous avons remarqué une apparition d’une couleur
bleueintensedansl'inclinaisondetubeHH2  celaindiqueque est citratepositive(+), parcontreles
tubesHH3et HH5 restésvert (Tab9).

Tableau 9.Résultats de test Citrate de Simmons

Isolats HH2 HH3 HH5

Hydrolyse de citrate | Positif Négatif Négatif

MilieuTSI(TripleSugarlronAgar)

Selon (JoffinetLeyral,2006), lesrésultatssontlus commesuit:

Sile culot de tube devient jaune et la penteresterouge, llseréfereuniquementalafermentationdu

glucose(glucose+,lactose et saccharose-).

Sileculotdutubeetlapentedevenantjaunes, Il se référe a la fermentation du glucose et du lactose
(glucose +, lactose et/ou saccharose+). Sileculotdutuberestrougeetlapente devient jaune, 1l se référe

uniquement a la fermentation du lactose et/ou saccharose (glucose -, lactose et saccharose +).
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Si la gélose se divise, donc cette bactérie produise du gaz.Si on trouve des précipités noirs dans la
gélose, donc cette bactérie capable de produire du sulfure d’hydrogene (H2S).

Selon les résultats obtenus, les 3 isolats ont dégradé le glucose, mais aucun isolat n’est capable de
dégrader ni le lactose ni le saccharose. Concernant la production de gaz et H2S, Aucun des isolats n’a

produit ni de gaz ni du sulfure d'hydrogéne (Tab10 et Figure25).

Tableau 10.Résultats de test TSI

HH2 HH3 HHS5
Glucose + - +
Lactose - - -
Saccharose - - -
Gaz - - -
H2S + + +

Figure25. test TSI (HH3, HH2, HH5).
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Test de Clark &Lubs

Reéaction au rouge de méthyle (RM) : Une coloration rouge du milieu est considérée comme

test positive. Une coloration jaune du milieu est considérée comme test négative.

Réaction de Voges-Proskauer (VP) : La production d’acetylméthylcarbinol se révéle par
I’apparition d’une coloration rouge en surface du milieu, cela considérée comme test positive (Joffin
et Leyral, 2006).

Apreés la séparation du bouillon en deux tubes et 1’addition des réactifs VP1 et VP2, nous

avons conclu que tous les isolats sont positif (+) , la (fig26) montre les résultats obtenus

Figure26. test Clark &Lubs
5. Les tests enzymatiques
TestMEVAG(milieuHughetLeifson)
L’utilisation du glucide se traduit par une acidification du milieu révélée par le viragedecouleurvert

lejaune (la teinteacide debleu de bromothymol).

Si la couleur de milieu ne change pas et reste verte, celaindique métabolisme inerte (pas
utilisation du glucide).Apparition Jaune,cela indique métabolisme fermentatif ou oxydatif du
glucose.Apparition Bleu,celaindiquequelabactérieestinerteau glucose (généralement elle utiliser les

peptides comme source d'énergie).
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Figure27. test MEVAG
Tableau 11.Résultat de test MEVAG

HH2

HH3

HH5

Saccharose

Glucose

Mannose

Lactose

Xylose

Maltose

Cellobiose10%
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Test LDC et ADH
Le (tableau.12) et la (fig. 28) résumes les résultats obtenus dans le test LDC et ADH.
Tableau 12.Résultats de test LDC et LDH

HH2 HH3 HHS5
LDC + + +
ADH - - +

Figure28. Test LDC ET LDH

IsolementsurmilieuKing AetKing B

L’ensemencement des bactéries a permis d’obtenir une croissance bactérienne des 3 isolats

apres 24 heures d’incubation sur les milieux King A et King B.

NousAvon vu une fluorescent sur milieu King B pour tous les isolats et aucune fluorescent sur milieu

KingA . la (fig29) et la (fig 30) montrent les résultats.

Figure29. résultats de KingB(HH5,HH2,HH3 )
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Figure30.Résultats de King A (HH5, HH2, HH3)

Test d’estérase

Une apparition des précipités d’acide gras indique la présence de I’estérase. Selon les résultats
obtenus, les isolats HH2 et HH3 sont des bactérie estérase négatives (-), et I’isolat HH5 est estérase

Positive (+) la (fig31) montre les résultats.

