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RESUME

L’étude a été réalisée en microcosme aquatique, au laboratoire d’Hydrobiologie et
Environnement de la Faculté des Sciences, de 1’Université de Yaoundé 1 durant la période de
janvier a juin 2021, avec pour but d’évaluer 1’effet du pesticide SAVAHALER sur quelques
bactéries aquatiques d’importance sanitaire et de déterminer I’impact de la température. Les
solutions bactériennes de chaque espéce considérée ont été mises en contact avec 5 solutions
de pesticide de concentrations croissantes (C1 =0,94 g/L, C> =1,87 g/L, C3 = 3,75 g/L, C4=7,5
g/L et Cs=15 g/L) et incubés a température 7°C, ambiante et 44°C, pendant 3h, 6h, 9h et 24h.

En présence du pesticide, les densités d’Escherichia coli, de Salmonella typhi et de
Vibrio cholerae ont diminué progressivement au fur et a mesure que la durée de contact a
augmenté. A température ambiante et suivant les différentes concentrations, les densités de E.
coli, S. typhi et V. cholerae ont respectivement varié entre 8,285 et 5,549 log (UFC/100 mL),
entre 8,301 et 4,959 log (UFC/100 mL) et entre 8,300 et 2,221 log (UFC/100 mL).

A 7°C et suivant les différentes concentrations, les densités de E. coli ont varié entre
8,287 et 5,23 log (UFC/100 mL) tandis que celles de S. typhi ont varié entre 8,301 et 4,560.
Pour ce qui est des densités cellulaires de V. cholerae elles ont diminué de 8,300 a 2,074 log
(UFC/100 mL).

A 44°C et suivant les différentes concentrations, les densités de E. coli, S. typhi et V.
cholerae ont respectivement varié entre 8,287 et 5,028 log (UFC/100 mL), entre 8,301 et 2,151
log (UFC/100 mL) et entre 8,300 et 8,221 log (UFC/100 mL).

Les vitesses de régression des densités bactériennes ont varié en fonction de la
température d’incubation, de la concentration du pesticide de I’espéce bactérienne et de la durée
d’incubation. La plus grande vitesse de régression (-0,2526 UFC/100 mL/h) a été obtenue chez
V. cholerae et la plus petite vitesse de régression (-1,442 UFC/100 mL/h) a été notée chez S.
typhi.

La température d’incubation influencerait les abondances d’E. coli et de S. typhi en
présence du pesticide. Par contre, la variation des concentrations de pesticides influencerait

uniquement sur les abondances de V. cholerae.

Mots clés : pesticide, durée d’incubation, température d’incubation, Vibrio cholerae,

Salmonella typhi, Escherichia coli.
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ABSTRACT

The study was carried out in an aquatic microcosm, at the Hydrobiology and Environment
Laboratory of the Faculty of Sciences, University of Yaoundé 1 during the period from January
to June 2021, with the aim of evaluating the effect of the pesticide SAVAHALER on some
aquatic bacteria of health importance and to determine the impact of temperature. The bacterial
solutions of each species considered were brought into contact with 5 pesticide solutions of
increasing concentrations (C1=0.94 g/L, C2=1.87 g¢g/L, C3=3.75 g/L, C4=7.5 g /L and C5=
15¢/L) and incubated at 7°C, room temperature and 44°C, for 3h, 6h, 9h and 24h.

In the presence of the pesticide, the densities of Escherichia coli, Salmonella typhi and
Vibrio cholerae gradually decreased as the duration of contact increased. At room temperature
and according to the different concentrations, the densities of E. coli, S. typhi and V. cholerae
respectively varied between 8.285 and 5.549 log (CFU/100 mL), between 8.301 and 4.959 log
(CFU/100 mL) and between 8.300 and 2.221 log (CFU/100 mL).

At 7°C and according to the different concentrations, the densities of E. coli varied
between 8.287 and 5.23 log (CFU/100 mL) while those of S. typhi varied between 8.301 and
4.560. As for the cell densities of V. cholerae, they decreased ranging from 8,300 to 2,074 log
(UFC/100 mL).

At 44°C and according to the different concentrations, the densities of E. coli, S. typhi and
V. cholerae respectively varied between 8.287 and 5.028 log (UFC/100 mL), between 8.301
and 2.151 log (UFC/100 mL) and between 8.300 and 8.221 log (CFU/100 mL).

The regression rates of bacterial densities varied according to the incubation temperature,
the concentration of the pesticide of the bacterial species and the duration of incubation. The
greatest regression rate (-0.2526 CFU/100 mL/h) was obtained in V. cholerae and the smallest
regression rate (-1.442 CFU/100 mL/h) was noted in S. typhi.

The incubation temperature would influence the abundances of E. coli and S. typhi in the
presence of the pesticide. On the other hand, the variation in the concentrations of pesticides

would influence only the abundances of V. cholerae.

Keywords: pesticide, contact time, incubation temperature, Vibrio cholerae, Salmonella

typhi, Escherichia coli.






L’utilisation des pesticides a travers le monde a augmenté de facon spectaculaire au
cours des deux dernieres décennies, coincidant avec les changements dans les pratiques
agricoles (Bettiche et al., 2017). Etymologiquement « tueurs de fléaux » ils sont aussi appelés
dans la réglementation nationale francaise et européenne « produits phytosanitaires » (Girault
et Sauve, 2008). En effet, une multitude de produits chimiques synthétiques se sont retrouvés
dans I'écosysteme a la suite des activités industrielles variées, des applications agricoles et des
utilisations a des fins domestiques.

En effet, I'usage des produits phytosanitaires, représentent un cas typique de pollution
multiple et généralisee de tous les compartiments de I'environnement (Nawel et al., 2018). Par
ailleurs, ces produits phytosanitaires, font partie des rares substances qui sont a la fois toxiques
et délibérément rejetées dans I'environnement (Awatef Berrah, 2011). Ainsi, I’utilisation de ces
composés xénobiotiques a généré un certain nombre de problémes environnementaux tels que
la contamination des écosystéemes. Ainsi la qualité des sols, des eaux souterraines, des eaux
cotieres, et de I'air sont tous affectés par cette contamination (Benslama Ouided, 2017).

En agriculture, I’utilisation des pesticides représente deux aspects aux conséquences
diamétralement opposees : d’une part, la diminution des dégats causés par les organismes
nuisibles pour les cultures et, d’autre part, la pollution de I’environnement presque toujours
effective (Gravrilescu Maria, 2005). Les difficultés rencontrées pour décrire et prévoir le
devenir de ces composés dans les sols ainsi que leur biodégradation sont en rapport avec leurs
compositions et leurs structures trés variées, en plus de leurs propriétés physiques, chimiques
et biologiques complexes. A c6té de ces facteurs, s’ajoute également le climat, la structure du
sol et le mode d’application qui influenceraient la dégradation des pesticides (Queyrel Wilfried,
2014).

De plus, en raison de leur toxicité inhérente, les pesticides constituent une menace
sérieuse pour la santé publique, en particulier pour les nourrissons et les enfants. Au Cameroun,
comme ailleurs, les agriculteurs utilisent abondamment les pesticides. Par conséquent, le risque
de pollution des ressources en eau par les résidus de ces produits phytosanitaires est éleve.
Méme si Pactivité agricole s’efforce maintenant de présenter une image de qualité et de
préservation de I’environnement, plusieurs gammes de pesticides hautement toxiques sont
encore utilisés (Ngom et al.,2013). En effet, une utilisation incontrdlée et abusive des pesticides
sur les légumes entrainerait une pollution accrue (Traoré et al., 2017). De plus, il a été démontré

qu’il existe une toxicité des pesticides sur le systeme immunitaire, car une fois au contact de ce



pesticide, il provoque plusieurs maladies dues aux faiblesses des éléments de défense de
I’organisme (Peillex et Pelletier., 2020).

De ce fait, il est indispensable de mettre en place des mesures permettant de réduire le
transfert dans 1’environnement des pesticides en instaurant des bonnes pratiques agricoles et,
de développer des techniques de traitement adaptées pour éliminer ces résidus phytosanitaires
dans des conditions contrélées. C’est ainsi que des méthodes d’oxydation, d’incinération et
d’adsorption microbienne ont été mises au point pour eéliminer les résidus de pesticides du sol
et des eaux. De plus, les procédés de biodégradation sont connus pour étre 1’un des principaux
moteurs de 1’atténuation naturelle des résidus de pesticides (Vandermaesen et al., 2016). Ces
proceédés sont assurés par des microorganismes via de nombreuses réactions enzymatiques
(Motte Jean, 2013). Les bactéries, présentes dans presque tous les types de biotopes rencontrés
sur terre, sont les organismes les plus ubiquitaires de notre planete (Faugier Aurelie, 2010).
Elles peuvent étre isolées du sol, des eaux douces, marines et saumatres, de I’air, des
profondeurs océaniques, sur la peau et dans I’intestin des animaux mais également des déchets
radioactifs (Fredrickson et al., 2004).

Des informations portant sur les mécanismes impliqués dans les biotransformations des
pesticides sont peu connues (Siegwart M., 2021). C’est dans cette lancé que s’inscrit le sujet de
cette étude dont la problématique est de rechercher des bactéries efficaces a la biodégradation
des pesticides. Ainsi, le présent travail vise a évaluer 1’effet du pesticide Savahaler sur quelques

protéobactéries en microcosme aquatique. Il s’agit plus spécifiquement de :

- Evaluer I’effet du pesticide Savahaler sur la cultivabilité de Escherichia coli, de
Salmonella typhi et de Vibrio cholerae en microcosme aquatique ;

- Déterminer I’influence de la température du milieu et la durée d’incubation (temps de
contact pesticide-bactérie) sur la survie des cellules bactériennes en présence du

pesticide.

Le présent mémoire comporte trois parties présentées sous forme de chapitre. Le premier
chapitre traite de la revue de littérature. Le second chapitre présente le matériel et les méthodes
utilises pour la réalisation de ce travail. La présentation des principaux résultats, leur
interprétation et leur discussion font 1’objet du troisieme chapitre. Une conclusion suivie de

quelques recommandations et perspectives achéve ce document.



CHAPITRE I : REVUE DE LA
LITTERATURE



I.1. Généralités sur les pesticides

I.1.1. Définition et caractéristiques

Etymologiquement, pesticide est formé du mot francais « peste » (fléau, maladie) et du
suffixe « -cide » provenant du latin caedere (tuer). Littéralement, un pesticide est donc un «
tueur de fléaux ». L’origine de certains de ces produits remonte & 1’antiquité, a sa genese, il
s’agissait d’un « tueur » chimique (arsenic, soufre) utilisé pour lutter contre les « fléaux »
(insectes ravageurs) des cultures agricoles (Imen et houdna, 2015). Au cours du XXéme siécle,
le nombre de pesticides a augmenté significativement avec I’apparition de molécules
synthétiques, dont le fameux dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) et leur application s’est
diversifiée (Pflieger Maryline, 2009). Actuellement, le terme « pesticide » est une appellation
générique désignant toutes substances naturelles ou synthétiques utilisées pour la prévention,
le controle ou I’élimination d’organismes (micro-organismes, animaux ou végétaux) jugés
indésirables ou nuisibles pour I'agriculture, mais également pour d’autres applications (hygiéne
et santé publiques, soins vétérinaires, traitements de surfaces non-agricoles...) (Yousra et
Sabrina, 2021).

Les pesticides représentent un large groupe de produits chimiques hétérogénes du fait
de leurs compositions. Ils augmentent la productivité en diminuant les pertes dues a des attaques
fongiques, microbiennes dans le secteur agricole (Weiss et al., 2004). Ils sont communément
associes a des adjuvants dans les formulations commerciales. Ces adjuvants permettent de
solubiliser et de stabiliser sur de longues périodes la substance active mais aussi d’augmenter
son efficacité, notamment en favorisant sa pénétration et sa diffusion dans I’organisme cible
(Bernard Marion, 2018). Les adjuvants les plus répandus sont les surfactants, les huiles
veégétales et minérales, les sels organiques, les solutions tampons et les solvants (Carles Louis,
2016).

1.1.2. Classification

L'hétérogénéite de ce vaste ensemble de produits rend difficile toute classification.
Cependant, les pesticides peuvent étre classifiés en fonction de la cible, de la famille chimique,
du type de formulation (liquide, granulé...), du degré de toxicité et de leurs origines (Muskan
etal., 2021) (figure 1).



Classification des pesticides

A
{ 1
Selon l'origine des pesticides [ Selon les espéces ciblées
Inorganiques ﬁauiques Fongicides (Champignons)
97% Herhicides
[Mauvais] herbes)
De synthése Naturels

Insecticides [Insectes)

Microorganismes Nématicides (Nématodes)

Rodonticides [Rongeurs)

Molluscides (Mollusgues)

Corvicides (Diseaux)

Acaricides (Acariens)

Bactéricides [Bactéries)

Figure 1 : Classification des pesticides (Muskan et al., 2021).

1.1.2.1. Classification en fonction de la structure chimique

La diversité des structures chimiques caractérisant les pesticides en fait des composés
complexes et difficilement classifiables. La classification suivant la structure chimique met en
ceuvre 4 principales familles chimiques (George et shukla, 2011):

- Les organophosphorés : incluent tous les insecticides contenant du phosphore. Ils sont
généralement les plus toxiques de tous les pesticides. Ces composés constituent une famille de
pesticides agissant sur 1’enzyme acétylcholinestérase. Ils operent en bloquant irréversiblement
I’acétylcholinestérase essentielle aux transferts de I’'influx nerveux chez les insectes, les
humains et la plupart des animaux (George et shukla, 2011) ;

- Les organochloreés : sont des composés qui contiennent du carbone, du chlore et un
atome d’hydrogene. Ils représentent les insecticides les plus puissants et les plus efficaces.
Grace a la liaison chlore-carbone, les organochlorés ne se décomposent pas facilement et
peuvent rester longtemps dans 1’environnement aprés leurs applications et dans I’organisme
longtemps apres 1’exposition. Beaucoup de composés de cette famille sont interdits en raison

de leur neurotoxicité (George et shukla, 2011) ;



- Les carbamates : sont des esters de N-méthyl carbamate, un groupe de pesticide qui agit
également sur 1’enzyme acétylcholinestérase par inhibition. Les carbamates présentent les
mémes caractéristiques que les organophosphorés, mais une toxicité moins importante (Ramesh
etal., 2017).

- Les trazines : couvrent un grand champ d’utilisation. La plupart des trazines sont utilisés
comme herbicides sélectifs pouvant étre combiné avec d’autres composés afin d’augmenter leur

efficacité. lls représentent les plus anciens herbicides.

1.1.2.2. Classification en fonction de la formulation

Les pesticides sont disponibles en différentes formulations. Ils peuvent se présenter sous
forme solide, liquide ou gazeuse afin de rendre leur application la plus efficace possible (Moeys
julien, 2007).

- Les formulations liquides incluent les suspensions (suspensions concentrées), les
solutions, les concentrés émulsifiables, les suspensions en microcapsules et les
aérosols ;

- Les préparations solides comprennent les poussieres, les particules, les granulés, les
pastilles, les granules solubles, les poudres solubles, les appats, les tablettes, les
comprimeés, les pates granulées et les poudres mouillables ;

- Les pesticides gazeux sont généralement des fumigants (ils peuvent étre vendus sous
forme de liquide ou de gaz) (Batsch Dorothée, 2011).

1.1.2.3. Classification en fonction de mode d'action

Il s’agit ici d’une classification étroitement liée au type de cible, le tableau I ci-dessous

reporte quelques exemples de pesticides liés a la cible.



Tableau I : Mode d'action des herbicides, fongicides et insecticides (Batsch Dorothée, 2011)

Mode d’action

Herbicides | De contact Agit sur les parties de la plante avec lesquelles il entre en contact

Systémique Absorbé par les stomates de la plante et se déplace a I'intérieur de celle-ci

Sélectif Ne contrble que certaines plantes parmi celles qui sont traitées

De prélevée | Agit sur la graine pour empécher sa germination

De post-levée | Agit sur la plante émergée

Non- sélectif | Contrdle toutes les plantes traitées

Résiduaire Se dégrade lentement et contréle les plantes pour une longue période

Non Est rapidement inactif apres son application et ne contrdle les plantes que
résiduaire sur une courte période

Fongicides | Préventif Protéege la plante en empéchant que la maladie se développe
Curatif Réprime une maladie qui est déja développée

Insecticides | De contact Agit lorsque l'insecte entre en contact avec le produit

D'inhalation | Agit lorsque l'insecte respire le produit

D'ingestion Agit lorsque I'insecte se nourrit du produit

Il est a noté que le mode d’action, la composition chimique ou encore la formulation,
visent a améliorer 1’efficacité du produit phytosanitaire dans les secteurs d’intérét, mais aussi

sur leur durée de vie dans la nature et enfin leur impact sur la santé (Guy Yves, 2007).

1.1.3. Devenir des pesticides dans D’environnement et leurs impacts Eco

toxicologiques

1.1.3.1. Contamination des sols

IIs existent deux voies principales d’entrée des pesticides dans le sol : la voie directe,
correspondant a la fraction de pesticide non interceptée par la couverture végétale lors de
I’épandage, et la voie indirecte, via les plantes (Kim et al., 2017). Une fois sur le sol, les
pesticides subissent différents processus influencant leur devenir en occurrence le transport
(adsorption, volatilisation, lixiviation et lessivage sur la surface du sol) et leur persistance
(transformations/dégradations biotique et abiotique) (Carles Louis, 2016).