Figure 31.résultats de test d’éstérase.
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Test de Lécithinase

Apparition d’une zone blanche indique une activité positive de la lécithinase . les 3 isolats

sont positif. La (fig32)

Figure 32. Résultats de test de 1’écithinase

Test de Gélatinase

-Suspension de particules noires libérées du film ou du disque : Gélatinase+

-Disque ou film intact éclaircissement du film : Gélatinase-. Selon les résultats obtenus, HH2
et HH3 sont des bactéries Gélatinase Positifs (+) et I’isolat HH5 est Gélatinase négatif (-).La (fig33)

montre les résultats obtenus :

Figure33.résultats de test de gélatinase.
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Test de lipase

Apparition des preécipitations autour de la colonie indique la dégradation des lipides cela
considéré comme lipase positif.Selon les résultats obtenus HH3 et HH5 sont des bactéries lipase

négatives(-) et I’isolat HH2 est lipase positif. La (figure34) montre les résultats obtenus :

Figure.34 : test de lipase.

- o
R i _ =t
. WA AT el 3 2 -
-~ : LA -
L - A ‘

Dégradation de I’amidon

Apparition d'une zone bleu indique que la bactérie elle dégrade I'amidon.Selon les résultats
obtenus, les isolats HH2 et HH3 négatives (-), et I’isolat HH5 est positive (+).la(figure35) montre

les résultats .

Figure35. Résultats de test de I’amidon.

Test de pectine

Apparition d'un halo clair autour de la colonie indique une activité positive de pectine. Selon
les resultats obtenus les isolats HH2 et HH5 sont pectine négatif (-) et 1’isolat HH3 est pectine

positif(+). La (figure36) montre les résultats obtenus :

41



Chapitre 1I: Résultats et Discussion

Figure 36.Résultats de test de pectine

6. Antibiogramme

La méthode de diffusion sur milieu de culture a donné des résultats satisfaisant. La mesure de
la zone d’inhibition a révélée des zones variant de 1.5 mm a 2.6mm. Les dix antibiotiques utilisés
pour les bactéries ayant des mécanismes d’action différents sélectionnent des bactéries
antibiorésistantes qui se différent d’entre elles selon I’origine d’isolement et la résistance ou la
sensibilité envers ces antibiotiques. La figure 37 représente les zones obtenues suite a la résistance

des isolats aux antibiotiques utilisés.

Figure37 : test de résistance aux antibiotiques par méthode de
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Les zones varient entre 1.5 et 2.6 mm, Les (tableaux 13,14) montre les résultats obtenus :

Tableaul3. Diamétre de la zone d’inhibition des antibiotiques en contact direct avec les

isolats

OoX PEN SP AML | AMP | GM KAN | VAN | CFz | TE

HH2 0 0 0 0 0 1.5cm | 2.6cm 0 0 0
HH3 0 0 0 0 0 1.6cm | 2.6cm 0 0 0
HH5 0 0 0 0 0 1.5cm | 2.6cm 0 0 0

Tableaul4. Profil d’antibiorésistance des isolats

OX PEN SP AML AMP GM KAN VAN CFz TE
HH2 R R R R R S S R R R
HH3 R R R R R S S R R R
HH5 R R R R R S S R R R
R : résistante s : sensible

Le (tableau 15) résume les résultats de tous les tests biochimique et enzymatique.

Tableau 15. Résultats des tests biochimiques et enzymatique

Isolat
HH2 HH3 HH5
Tests
Forme coccobacille Bacille Coccobacille
Gram - + -
Mobilité + + +
Aéro- Aéro- . oo
o o o Aeéro-anaérobie
Type respiratoires anaérobie anaérobie )
_ _ facultative
facultative facultatif
Enzyme Catalse + + +
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respiratoire )

Nitrate + + +

Glucose + - ¥

Lactose - - R

Milieu TSI Saccharose - - -
Gaz - - R

H2S + + +

Test Clark et Lubs + + +

Mannitol mobilité + + R

Citrate de Cimmons + - R

King A - - -
King B + + +

Estérase
- - +
Lécithinase + + +
Gélatinase + + +
Test
- Lipase + - -
enzymatique