En effet, une fois que les pesticides ont atteint le sol, ils commencent a disparaitre, et sont
généralement soumis a de nombreux processus qui vont conditionner leur devenir (Meryem et
Mehassoual, 2019). Cependant, il est important de noter que le devenir des pesticides dépend,
des propriétés physico-chimiques propres de chaque molécule, des propriétés du sol et des
conditions climatiques (Ueji et al., 2001). De méme, la persistance et la biodisponibilité des



pesticides peuvent étre influencées par des adjuvants (Aartsen et al., 2016). La présence
d’autres pesticides peut également influencer la mobilité d’un composé, en modifiant

notamment ses capacités d’adsorption aux particules du sol (Nabiha Aloui, 2020).
1.1.3.2. Contamination des eaux

Une des conséquences environnementales majeures de I’agriculture intensive actuelle est
la dégradation de la qualité des eaux. En effet, les résidus de pesticides sont présents sous forme
de mélanges dans Il'environnement (Narbonne Jean, 2002). Ils peuvent subir des effets
synergiques ou antagonistes additifs qui peuvent altérer I'équilibre des écosystemes (Yasser Ei-
Nghhal, 2015). L’infiltration des pesticides, peut contaminer les cours d’cau et toute source
d'eau douce ou potable, et aussi contaminer les personnes habitant dans les zones de dép6ts. En
outre, les mollusques, les algues, les insectes, les petits crustaces, les plantes aquatiques ou tout
organisme vivant dans une eau au voisinage des champs traités peuvent aussi &tre endommage.

Dans les eaux souterraines, 55% des points de mesure montrent la présence de pesticide
et 25% nécessitent un traitement spécifique d’¢élimination des pesticides afin d’étre utilisés pour
la production d’eau potable (Schrack et al., 2009). La contamination par les pesticides est le
plus souvent un phénomene irrégulier. Il est a noter que des pics de concentrations sont
fréguemment observés dans les quelques heures qui suivent les épisodes pluviaux (Schulz Ralf,
2001) et que la contamination des eaux de surface est d’autant plus élevée que la surface des
bassins versants est faible (Schulz Ralf, 2004).

I.1.4. Impact des pesticides sur la santé humaine

L’utilisation intensive des pesticides contribue a la morbidité et a la mortalité des
travailleurs agricoles et de leurs familles par le biais des maladies aigues ou chroniques liées a
ces derniers (Batsch Dorothée, 2011). Ainsi, selon I’agent et I’exposition, ces maladies peuvent
étre grave ou non. En effet, I’exposition aux pesticides affecte négativement le systéme
cardiovasculaire, le systeme nerveux, les organes de sens, le systeme respiratoire et la fonction
pulmonaire est réduite. Plusieurs maladies de la peau, notamment des dermatites ont été
rapportées (Scheen André, 2021). Certains pesticides peuvent étre cancérogenes, initiateurs de
tumeurs, tandis que d’autres peuvent étre mutagenes. De plus, beaucoup d’entre eux sont
apparus comme étant des immunosuppresseurs puissants (Gdoura Mériem, 2013).

L’impact des pesticides sur la santé est étroitement li¢ a la dose d’exposition de contact.
En effet, les pesticides sont des composés dont la toxicité est généralement exprimée en dose
letale 50 (DLso), qui represente le poids de substance nécessaire pour tuer 50% des animaux en
expérience. Des électroencéphalogrammes anormaux ont été observés dans certaines études sur
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des travailleurs agricoles exposeés aux insecticides organochlorés, organophosphores et aux

carbamates (Blanc-Lapierre, 2012).
|.2. Biodégradation des pesticides

La dégradation biotique des pesticides dans le sol et dans les eaux, est réalisée par la
microflore présente dans ces milieux et consiste en des transformations chimiques dues a leurs
systemes enzymatiques (Faugier Aurelie, 2010). Le principe de biodégradation s’explique par
la dégradation des composes a base de carbone par les micro-organismes. Ces micro-
organismes dégradant les pesticides sont en majorité des bactéries (Abdelli et al., 2016). Leur
activité dans le processus de dégradation dépend de leur patrimoine enzymatique qui détermine
la nature des réactions chimiques. Ces bactéries impliquées dans la biodégradation des
pesticides agissent suivant quatre mécanismes d’action :

- Le métabolisme direct qui fait des pesticides une source d’énergie utilisée pour la
croissance des micro-organismes ;

- Le métabolisme gratuit, il s’agit d’une transformation chimique des pesticides
mais ils ne sont pas une source d’énergie pour les microorganismes ;

- La conjugaison : réaction chimique, catalysée par des enzymes exocellulaires,
entre les pesticides et d’autres pesticides ou d’autres molécules présentes dans la
solution ;

- L’accumulation : les pesticides ou leurs métabolites sont stockés dans leur corps
microbien (Goudoum et Tinkeu, 2016).

Les trois premiers mécanismes aboutissent a des modifications de la composition et de la
structure chimique des pesticides. Ils sont directement liés a la dégradation des pesticides. En
effet, les microorganismes ont besoin d’éléments nutritifs (C, N, P....) d’eau et d’énergie pour

leur croissance et le maintien de leur activité (Gdoura Mériem, 2013).
1.3. Généralités sur les protéobacteries

1.3.1. Généralités sur Escherichia coli

1.3.1.1. Caractéristiques et taxonomie

Escherichia coli (E. coli) est un bacille Gram négatif aérobie, asporulé, mesurant 2 a 4
pm de long sur 0,4 & 0,6 um de large. C’est une bactérie fine et allongée aux extrémités
arrondies, mobile grdce a une ciliature péritriche. La bactérie possede a sa surface des
appendices filiformes trés courts, rigides et cassants propres aux bactéries Gram négatifs. Ces

pili ou fimbriae lui conferent des propriétés hémagglutinantes. Ce germe non exigeant, sur



gélose ordinaire donne des colonies lisses, brillantes et homogenes (Nawel et al., 2017). La
plupart des Escherichia coli se multiplient rapidement (18 a 24 h) sur les milieux habituels
(Endo). Les colonies ont en moyenne 2 mm de diamétre. Elles sont rondes, plates et & bords
réguliers (Pradel et al., 2002). E. coli est une bactérie mésophile, son optimum de croissance
est proche de la température des animaux homéothermes ou a sang chaud (35-43°C). Par
ailleurs, parmi les coliformes fécaux, cette espéce est la seule qui soit sans équivoque toujours
d’origine fécale et a ce titre, elle est de plus en plus considérée comme 1’organisme indicateur
spécifique d’une pollution fécale (Edberg et al., 2000). La plupart des souches d’Escherichia
coli (environ 70%), ont des flagelles, mais leur mobilité est nettement moindre que celle de
Salmonella (le Minor et Richard, 1993). Escherichia est ainsi classé par Garrity et al. (2005)

comme suit ;

Régne Bacteria

Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Escherichia
Espéce Escherichia coli

E. coli a une taille qui varie entre 0,5 et 3 um (0,5 um de diametre en moyenne),
comprend une grande variété de formes, est ubiquiste, et vit surtout dans 1’intestin de I’Homme

et des animaux. La figure 2 représente des cellules d’E. coli.

X 25000

Figure 2 : Cellules d’E. coli observées au microscope électronique a balayage (Jubelin,
2005).



1.3.1.2. Habitat et distribution dans ’environnement

Escherichia coli est une bactérie qui vit dans le tube digestif (partie distale de I’iléon et
du colon) de I’homme et de la plupart des animaux a sang chaud (OMS, 2018). Elle colonise le
tube digestif dés les premiéres heures de vie (Kouamé Réné, 2019). Elle constitue dés lors
I’espéce bactérienne dominante de la microflore anaérobie facultative de I’intestin (Grimont et
al., 2003). Ainsi, a partir des années 1950, de nombreuses souches d’E. coli appartenant a des
sérotypes particuliers ont été répertoriées, chez I’Homme comme chez 1I’animal, comme étant
des souches pathogenes responsables des affections variées allant d’une simple diarrhée a des
infections systémiques séveres voire mortelles (Kaper et al., 2004). Sa présence dans
I’environnement et dans I’eau est un indice de contamination fécale (Santé Canada, 2006). Cette

derniére amene a penser a la présence d’autres microorganismes pathogenes.
1.3.2. Généralités sur Salmonella typhi
1.3.2.1. Caractéristiques et taxonomie

Salmonella typhi est un serovars de la sous espéece salmonella enterica subsp enterique et
du genre Salmonelle. Il s’agit d”un bacille Gram négatif et mobiles pour la plupart. Ces bactéries
ont pour caracteres essentiels la non fermentation du lactose et I’absence de production
d’uréase. Le genre Salmonella appartient au regne des Bacteria (taille varie entre 0,7 et 1,5 um
de diametre, forme de batonnet), a I’embranchement des Proteobacteria (grande variété de
formes, bactéries pathogenes, fixation biologique de 1’azote, production de ’acide acétique,
aero-anaérobies facultative), a la classe des Gammaproteobacteria (bactérie ubiquiste), a 1’ordre
des Enterobacteriales (bactérie a Gram négatif), a la famille des Enterobacteriaceae (vit surtout
dans I’intestin) et au genre Salmonella (bacille droit, Gram négatif, mobile grace a une ciliature
péritriche, aéro-anaérobie facultative).

Regne Bacteria

Embranchement Proteobacteria

Classe Gamma Proteobacteria
Ordre Enterobacteriales
Famille Enterobacteriaceae
Genre Salmonella

Espéce Salmonella enterica

Sous-espéce Salmonella enterica subsp entérique
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On peut reconnaitre quatre étapes dans 1’évolution de la taxonomie de Salmonella :
I’évidence clinique, la spécificité des antigenes, les propriétés biochimiques et I’hybridation de
I’ADN (Bergeron Nadia, 2010). Aucune de ces propositions n’a fait ’'unanimité dans la
communauté scientifique. La distance génétique mesurée par 1’analyse des isoenzymes
(multilocus enzyme electrophoresis) et I’hybridation ADN/ADN ont permis de reconnaitre
deux espéces dans le genre Salmonella (Reeves et al.,1989). La premiére est Salmonella
enterica qui se divise en six sous-especes : S. enterica subsp. enterica (sous-espece ), S.
enterica subsp. salamae (sous-espece Il), S. enterica subsp. arizonae (sous-espece Illa), S.
enterica subsp. diarizonae (sous-espéce IlIb), S. enterica subsp. houtenae (sous-espece V) et
S. enterica subsp. indica (sous-espece V). La deuxiéme espéce est Salmonella bongori
(anciennement sous-espéce V) (Reeves et al. ;1989). Le principal mode de contamination chez
I’Homme est I’ingestion a partir de I’eau ou des aliments contaminés. La figure 3 présente des

cellules de Salmonella typhi.

Figure 3 : Cellules de S. typhi observées au microscope électronique a balayage (Jubelin,
2005)

Salmonella enterica serovar typhi (S. typhi) est la cause de la fiévre typhoide, une
maladie systémique affectant environ 20 millions de personnes par an dans le monde (Diaz-
Guevara et al.,, 2020). Elles traversent la paroi intestinale et gagnent les ganglions
mésentériques satellites de ’'Homme ou elles vont se multiplier. La dose infectante serait de
l'ordre de 10° bactéries. Bien qu'il s'agisse d'une maladie courante, on en sait encore trés peu
sur les mécanismes moléculaires sous-jacents a la fiévre typhoide et a la pathogenése de S.
typhi. De plus Contrairement aux autres salmonelles, S. typhi ne peut infecter que les humains
(Spano Stéphania, 2016).
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1.3.2.2. Habitat et distribution dans I’environnement

Les Salmonella sont des parasites de I’Homme, des mammiféres (rongeurs), des oiseaux
(volailles) et des animaux a sang froid (Poikilothermes ou pcecilothermes). Elles peuvent
survivre plusieurs semaines en milieu sec et plusieurs mois dans les milieux aquatiques. Elles
se retrouvent dans les aliments crus, ou insuffisamment cuits : la volaille, la viande, les fruits
de mer et les ceufs (Harich Medhi, 2017). Les salmonelles sont non sporulantes, non
encapsulées et poussent facilement sur des milieux usuels et en anaérobiose. Les colonies ont
géneralement 7 mm un diametre de 2 a 4 mm et Salmonella a une croissance optimale a 37°C :
c’est un pathogene intracellulaire facultatif qui infecte 1’hdte par voie orale (Bergeron Nadia,
2010). L’habitat des salmonelles est le tractus intestinal humain et de la plupart des especes
animales. Salmonella a souvent ét¢ nommée pathogéne universel. Les signes cliniques d’une
infection par des salmonelles peuvent varier d’une entérite a une infection septicémique
pouvant étre fatale. Salmonella est aussi incriminée dans des cas de toxi-infections alimentaires

chez I’humain
1.3.3. Généralités sur Vibrio cholerae
1.3.3.1. Caractéristiques et taxonomie

Ce bacille fat initialement observé par Pacini en 1854 puis isolé en 1883 par Robert Koch
en Inde (Benhalima Lamia, 2018). Vibrio cholerae est un bacille Gram négatif en forme de
batonnet incurvé vivant dans I'eau et ayant une grande capacité de survie environnementale.
Elle tolére tres bien la salinité mais ne se retrouve pas vraiment en mer mais plutdt dans les

estuaires, les riviéres et les nappes phréatiques et toutes les sources d'eau contaminées par des

déjections humaines. La figure 4 représente des cellules de Vibrio cholerae.

Figure 4 : Image de la bactérie Vibrio cholerae au microscope optique (Kirn et al., 2000)

Le choléra est une maladie diarrhéique épidémique, strictement humaine, due a des

bactéries appartenant aux sérogroupes Ol et O139 de I’espéce Vibrio cholerae (Isabelle
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Burgun, 2012). L'émergence du choléra a été un probleme de santé publique important dans le
monde et la bataille pour contréler complétement cette maladie mortelle se poursuit. La
prévalence des micro-organismes Vibrio cholerae dans I'environnement a été considérée
comme le facteur le plus important a cet égard (Soomro et Junejo, 2004). Vibrio cholerae peut

ainsi décrit comme suit :

Bacteria

Regne
Embranchement Proteobacterie

Classe Gammaproteobacteria

Ordre Vibrionales
Famille Vibrionaceae
Genre Vibrio

Espéce Vibrio cholerae

1.3.3.2. Habitat et distribution dans I’environnement

V. cholerae est une bactérie saprophyte retrouvée dans I’environnement, particulieérement
dans les eaux saumatres des estuaires, les lits des fleuves et au contact du zooplancton, des
algues marines et des plantes aquatiques dans la plupart des zones cotiéres des régions
tempérées ou tropicales du monde (Beaupoil et al., 2010). Le vibrion cholérique est une bactérie
trés mobile, aux exigences nutritionnelles modestes dont I’Homme essentiellement et, dans
certains cas, I'environnement est le réservoir. La maladie résulte de 1’absorption par la bouche
d’eau ou d’aliments contaminés. Une fois dans 1’intestin, les vibrions sécrétent notamment la
toxine cholérique, principale responsable de I’importante déshydratation qui caractérise
I’infection : les pertes d’eau et d’électrolytes peuvent atteindre 15 litres par jour (Batumbo
Boloweti, 2021). L’Homme joue a la fois le réle de milieu de culture et de moyen de transport
pour le vibrion cholérique (Benhalima Lamia, 2018). Le choléra sévit dans le monde avec des
vagues de maladie endémique, en Afrique subsaharienne ou en Asie, ou sous forme de vastes
épidémies, comme celle qui a atteint Haiti fin octobre 2010 ou le Yémen en 2017 (Balmond

Louis, 2018), illustrant la menace bien actuelle que constitue ce fléau pour la santé publique.
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CHAPITRE I1 : MATERIEL
ET METHODES



11.1. Matériel

11.1.1. Description du site d’étude

L’étude a été réalisée en microcosme aquatique au Laboratoire d’Hydrobiologie et
Environnement de la Faculté des Sciences de 1’Université de Yaoundé 1. Elle a eu lieu a la

période allant de décembre 2020 & mai 2021.

11.1.2. Choix du matériel
11.1.2.1. Choix des espéces bactériennes

L’étude a porté sur trois espéces bactériennes notamment Escherichia coli, Salmonella
typhi et Vibrio cholerae appartenant respectivement aux genres Escherichia, Salmonella et
Vibrio. Celles-ci ont été choisies en raison de leur importance en hygiéne et en santé publigue,
ainsi que pour leur capacité a indiquer la qualité microbiologique des eaux destinées a la

consommation (Baggesen et al., 2000 ; Edberg et al., 2000).

11.1.2.2. Choix du pesticide

Le pesticide SAVAHALER est le pesticide retenu pour cette étude. Il s’agit d’un
insecticide a large spectre dirigé contre divers insectes pour protéger une grande variété de
cultures comme celle des fruits, des Iégumes, des plantes ornementales et autres. Ce dernier a
été choisi en raison de son usage courant en agriculture. Il fait partie des produits phytosanitaires
homologués au Cameroun le 18 Avril 2019. La figure 5 représente une photographie du
pesticide SAVAHALER.

(A)

Figure 5 : Photographie du sachet de pesticide (A : face avant B : face arriére)
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Le principe actif de ce pesticide est le méthomyl, qui est présenté comme un produit tres
dangereux selon la classification de ’OMS (2019) des pesticides en fonction des dangers qu’ils
représentent. Il s’agit d’un carbamate d’oxime a large spectre couramment utilisé pour lutter
contre les arthropodes, les nématodes et les mouches (Hadjar et Ouahab, 2015). Le méthomyl
agit par inhibition de 1’enzyme acétylcholinestérase, tuant ainsi les insectes ciblés par contact
direct et indirect (George et Shukla, 2011). La figure 6 représente la structure chimique du
méthomyl.