Dégradation d’amidon - - +

Pectine - + -
LDC + + +
ADH - - ¥

Saccharose - - -

Glucose - - R

Mannose - - R

Test
Lactose - - R
MEVAG

Xylose - - -

Maltose - - R

Cellobiose - + R
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7. Les résultats apres UV
7.1 Coloration de gram

Reésultats et Discussion

Tableau 16. Résultats de coloration de gram apres UV

Isolats Forme Gram Observation microscopique
HH2 aprés 10s de | Bacille Gram négatif(-)
uv
HH2 apres 10s de | Bacille Gram négatif(-)
uv
apres 2min de UV | Bacille Gram négatif(-)
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HH2 aprés 3min | Bacille

de UV

Gram négatif(-)

Test catalase

Selon les résultats obtenus, tous les isolats possedent I’enzyme de catalase (+).

Mannitol mobilité

Tableau 17. Résultats de test de mannitol mobilité de I’isolat HH2 Aprés UV

Fermentation

mannitolMobilité

de

T:4s T :40s T :2min T :3min
+ + + -
immobile | immobile | Immobile | immobile

Figure38.Résultats de test mannitol mobilité apres UV (4s,40s,2min,3min)
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Nitrate réductase

Selon les résultats obtenus, touts les isolats testés apres UV possédent la nitrate réductase

(Fig39).
:‘;g.'

Figure39. Résultat de test nitrate réductase aprés UV

Milieu TSI (Triple Iron Agar)

Selon les résultats obtenus, les 5 isolats aprés UV ont produit du sulfure d’hydrogéne (Tab18

Et Fig 40).

Gélose T.S.I

Avant uy  Aprés UV
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Figure40. Résultats de test TSI aprés UV

Tableau 18. Résultats de test TSI aprés UV

Apres 4s Apres 40s Apres 60s Apreés 2min Apres 3min
Glucose - - - - -
Lactose - - - - -
Saccharose - - - - -
Gaz - - - - -
H-S + + + + +

+ : Dégradation/production, - : Pas de dégradation /production
Citrate de Simmons

Apres 24h d’incubation nous avons remarqué une apparition d’une couleur bleu intense juste
dans I’inclinaison de tube HH2 apres 2s de UVcela indique que ce isolat est citrate positive et le reste
sont citrate négatif (Tab19),( Fig4l)
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Tableau 19. Résultats de test Citrate de Simmons aprées UV

Isolats Apré | Apres | Aprés | Aprés | Apres | Aprés | Aprés | Apres | Apres | Apres

2s 4s 6s 10s 20s 30s 40s 60s 2min | 3min

Hydrolyse | + - - - - - - - - -
de citrate

Avant uy Apres UV

Figure4l. Résultats de test Citrate de Simmons apres UV
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Discussion

Les mutations induites par les rayons ultraviolets (UV) chez les bactéries indigénes isolées de
zones humides sont un sujet d'intérét pour plusieurs raisons, notamment pour comprendre les

mécanismes de résistance aux UV et l'adaptation des bactéries a leur environnement.

Les zones humides abritent des communautés bactériennes diverses qui peuvent étre exposees
a des niveaux variables de rayonnement UV. L'étude des mutations induites par les UV chez ces
bactéries peut offrir des insights précieux, vu leur viabilité apés exposition aux UV plusieurs minutes.
Le premier critére a relever est : 1’Adaptation. Les bactéries des zones humides peuvent avoir
développé des adaptations spécifiques pour survivre dans des environnements avec des niveaux
élevés d'UV. Les Diversités Génétiques : Les environnements humides peuvent servir de réservoirs
de diversité génétique, avec des bactéries montrant des taux variés de mutations et des capacités de
réparation de I'ADN. La Résistance et Ecologie : Comprendre comment ces bactéries répondent aux
UV peut aider a comprendre leurs réles écologiques et leurs interactions avec d'autres organismes

dans les zones humides.