O
\H o \( Cha
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Figure 6 : Structure chimique du méthomyl

11.2. Méthodes

11.2.1. Isolement et identification des microorganismes

Les especes bactériennes ont été isolées par les techniques standards dans les eaux de
surface (cours d’eau Olézoa) de la ville de Yaoundé, en utilisant les milieux de cultures
spécifiques pour chacune d’elles. L’échantillon d’eau a été prélevé dans des flacons en verre
stériles et transporté au laboratoire dans une enceinte réfrigérée. Au laboratoire, 100 pL de
I’échantillon prélevé ont été ensemencés sur les géloses spécifiques. 11 s’agit notamment de la
gélose Endo, la gélose WB (Wilson-blair) et la gélose TCBS (Thiosulfate-Citrate-sels Biliaires-
Saccharose), respectivement pour Escherichia coli, Salmonella typhi et Vibrio cholerae. Aprés
subculture sur gélose ordinaire coulée en pente dans les tubes a essais, I’examen a 1’état frais,
suivi de ’examen au frottis coloré par la méthode de Gram ont ¢été effectué sur les cellules
bactériennes isolées. Les tests d’identification ont ensuite été effectues sur tous les germes par
les méthodes biochimiques standards (Holt et al., 2000). Ces tests consistent en la révélation de

certains caracteres significatifs et stables du métabolisme des espéces bactériennes utilisées.
11.2.2. Préparation des suspensions bactériennes

Pour chaque souche bactérienne, une préculture a été préparée par ensemencement

bactérien sur la gélose ordinaire (PCA) coulée en pente dans les tubes a essai, suivie d’une
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incubation a 1’étuve pendant 24 heures a 37°C. Les colonies pures ainsi formées ont été
prélevées a I’aide d’une anse de platine stérile et introduites dans de I’eau physiologique (NaCl
0,85 %) stérile. La suspension bactérienne homogene obtenue apres agitation au vortex a été
préparée a une densité optique (DO) de 600 nm comprise entre 0,08 et 0,1 (correspondant au
Mac Farland). Une DO de (0,08 — 0,1) correspond & 108 UFC/mL (Haddouchi et al., 2009).

Cette suspension bactérienne a été diluée a 10
11.2.3. Préparation des solutions de pesticide

11.2.3.1. Précaution d’emploi

SAVAHALER est un insecticide systémique a effet de choc pour la protection des
cultures maraichéres contre les attaques de noctuelles défoliatrices, insectes broyeurs et
piqueurs suceurs (ceufs et larves).

Ce pesticide est conditionné en sachets-dose hydrosolubles de 60g. Le sachet-dose doit
directement étre déposé dans le réservoir du pulvérisateur préalablement rempli d’eau a moitié ;
bien agiter et poursuivre le remplissage du réservoir en continuant 1’agitation. Les régles de

sécurité suivantes devront étre observées :

- Ne pas manger, boire ou fumer dans toute zone susceptible d’étre contaminée par le
produit ;

- Ne pas respirer les vapeurs du produit ;

- Eviter le contact avec les yeux et la peau ;

- Ne pas appliquer sur de I’aluminium, ni des surfaces cirees, laquées ou peintes ;

- Porter des gants et des masques ;

- Tenir hors de la portée des enfants ;

- Conserver le produit dans son emballage d’origine ;
11.2.3.2. Détermination des masses du pesticide

Il est question de déterminer les différentes masses du pesticide a utiliser lors de cette
étude ceci en rapport avec la masse prescrite par le fabricant. De ce fait, 5 masses différentes

ont été prises en compte pour cette étude.

- Lamasse mz représente la quantité de pesticide de base utilisée par les agriculteurs.
Sipour60g ——» 16 L soit 16000 mL

X ——— = 1000 mL
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_ 60Xx1000
16000

=3,75¢ de ce faitms= 3,759

La masse my qui représente le quart de la masse mere ms,

m=22=094g mi= 0,94 g

La masse m qui représente la moitié de la masse mére ms

mp=>2=187¢g m.=1,87 g

La masse m4 qui représente le double de la masse méere ms

ms=3,75%x2=75¢g ms=7,59

La masse ms qui représente le quadruple de la masse mére ms
ms=3,75x4=15¢ ms=15¢g

11.2.3.3 Préparation des différentes solutions de pesticide
Cing masses m1, mz, ms, ms et ms ont été pesées a I’aide d’une balance électrique. Puis
ces masses ont été introduites dans 5 flacons stériles contenant 1000 mL d’eau distillée stérile

chacun. Ces flacons ont été agites afin que le pesticide puisse totalement se dissoudre dans 1’eau

. La figure 7 représente la photographie des solutions de pesticide a différentes concentrations.

Figure 7 : Photographie des différentes solutions de pesticides. (Ndambeth, 2021)

Le contenu de chacun de ces flacons a été réparti apreés filtration (en condition de stérilité

absolue) dans 78 autres flacons de 350 mL soit 10 mL par flacon. C’est dans ces derniers que
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I’on a introduit 1 mL de suspension bactérienne. La figure 8 présente une photographie des

différentes solutions de pesticide réparties dans les flacons d’inoculation.

Figure 8 : Photographie des solutions de pesticide réparties dans les flacons d’inoculation
(Ndambeth, 2021)

11.2.4. Inoculation des suspensions bactériennes

Pour chaque espéce bactérienne, les microcosmes aquatiques ont été représentés par 78
flacons de 350 mL répartis en trois lots A, B, et C. Les lots A et B étant constitués de 24 flacons
et le lot C constitué de 30 flacons car ce dernier regroupe les flacons du temps initial. Un volume
de 10 mL d’eau physiologique (NaCl 0,85%) stérile a été introduit dans 13 flacons qui ont servi
de témoin et 10 mL de la solution pesticide ont été introduits dans les 65 autres flacons. Les
densités cellulaires des microorganismes dans chaque solution mére ont été diluées a 10, Puis,
I’une des trois suspensions bactériennes a été introduite a I’aide des pipettes stériles dans chacun
des flacons des lots A, B, et C, respectivement (1 mL par flacon). Ce processus a été identique
pour les 2 autres suspensions.

Les flacons des lots A et B ont été incubés a 44°C et a 7°C tandis que le lot C a été incubé
a température ambiante (23 £ 2°C).

Les analyses bactériologiques ont été effectuées au temps initial to uniqguement pour le lot
C et apres 3h, 6h, 9h et 24h de contact pour les lots A, B et C. Ces expériences ont été effectuées
en 6 campagnes et ce pour chaque espéce dans des conditions de stérilité absolue procurées par
la flamme bleue du bec-Bunsen.

NB : 78 flacons correspondent a une campagne pour une espéce bactérienne ; par
conséquent pour une campagne générale 234 flacons ont été utilisés.
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11.2.5. Analyses bactériologiques

Les analyses bactériologiques ont porté sur I’aspect quantitatif et ont été effectuées sur
des milieux gélosés sélectifs. Les milieux de culture utilisés ont été les géloses Endo, Wilson-
blair et TCBS respectivement pour E. coli, S. typhi et V. cholerae. Les températures
d’incubation ont été de 37°C pour V. cholerae et S. typhi et 44°C pour E. coli pendant 24 a 48
h. Les résultats obtenus ont été exprimés en Unités Formant Colonies par unités par mL
(UFC/mL), puis rapportés en UFC/100 mL.

11.2.6. Analyse des données

- Les variations des abondances bactériennes en fonction des concentrations du pesticide,
de la température et la durée d’incubation ont été illustrées par des histogrammes a I’aide
du programme Microsoft Excel 2016.

- Les pourcentages d’inhibition ont été réalisés I’aide de la formule proposée par Garcia-
Ripoll et al.(2009).

- A l’aide du logiciel SPSS version 25.0, les degrés de liaison et les comparaisons entre
les paramétres analysés ont été évalués a 1’aide du test de corrélation « r » de Spearman
et du test « H » de Kruskal-Wallis respectivement, a chaque condition d’expérience.

Ceci dans I’optique d’établir des relations entre les variables analysées.
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CHAPITRE III : RESULTATS ET
DISCUSSION



111.1. Résultats
111.1.1. Vérification de matériels et methodes
111.1.1.1. Examen macroscopique des colonies bactériennes

Les bactéries E. coli, V. cholerae et S. typhi ont été isolées respectivement sur les
milieux de culture Endo, TCBS (Thiosulfate-Citrate-sels Biliaires-Saccharose), et WB
(Wilson-blair).

Les colonies d’E. coli observées sur la gélose Endo sont de taille variable (diametre
compris entre 1,2 et 1,8 um), a contours réguliers et de couleur rouge a reflet métallique doré
(Figure 9A).

Sur la gélose Wilson blair, les colonies de S. typhi sont de taille moyenne (diametre
compris entre 0,7 et 1,5 um), a contours irréguliers et a centre noir (Figure 9B).

Les colonies de V. cholerae observées sur gélose TCBS sont de 3 um par 0,5a 0,8 um
(Figure 9C).

La figure 9 ci-dessous présente les différentes colonies et les caracteres culturaux des

colonies bactériennes sur les différents milieux de culture.

Figure 9 : Photographie des colonies bactériennes sur milieu de culture (A: E. coli,
B : S. typhi et C: V. cholerae). (Ndambeth,2021).

111.1.1.2. Examen microscopique

L’examen microscopique des cellules a 1’état frais et du frottis coloré a permis de
déterminer la mobilité ou I’immobilité, la forme et la flagellation ainsi que I’appartenance

Gram des bactéries isolées. Il en ressort que :

- E. coli est un bacille Gram négatif, mobile grace a une ciliature péritriche.
- S. typhi est une bactérie Gram négatif en forme de batonnet, mobile grace a une

ciliature péritriche.

20



- V. cholerae est un bacille Gram négatif en forme de batonnet incurvé et oxydase-

positif. Il est doté d'une grande motilité et d'un seul flagelle polaire
111.1.1.3. Tests biochimiques effectues sur les différentes souches

Les colonies d’E. coli, S. typhi et V. cholerae ont fait I’objet des réactions enzymatiques
et biochimiques. Les réactions consistent a rechercher soit une enzyme, soit un produit rejeté
apres dégradation d’un substrat donné dans les conditions expérimentales.

La prise en compte de tous les résultats des tests d’identification conduit a affirmer que
les espéces bactériennes analysées sont bel et bien celles recherchées. Le Tableau Il ci-dessous

présente les résultats des différents tests d’identification biochimiques réalisés.

Tableau 11 : Résultats des tests biochimiques

Espeéces bactériennes
Tests d’identification effectués E. coli S.typhi V.cholerae
Coloration de Gram - - -
Mobilité + + ¥
Mannitol + + +
Fermentation du glucose + - -
Fermentation du lactose + - -
Citrate de Simmons - - +
Uréase - - -
H2S - + -
Indole + - +
+ : réponse positive au test ; - . réponse négative au test

111.1.2. Effet du pesticide sur les densités bactériennes

Les figures 10,11, et 12 illustrent en fonction du temps, de la température d’incubation
et pour chaque concentration de pesticides les variations des densités bactériennes. Ces
graphes montrent une diminution considérable des densités d’E. coli, de S. typhi et de V.
cholerae apres 3h de contact et ceci quelle que soit la température d’incubation et la
concentration du pesticide.
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Densité de E. coli
(Log UFC/100 mL)
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111.1.2.1. Effet du pesticide SAVAHALER sur la variation temporelle des densités

cellulaires d’E. coli

En présence des différentes concentrations de pesticides, les densités cellulaires d’E.
coli cultivables ont oscillé entre 8,287 et 5,23 unités (log UFC/100 mL) a la température 7°C,
entre 8,285 et 5,549 unités (log UFC/ 100 mL) a la température ambiante (23°C) et entre 8,287
et 5,028 pour 44°C. Les concentrations cellulaires les plus élevées ont été observées chez les
témoins au temps to correspondant au temps initial ; cependant, la plus petite concentration a
été observee au temps t1 (apres 3h) a 44°C, a la concentration 0,94 g/L. On constate donc
qu’apres 3h les concentrations ont tendance a diminuer avant d’augmenter a t2 (aprés 6h de
contact) et de décroitre & nouveau a ts4 (24h) pour les températures 7°C et 44°C. La figure 10
présente les variations des densités bactériennes d’E. coli aprés 3h, 6h, 9h et 24h de contact

avec le pesticide SAVAHALER aux températures 7°C, 44°C et a température ambiante
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Figure 10 : Variation des densités d’E. coli en fonction du temps et de la température
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Densite de S. typhi
(UFC/100 mL)

111.1.2.2. Effet du pesticide SAVAHALER sur la variation temporelle des densités
cellulaires de S. typhi

En présence des différentes concentrations de pesticides, les densités cellulaires de S.
typhi cultivables ont oscillé entre 8,301 et 4,560 unités (log UFC/100 mL) a la température
7°C, entre 8,301 et 4,959 unités (log UFC/100 mL) a la température ambiante et entre 8,301
et 2,151 unités (log UFC/100 mL) pour 44° C. Les densités cellulaires les plus élevées ont été
observées dans les témoins au temps to correspondant au temps initial ; cependant la plus petite
densité cellulaire a été observée au temps t4 (aprés 24h de contact), a 44°C a la concentration
15 g/L. On constate donc qu’a partir de 3h de contact les densités sont sensiblement stables a
7°C et a température ambiante ; tandis qu’a 44°C, les densités cellulaires décroissent
considérablement apres 24h de contact. La figure 11 présente les variations des densités
bactériennes de S. typhi aprés 3h, 6h, 9h et 24h de contact avec le pesticide SAVAHALER

aux températures 7°C, 44°C et a température ambiante.
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Figure 11 : Variation des densités de S. typhi en fonction du temps et de la température
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111.1.2.3. Effet du pesticide SAVAHALER sur la variation temporelle des densités

cellulaires de V. cholerae

En présence des différentes concentrations de pesticides, les densités cellulaires de V.
Cholerae cultivables ont oscillé entre 8,300 et 2,074 unites (log UFC/100 mL) a la température
7°C, entre 8,300 et 2,221 unités (log UFC/100 mL) a la température ambiante et entre 8,300
et 2,221 pour 44°C (figure 11). Les concentrations cellulaires les plus élevées ont été
observées chez les témoins au temps to correspondant au temps initial ; cependant les plus
petites concentrations ont été observées a 7°C et a 44°C. On constate donc qu’aprés 3h de
contact les densités cellulaires diminuent a 7°C et a température ambiante pour croitre par la
suite entre 6 et 9 heures de contact. A 44°C, les densités cellulaires décroissent au fur et a
mesure que le temps de contact augmente. La figure 12 présente les variations des densités
bactériennes de V. cholerae aprés 3h, 6h, 9h et 24h de contact avec le pesticide SAVAHALER

aux températures 7°C, 44°C et a température ambiante.

Densité de V. cholerae
(log UFC/100 mL)

7°C T amb
@Oh m3h m6h @9 m24h mOh @3h ©6h m9h m24h
10 .10
T ~
- B L_l u
° : ge °
6 1A o 58 61
1 H < - £l
4{H0lE  H  H _ 20 4 4 o
b i H i | H] T = 1H- . IR T I
0 “1 :HE iEE : ﬁ IHE 28 o i ]H H R R
T 1 D T T 1

temoin 0,94 ¢g/11,87 g/13,75 ¢/l 7,59/l 1549/l
Concentration du pesticide(g/L) et temps de
contact(h)

temoin 0,94 ¢/11,87 g/13,75 g/l 7,5¢g/1 15 g/l

Concentration du pesticide(g/L) et temps de
contact(h)

44°C
@0h @3h B6h Loh 024h

[EY
o
)

o N B~ OO 0
1

i 1EEH, I

temoin 0,94 ¢/1 1,87 g/13,75 g/l 7,5¢g/l 15 g/l

Concentration du pesticide(g/L) et temps de
contact(h)

Figure 12 : Variation des densités de V. cholerae en fonction du temps et de la
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111.1.3. Pourcentages d’inhibition (PI) des cellules bactériennes

Le calcul des pourcentages d’inhibition a été effectué¢ a 1’aide de la formule proposée

par Garcia-Ripoll et al., 2009.
111.1.3.1. Pourcentages d’inhibition (PI) des cellules bactériennes a 7°C

Le pourcentage d’inhibition le plus élevé est de 75%, il a été obtenu aprés 6h de contact
de la bactérie V. cholerae avec une solution de pesticide de concentration 1,87g/L & 7°C. Par
contre le pourcentage le plus faible obtenu chez E. coli aprés 6h d’incubation avec la solution
témoin est de 16,36%. La figure 13 représente la variation des pourcentages d’inhibition des

cellules bactériennes a 7°C.

- temoin ::0,94g/L = 1,87g/L == 3,75g/L #=7,59/L = 15g/L

80,00

60,00

40,00

20,00 /

Pourcentages d'inhibition

0,00
3h 6h  9h 24h

S. typhi

3h 6h 9h 24h
E. coli

3h 6h 9h 24h
V. cholerae

Temps de contact des cellules bactériennes avec le pesticide

Figure 13 : Variation des pourcentages d’inhibition des cellules bactériennes a 7°C.

111.1.3.2. Pourcentages d’inhibition (PI) des cellules bactériennes a température

ambiante

Le pourcentage d’inhibition le plus élevé est de 73,22%, il a été obtenu apres 6h de
contact de la bactérie V. cholerae avec une solution de pesticide de concentration 1,87g/L a
température ambiante. Par contre le pourcentage le plus faible obtenu chez E. coli aprés 9h
d’incubation avec la solution de pesticide de concentration 3,75 g/L est de 13,97%. La figure
14 représente la variation des pourcentages d’inhibition des cellules bactériennes a

température ambiante.
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Figure 14 : Variation des pourcentages d’inhibition des cellules bactériennes a

température ambiante.

I11.1.3.3. Pourcentages d’inhibition (PI) des cellules bactériennes a 44°C

Le pourcentage d’inhibition le plus élevé est de 73,87%, il a été obtenu apres 24h de
contact de la bactérie S. typhi avec une solution de pesticide de concentration 15g/L. Par contre
le pourcentage le plus faible obtenu chez E. coli aprés 6h d’incubation avec la solution de
pesticide de concentration 0,94 g/L est de 19,33%. La figure 15 représente la variation des

pourcentages d’inhibition des cellules bactériennes a 44°C.
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Figure 15 : Variation des pourcentages d’inhibition des cellules bactériennes a 44°C

111.1.4. Vitesses de régression des densités cellulaires en contact avec le pesticide et

les Coefficients de détermination (R2)

Les vitesses de régression des densités bactériennes ont varié en fonction de la
température d’incubation, de la concentration du pesticide et de I’espece bactérienne. La plus
grande vitesse de régression (-0,2526 UFC/100 mL/h) a été obtenu chez V. cholerae et la plus
petite vitesse de régression (-1,442 UFC/100 mL/h) a été notée chez S. typhi. Les résultats

obtenus sont consignés dans le Tableau Il ci-aprés.
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Tableau I11 : Vitesses de régression des densités bactériennes sous 1’action du pesticide

Especes Température | Vitesses de régression (UFC/100 mL/h) et Coefficients de
détermination (R?)