En résumé, les études sur les mutations induites par les UV chez les bactéries indigenes des
zones humides contribuent a notre compréhension de la dynamique des populations microbiennes, de
leurs mécanismes d'adaptation et de survie, ainsi que de I'impact environnemental des rayonnements
UV. Plusieurs chercheurs ont étudié les effets des UV sur les bactéries indigénes, en particulier celles
provenant de divers environnements tels que les zones humides.Sinha, R. P., & Hader, D.-P. (2002)
a contribué par 1’étude des réponses des bactéries isolées du golfe Persique a la radiation UV. Ces
études contribuent a notre compréhension des mécanismes par lesquels les bactéries des zones
humides s'adaptent aux expositions aux UV, ce qui est crucial pour évaluer les impacts écologiques

et environnementaux des changements dans les niveaux de radiation UV.
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Conclusion

La zone humide de la Macta abrite une grande variété d'especes, dont certaines sont rares ou
menacées. Elle est particulierement importante pour les oiseaux migrateurs qui utilisent cet espace

comme halte migratoire ou comme site de nidification.

Ce travail est une approche dans coté bactériologique de cette zone humide de la Macta

classées par la Convention internationale de Ramsar pour la zone de Macta, c6té Mascara.

Nous avons pu sélectionner 3 isolats bactériens (HH2, HH3, HH5 ) dont la pureté a éte
controlée sur la base de leurs caractéristiques morphologiques (aspect colonial) ainsi que par examen
microscopique classique « examen frais » et « coloration de Gram » puis identifiées par des tests

biochimiques « oxydase et catalase »et tests enzymatiques et antibiotiques...

Ensuite, nous avons exposé les bactéries a la lumiere ultraviolette, ce qui les a amenées a se
modifier, et nous avons remarqué des changements chez certaines d'entre eux dans leur type
respiratoire et 1’utilisation des molécules comme le citrate. D’autre tests doivent etre élaborer pour

comprendre le fonctionnement de ces microorganismes dans ces zones.

Les bactéries des zones humides sont cruciales pour la santé et la fonctionnalité de ces
écosystemes. Elles contribuent a la régulation des cycles biogeochimiques, a la purification de I'eau
et a la maintenance de la biodiversité. Cependant, les zones humides sont souvent menacées par les

activités humaines telles que l'urbanisation, l'agriculture intensive et la pollution.

La protection et la restauration de cette zone sont essentielles pour garantir sa pérennité et ses

services écologiques pour les générations futures.
Perspectives

Le présent travail aura donc permis d’améliorer nos connaissances sur I’importance des zones
humides et la nécessité de les protéger des dégradations ,ainsi sur la microflore aquatique bactériennes
qui joue un role primordiale dans I’équilibre de ces écosystémes humides ,cela nous a permis de
conclure avec les perspectives suivants :

1. Revalorisation des écosystemes humides , en particulier ceux qui sont classées en
convention internationale de Ramsar par le biais de la recherche scientifique.

2. Faire élargir I’inventaire de la flore microbienne par d’autres identifications enrichissantes
de micro-organismes aquatiques colonisant ces zones humides

3. Utiliser d’autres variétés de milieux sélectifs pour la sélection d’autres souches
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4. Elargir le spectre de la caractérisation enzymatique en identifiant d’autres enzymes qui ont
presque la méme importance biotechnologique que les enzymes polysaccharolytiques.

5. Essayer de faire une extraction de ces enzymes par une technique de séparation.

6. Tester les caractéristiques chimiques de ces enzymes tel la T°, PH optimum surtout que les
enzymes thermostables ont une importance biotechnologique du point de vue leur utilisation
en industrie comme biocatalyseurs qui supportent et tolérent les conditions extrémes comme
les hautesT®.

7. ldentification des genes qui codent pour les enzymes extracellulaires responsable
deladégradation des polysaccharides par un sequengage.

8. Essayer de mettre la lumiére sur les bactériophages aquatiques.
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Annexe

Milieu

Utilisations

Composition

Bouillon nutritive ou BN

Milieuliquidenon-sélectif
utiliser pour
I’enrichissement des

Microorganismes.