Tem C1 C2 C3 C4 C5

S. typhi 7°C -0,7362 | -0,5978 | -0,6611 | -0,5772 -0,5895 | -0,5862
0,5752 | 0,4097 | 0,6015 | 0,571 0,4583 | 0,5147
Température | -0,5038 | -0,5148 | -0,4242 | -0,6409 -0,5988 | -0,517

ambiante 0,5818 | 0,4942 | 0,3517 | 0,6161 0,5964 | 0,5292
44°C -0,5384 | -0,9254 | -0,8638 | -1,2412 -1,283 | -1,442
0,4121 | 0,7753 | 0,6565 | 0,9083 0,8777 | 0,966
E. coli 7°C -0,6201 | -0,4663 | -0,3815 | -0,35533 | -0,4456 | -0,4945

0,7024 | 0,3647 | 0,3124 | 0,3107 0,534 0,5788
Température | -0,4774 | -0,4289 | -0,5687 | -0,4627 -0,5873 | -0,5361

ambiante 0,569 0,5826 | 0,8594 | 0,4942 0,8641 | 0,8056
44°C -0,6525 | -0,522 | -0,5718 | -0,6321 -0,7716 | -0,8603
0,5297 |0,3919 | 0,6789 | 0,5447 0,6929 | 0,711
V.cholerae | 7°C -0,4126 | -1,0211 | -0,8741 | -0,7349 -0,6954 | -0,777

0,5174 | 0,3965 | 0,298 0,2242 0,2093 | 0,2469
Température | -0,2526 | -0,5526 | -0,6163 | -0,5118 -0,4249 | -0,5521
ambiante 0,0728 | 0,1378 | 0,191 0,1658 0,1283 | 0,2627
44°C -0,5912 | -0,7106 | -0,7533 | -0,9303 -1,097 | -1,2559
0,4671 |0,4372 | 0,4713 | 0,5826 0,6902 | 0,6622

111.1.4.1. Vitesses de régression de S. typhi

Il ressort que, les densités de S. typhi ont varié avec une vitesse de régression comprise
entre -1,442 et -0,4242 UFC/100 mL/h. La plus grande vitesse de régression (-0,4242
UFC/100 mL/h) a été observée a température ambiante dans la solution de concentration
1,87g/L. La plus petite vitesse de régression (-1,442 UFC/100 mL/h) a été observée a 44°C

dans les solutions contenant de concentration 15g/L (Tableau Il1).
111.1.4.2. Vitesses de régression d’E. coli

Dans I’ensemble, les densités d’E. coli ont varié avec une vitesse comprise entre -0,8603
et -0,35533 UFC/100 mL/h. La plus grande vitesse de régression (-0,35533 UFC/100 mL/h)

a été observée a 7°C dans les solutions contenant le pesticide de concentration C3 (3,75¢/L).
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La plus petite vitesse de régression (-0,8603 UFC/100 mL/h) a été observée a 44°C dans les

solutions pesticides de concentration 15 g/L (Tableau I11).
111.1.4.3. Vitesses de régression de V. cholerae

Il ressort que, les densités de V. cholerae ont varié avec une vitesse comprise entre -
1,2559 et -0,2526 UFC/100 mL/h. La plus grande vitesse de régression (-0,2526 UFC/100
mL/h) a été observée a température ambiante dans les solutions témoins. La plus petite vitesse
de régression (-1,2559 UFC/100 mL/h) a été observée a 44°C dans les solutions de pesticide
de concentration 15 g/L (Tableau I1I).

I11.1.5. Corrélations entre les parametres évalues

Le test de corrélation « r » de Spearman a été utilisé pour évaluer le degré de liaison
entre les densités bactériennes obtenues en présence du pesticide a diverses concentrations et

a divers temps d’incubation.

111.1.5.1. Corrélations entre les densités cellulaires et les différentes durées de

contact

Le tableau IV ci-dessous montre qu’il existe une corrélation trés significative et négative
entre les densités bactériennes moyennes et les durées d’incubation (p<0,01). Une
augmentation de la durée de contact entre solution pesticide - solution bactérienne entrainerait

une diminution des densités bactériennes.

Tableau 1V : Coefficient de corrélation « r» de Spearman entre les densités

bactériennes et les durées d’incubation

V. cholerae S. typhi E. coli
Durées d’incubation -0,360** -0,709** -0,636**
**= Corrélation significative a p<0,01 ddl =90

111.1.5.2. Corrélations entre les densités cellulaires et les différentes températures

d’incubation

Les coefficients de corrélation « r » de Spearman ont été calculés et sont présentés dans
le tableau V. Il en ressort que, les densités cellulaires de E. coli et S. typhi diminuent

significativement lorsque la température d’incubation augmente (p < 0,05 et p <0,01).
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Tableau V : Coefficient de corrélation « r » de Spearman entre les densités bactériennes
et les différentes températures d’incubation

S. typhi E. coli

Températures de Contact -0,238* -0,282**

**=Corrélation significative a p<0,01 *=Corrélation significative a P<0,05 ddl =90

111.1.5.3. Corrélation entre les densités cellulaires et les différentes concentrations

de pesticide

Le Tableau VI ci-dessous montre qu’il existe une corrélation trés significative et
négative entre les densités bactériennes moyennes de V. cholerae et les concentrations du
pesticide (p<0,05). Une augmentation de la concentration du pesticide entrainerait une

diminution des densités de V. cholerae.

Tableau VI : Coefficient de corrélation « r» de Spearman entre les densités
bactériennes et les différentes concentrations de pesticide

V. cholerae

Concentrations de pesticide -0,255*

**=Corrélation significative a p<0,01 *=Corrélation significative a p<0,05 ddl =90

111.1.6. Comparaisons entre les variables analysées

111.1.6.1. Comparaisons entre les densités des cellules bactériennes évaluées aux
différentes durées de contact

Le test de comparaison « H » de Kruskal-Wallis révéle une différence trés significative
entre les densités moyennes de V. cholerae, de S. typhi et d’E. coli évaluées en fonction de la
durée de contact. Ainsi, le nombre de bactéries obtenues en présence du pesticide différe en
fonction de la durée d’incubation. Ce nombre diminuerait au fur et a mesure que la durée

d’incubation augmente. Le Tableau VI ci-dessous présente les résultats obtenus.

Tableau VII : Comparaison entre les densités des cellules bactériennes évaluées en

fonction de la durée de contact.

V. cholerae S. typhi E. coli
Durée de contact p=0,0001 p=0,00002 p=0,00001
Différence significative a p< 0,05 ddl =90
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111.1.6.2. Comparaison entre les densités cellulaires évaluées aux différentes

températures d’incubation

Le test de comparaison «H» de Kruskal Wallis n’a révélé aucune différence
significative entre les densités moyennes des cellules de V. cholerae incubées aux différentes
températures d’incubation ; ainsi la température de contact n’influencerait pas sur les
abondances de V. cholerae en présence du pesticide. Les abondances d’E. coli et de S. typhi
obtenues aux différentes températures d’incubation sont différentes car le test de Kruskal
Wallis a réveélé une difference significative entre ces abondances cellulaires aux différentes
températures. Donc la température de contact influencerait sur les distributions d’E. coli et de

S. typhi. Le Tableau VIII ci-dessous présente les résultats obtenus.

Tableau VIII : Comparaison entre les densités des cellules bactériennes évaluées en

fonction de la température de contact.

S. typhi E. coli
Température de contact p=0,007 p=0,005
Différence significative a p< 0,05 ddl =90

111.1.6.3. Comparaison entre les densités cellulaires évaluées aux différentes

concentrations de pesticide

Le test de comparaison « H » de Kruskal Wallis a révélé une différence significative
entre les densités moyennes des cellules de V. cholerae évaluées dans les solutions dépourvues
de pesticide et celles contenant le pesticide. Ainsi le pesticide influencerait sur les abondances
de V. cholerae. Les abondances d’E. coli et de S. typhi obtenues aux différentes concentrations
de pesticide sont identiques car le test de Kruskal Wallis n’a révélé aucune différence
significative entre ces abondances cellulaires obtenues en présence et en absence de pesticide.
Donc la présence et la variation de la concentration de pesticide influencerait sur les

distributions de V. cholerae. Le Tableau IX ci-dessous présente les résultats obtenus

Tableau IX : Comparaison entre les densités des cellules bactériennes évaluées aux

différentes concentrations de pesticide.

V.cholerae
Température de contact p=0,0025
Différence significative a p< 0,05 ddl =90
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I111.2. Discussion

Au cours de 1’étude, une variation temporelle des densités cellulaires a été observée.
Cette variation est dépendante non seulement de la concentration du pesticide, mais aussi de
la température d’incubation, du temps de contact ainsi que de la bactérie considérée. L’analyse
quantitative des densités bactériennes dans les solutions témoins, aprés chaque période
d’incubation et celle des densités des cellules bactériennes aprés contact avec les solutions de
pesticide ont permis de montrer que, la variation des densités cellulaires pourrait étre liée a
I’action du pesticide SAVAHALER sur la cultivabilité des bactéries E. coli, S. typhi et V.
cholerae. Ainsi, selon Pesce Stephane (2006) la contamination réguliere de la riviéere par les
pesticides engendre des perturbations au niveau des communautés microbiennes.

Aprés 3h de contact, les densités cellulaires d’E. coli et de S. typhi ont diminué
Iégerement et graduellement jusqu’a une valeur sensiblement stable aux tempeératures 7°C et
ambiante (environ 23°C). A 44°C par contre cette diminution effective est véritablement
perceptible pour ces deux bactéries. Les densités bactériennes de V. cholerae diminuent
considérablement a 7°C et a température ambiante quittant de 8 UFC/100 mL a 2 UFC /100mL
pour la solution de pesticide diluée a 7,5 g/L aprés 3h de contact. A partir de 6h de contact le
taux des cellules bactériennes de V. cholerae augmente et atteint une valeur de 4UFC/100 mL.
Ainsi, cette variation bactérienne pourrait également se traduire par un temps d’acclimatation
au milieu (Kempf et Zeitouni, 2012). En effet, suite a ’introduction de nouvelle substance
dans un milieu, les densités microbiennes diminuent a cause du stress causé ; cependant, ces
microorganismes apres adaptation sont susceptibles de dégrader cette substance a la recherche
de nutriment (Besse Alison, 2016). Par contre il a été démontré que le locus de résistance a la
chaleur (LRC) présent chez E. coli et S. typhi leur confére une capacité accrue de résistance a
I’augmentation de la température (Mercer et al., 2017). De ce fait, ce gene de résistance a pu
étre inhibé par la présence du pesticide. D’ou la corrélation fortement négative entre ces deux
espéces bactériennes et la température.

Par contre, a 44°C la densité bactérienne de V. cholerae diminue considérablement. En
effet, il a ét¢ démontré qu’il existait une corrélation positive entre 1’augmentation des
températures et 1’écotoxicité (Noyes et al.. 2009). Ceci expliquerait donc la variation de
I’abondance bactérienne. En effet, selon Stachowski Haberkorn (2008) une augmentation de
la température accentuerait 1’effet de certaines substances chimiques présentes dans les eaux
douces. D’autant plus que selon Abioye et al. (2021), la température influence la variation des

abondances de V. cholerae. Par ailleurs, ces constats sont en désaccord avec ceux faits par
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Asmaa (2018), dont 1’étude portait sur I’effet des pesticides sur la diversité bactérienne des
champs agricoles et la capacité des bactéries a les dégrader. Il a démontré que le pourcentage
des bactéries appartenant a la classe BetaProteobacteria, et a la classe GammaProtéobacteria,
du groupe Protéobacteria augmentent significativement au contact des pesticides ; cependant,
une fois que I’exposition aux pesticides s’est arrétée pendant la période hivernale, la
biodiversité des bactéries suscitées avait tendance a revenir a la normale. 1l est a noter que,
ses travaux ont été effectués au Canada qui est un pays dont les températures les plus élevées
varient entre 30°C et 35°C. De plus, selon Lavorel et al. (2017) la température est un facteur
limitant pour la plupart des organismes vivants.

De maniére générale, les pourcentages d’inhibition les plus élevés ont été observes chez
V. cholerae tandis que les plus faibles chez E. coli. Si on considére les enzymes présentes chez
les bactéries, leur activité augmente avec la température jusqu’a une limite de température
optimale, au-dela de laquelle apparaissent des processus de dénaturation qui vont baisser par
la suite le taux de croissance (Raby Karine, 2014). Ainsi ce processus de dénaturation couplé
a I’action des pesticides peut étre a 1’origine de la diminution de la densité de V. Cholerae.

Les vitesses de régression des bactéries E. coli, S. typhi et V. cholerae ont varié en
fonction de la température d’incubation, des concentrations du pesticide et de 1’espéce
bactérienne considérée. De maniére genérale elles sont relativement faibles, la plus grande
vitesse étant de -0,2526 UFC/100 mL/h, obtenue avec V. cholerae. Ceci pourrait se traduire
par le fait que les bactéries suscitées résistent a I’action du pesticide utilisé. Cette résistance
serait liée aux mécanismes de résistance intrinseque ou naturelle de chaque bactérie. Ces
mécanismes de résistance sont liés aux facteurs environnementaux naturels mais aussi a une
pollution accrue (via les substances chimiques déversées dans I’environnement) (De Oliveira,
2019). Ainsi, I’efficacité d’un grand nombre de biocide est aujourd’hui compromise par
I’apparition de phénomenes de résistance correspondant a la capacité des organismes a
survivre (Ullmann Andrew, 2007).

Le test de corrélation « r» de Spearman effectué entre les densités cellulaires de V.
cholerae et les différentes concentrations a révélé que la corrélation était tres significative et
négative. De plus, d’aprés le test de comparaison « H » de Kruskal la bactérie V. cholerae
semble étre sensible aux variations de concentration du pesticide. Ainsi plus la concentration
du pesticide est élevée plus les densités cellulaires ont tendance a diminuer. En effet I’impact
des pesticides sur le compartiment bactérien au niveau quantitatif et qualitatif est plus
perceptible dans les dispositifs expérimentaux ou les bactéries ne peuvent pas bénéficier

d’apports organiques allochtones (Pesce Stephane,2006)

33



En outre le test de corrélation «r» de Spearman a révélé des liaisons significatives
(P<0,05 et P<0,01) entre les densités moyennes des bactéries utilisées, les durées et les
températures d’incubation. De méme, le test de comparaison « H » de Kruskal-Wallis a
montré une différence trés significative entre les densités moyennes des bactéries évaluées a
différentes périodes (durée d’incubation). Ainsi les abondances d’E. coli, de V. cholerae et de
S. typhi obtenues sont différentes aux différents temps de contact mais aussi aux différentes
températures d’incubation ; en effet la distribution des bactéries dans les milieux aquatiques
est influencée par les facteurs environnementaux (Nola et al., 2001). Cependant selon Antolin
et al. (2002) I’ajout de matiére organique et de nutriments peut principalement affecter
I’adsorption, le mouvement et la biodégradation des pesticides. Ce qui pourrait stipuler que la
croissance bactérienne ou probablement la dégradation bactérienne serait accentuée par la

présence de nutriment.
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CONCLUSION

La présente ¢tude a eu pour objectif d’évaluer en microcosme aquatique, I’effet du
pesticide SAVAHALER sur quelques protéobactéries et d’en ressortir 1I’impact de la
température d’incubation. La concentration du pesticide, le temps de séjour des bactéries dans
les solutions de pesticide et la température d’incubation sont les facteurs qui ont été considérés
dans cette étude.

Les résultats obtenus permettent de mieux comprendre le processus de biodégradation
des pesticides par les bactéries. Les bactéries E. coli, S. typhi et V. cholerae sont, de maniére
générale résistantes au pesticide SAVAHALER et par conséquent sont susceptibles de dégrader
ce dernier. La température d’incubation influence sur les abondances d’E. coli et de S. typhi en
présence du pesticide. Par contre la variation des concentrations du pesticide influence
uniquement sur les abondances de V. cholerae.

De plus, la durée de contact a une influence sur 1’effet du pesticide sur les trois espéces
bactériennes prises en comptes dans cette étude car le test de comparaison « H » de Kruskal-
Wallis révele une différence significative entre les densités bactériennes évaluées aux
différentes durées d’incubation. De méme, des corrélations négatives et significatives ont été
notées entre les densités cellulaires d’E. coli, S. typhi et V. cholerae et les durées de contact.
Cependant, I’augmentation de la durée de séjour de ces bactéries dans le pesticide pourrait

révéler une résistance des bactéries au pesticide.
RECOMMANDATIONS

Au regard des résultats obtenus et vu I’importance croissante des risques sanitaires liés a
I’utilisation d’une eau souillée par des polluants chimiques, nous pouvons recommander aux
pouvoirs publics, de tester ’efficacité du traitement des eaux chimiquement polluées par les
bactéries afin de déterminer quelles catégories de bactéries pourraient intervenir dans le
traitement des eaux contaminées par les pesticides usuels; aux populations : de privilégier
I’utilisation des pesticides biologiques aux détriments de ceux chimiques ; aux chercheurs,
d’approfondir les recherches dans ce domaine afin d’apporter d’amples explications sur les

mécanismes de traitement des polluants chimiques par les bactéries.

PERSPECTIVES

Dans les travaux futurs, nous envisagerons principalement de :
- Etendre cette etude aux autres microorganismes en mettant en évidence 1’influence de la

forme flagellaires et de la ciliature ;
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Identifier les génes responsables de la biodégradation des pesticides tout en quantifiant
les enzymes surabondantes en présence des pesticides ;

Varier davantage les températures d’incubation afin de mieux mettre en évidence
I’influence de la température sur le processus étudié ;

Réaliser une étude sur plusieurs gammes variées de pesticides
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