Peptone: 10,09
Extrait de viande : 10,0g
Chloruredesodium:5,0g Eau distillée
:1000ml PH=7

Gélosenutritiveou GN

Milieu solide de
culture non-
sélectifutiliserpour
I’isolement et la
purification des

Microorganismes.

Exstrait de viande :10,0g
Extrait delevure: 2,5¢
Peptone : 5,09
Chloruredesodium:5,0g Agar : 15,0 g
Eaudistillée:1000mI PH : 7,0

Bouillon nitraté

Milieu utiliser pour
recherchelaproductionde

nitrate- réductase.

Extraitdeviande:3g Peptone : 4¢g
Proteosepeptonen®3:1g Potassium
nitrate : 1g Eau distillée : 1000 ml

PH: 7

Géloseviandefoie(Gélose
VF)

Milieu utiliser pour la
mettreenévidencelemode
respiratoire des bactéries,
ainsi que pour I’isolement
enprofondeurdesbactéries

anaérobiesstrictes.

Viandedefoie:30g Glucose : 29
Agar:6g
Eaudistillée:1000mI PH : 7,4




Annexe

MilieuTSl(taipesugeriron

agar)

Utiliser pour une
identification basée sur la
fermentationduglucose,du

lactose, du saccharose
etsur la production de gaz
et d’H2S.

Extraitdeviande:3g Extrait
delevure: 3g Peptone : 20g
Chloruredesodium:5g Lactose:
10g Saccharose: 10g Glucose : 19
Sulfateferreuxammoniacal
:300mg
Rouge de phénol : 24mg
Thiosulfatesodiumanydre: 300mg
Agar:11g
Eaudistillée:1000ml PH=7,4

Mannitolmobilité

Milieu semi-solide qui
permet de déterminer la
mobilitéetlafermentation

du mannitol par les

bactéries.

Peptone: 20 g
Nitratedepotassium:1g Mannitol : 2 g
Rougedephénol:140mg Agar : 4 ¢

Eaudistillée:1000ml PH = 8,1

Citratede Simmones.

Milieu permet I’étude de
I’utilisation du citrate
(acide organique) comme
seulesourcedecarbonepar

la bactérie.

Citrate de sodium : 1g Chlorure de
sodium : 5g Sulfate de magnésium :
200mg Dihydrogénophosphate
d’ammonium : 1g
Monohydrogénophosphate de
potassiumlg
Bleudebromotymol: 80mg

Agar:13g
Eaudistillée:1000ml PH=6 ,8

MilieuHughetLeifson

Utiliser pour la mise en
évidence de la voie
d’attaque des glucides par
I’utilisation des milieux

contenantunseulglucideet

Tryptone:2g

Bleudebromothymol

ymol: 0,039

Chloruredesodium:5g

aeruginosa,par la
favorisation de la
production de

pyocyanine.

(MEVAG) Hydrogénophosphatede potassium
bleu de bromothymol )
10,39
(BBT) comme Agar-agar:2,5¢
unindicateur de pH. | £ gistillée:1000mL PH = 7,1
Milieu permet Peptone: 209
,. . . Glycero :10g
Pidentification de Sulfate de potassium:10g Chlorure
MilieuKing A Pseudomonas demagnésium : 1,49

Agar purifies: 12g
Eaudistillée1000ml PH =7, 2
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MilieuKing B

Milieu favorise la
synthese de la
pyoverdine, un pigment
vert fluorescent produit
par Pseudomonas
aeruginosa et d’autre
espaces de Pseudomonas
comme P.fluorescens et

P.putida.

Peptonedite"B":20,0g Glycérol :
10,0 g hydrogénophosphate de
potassium : 1,5 gSulfate de
magnésium heptahydraté : 1,5 g
Agar purifié : 12,0 g Eau distillée
1000 mIPH=7,2

MilieudeClarket lubs

Milieu permet 1’ étude des

produitsdefermentationdu

glucoseetladifférentiation
entre les fermentations
acide butanediolique et

acides mixtes.

Peptone:5g Glucose:
59
Hydrogéno phosphate de potassium
: 59
Eaudistillée1000ml Ph=7
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