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Résumé

Les essais de broutage des protozoaires ciliés Para-
mecium africanum, Colpidium uncinatum et Neobur-
saridium gigas sur les bactéries Escherichia coli et
Staphylococcus sp. ont été réalisés en milieu aqua-
tigue en microcosme. Ces essais ont visé a évaluer le
réle de ces protozoaires prédateurs dans la purifica-
tion bactériologique des eaux polluées. Il a été noté
que l'évolution de la cinétique de broutage de ces
protozoaires montre une phase d'adaptation du pré-
dateur a la proie, avec une vitesse de broutage décé-
lérée, et une phase d’'accélération du taux de
consommation, les 2 phases étant séparées par une
courte période de reconnaissance de la proie. Les
fonctions polynomiales de la cinétique de prédation
montrent que C. uncinatum et P. africanum consom-
ment E. coli plus vite qu’ils ne consomment Staphylo-
coccus sp. Par contre, N. gigas broute plus vite sur E.
coli que sur Staphylococcus. Le temps de contact
entre le protozoaire cilié et la bactérie, I'espéece de
protozoaire prédateur et I'espéce de bactérie pré-
sente, sont a considérer simultanément dans I'éva-
luation des fluctuations de la concentration des bacté-
ries dans un milieu aquatique en épuration.

Summary

An Microcosm Use of Ciliate Protozoa (Para-
mecium africanum, Colpidium uncinatum, Neo-
bursaridium gigas) for Bacterial Purification of
Polluted Water

Tests on the grazing of ciliated protozoa Paramecium
africanum, Colpidium uncinatum and Neobursaridium
gigas on the bacteria Escherichia coli and Staphylo-
coccus sp. were carried out in an microcosm aquatic
environment. These tests aimed at assessment of the
role of these predators protozoa in the bacterial purifi-
cation of polluted water. The evolution of the feeding
kinetics of these protozoa shows a phase of adapta-
tion of the predator to the prey, with a slow feeding
rate and a phase of accelerate of feeding. The two
phases are separated by a short period of recognition.
The polynomial functions of the kinetics of predation
show that C. uncinatum and P. africanum graze faster
on E. coli than on Staphylococcus sp., meanwhile N.
gigas feeds slowly on E. coli than on Staphylococcus
sp. The time of contact between the ciliated protozoa
and the bacteria, the predatory protozoa specie and
the specie of the bacteria, should be considered
simultaneously when evaluating the variation of bac-
terial concentrations in aquatic environment being
purified.

Introduction

Les réseaux trophiques dans les milieux aquatiques
impliqguent des groupes d’organismes qui difféerent
entre eux par leurs tailles et par leurs rbles. Ces orga-
nismes comprennent la classe des picoplanctons
composée essentiellement de bactéries et de taille
variant de 0.2 a 2 um, la classe des nanoplanctons
regroupant entre autres les diatomées et certains pro-
tozoaires ciliés et flagellés, de taille variant de 2 a 20
um, et la classe des microzooplanctons dont la taille
des individus varient de 20 a 200 um (23). La forte
corrélation observée en milieu lacustre dans I'évolu-
tion des effectifs des bactéries et du zooplancton (4,
17) suggérait l'utilisation par le zooplancton, des bac-
téries comme ressource nutritionnelle. Plusieurs tra-
vaux sur la boucle microbienne dans divers types de
milieux aquatiques montrent que le r6le de chaque

compartiment est assez-bien défini (10, 14, 18). Selon
le modéle conceptuel de flux de carbone entre pro-
ducteur, métazoaire et microorganisme (20), la plupart
des régulations se déroulent par prédation. Le peu-
plement des protozoaires prédateurs est parfois struc-
turé par une prédation directe ou indirecte par les
crustacés zooplanctoniques (22), cette ingestion étant
d'autant plus lente que les protozoaires sont de
grande taille ou adhérent aux particules solides (26).
La consommation des microorganismes bactériens
par les protozoaires ciliés conduit a la réduction de la
concentration microbienne dans le milieu. Elle peut
étre utilisée dans la dépollution bactérienne des eaux
de surface. Le broutage des protozoaires sur les bac-
téries cause un changement dans la taille de la struc-
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ture de ces derniéres, favorisant le développement de
longs filaments (13).

Plusieurs approches mathématiques décrivant le flux
de nutriments en milieu aquatique montrent que ce
flux est fonction de plusieurs variables telles la vitesse
de déplacement de la proie et du prédateur, la capa-
cité stomacale du prédateur et sa vitesse d'ingestion,
le temps de génération de la proie et du prédateur, la
visibilité du prédateur et son aptitude a attraper la
proie, la possibilité de survie et les risques de morta-
lité du prédateur et de la proie, entre autres (8, 18,
21).

Si le circuit global de la boucle microbienne est assez-
bien défini, I'importance quantitative et fonctionnelle
par espéce biologique est cependant encore peu
connue. Peu de données sont disponibles sur la spé-
cificité ou la préférence régulationnelle de population
par prédation, entre les espéeces de protozoaires ciliés
et les genres ou les espéces bactériennes. Cette pré-
dation spécifique aboutit a I'épuration bactériologique
des eaux polluées. Le présent travail préliminaire vise
a évaluer le broutage (prédation) de 3 micro zoo-
planctons (Paramecium africanum, Colpidium uncina-
tum et Neobursaridium gigas) sur Escherichia coli et
Staphylococcus sp., 2 picoplanctons respectivement
témoin de contamination fécale et témoin de contami-
nation cutanée en milieu aquatique.

Matériel et méthodes

1-Isolement et identification des protozoaires ciliés
Plusieurs campagnes d’étude ont été effectuées au
cours du mois de novembre et décembre 2000 sur les
eaux du lac municipal de Yaoundé au Cameroun.
Yaoundé est situé a 3° 52’ de latitude nord et 11° 32’
de longitude est, a une altitude moyenne de 759 m. Le
lac municipal est un petit lac eutrophe (15). Au cours
des campagnes d'étude effectuées, les protozoaires
ciliés ont été récoltés et isolés sous une loupe bino-
culaire Wild M5. Ces protozoaires ont ensuite été mis
en cultures monospécifiques dans des boites de Pétri
contenant chacune, un grain de riz et 10 ml d’une eau
minérale de composition suivante (en mg/l): HCOg3,
128; CI,, 2,1; SO42-, 1; NOg, 4,1; Ca, 16,1; Mg, 10,2;
K*, 5,2; Na*, 12,7. lls ont été imprégnés au carbonate
d’argent ammoniacal suivant la technique de Galiano
(6) et identifiés a I'aide des clés de Galiano & Ruiz (7),
et de Dragesco & Dragesco-Kerneis (3).

2- Isolement et identification des bactéries

Au cours de chacune des campagnes effectuées, un
échantillon d’eau du lac a aussi été prélevé dans des
flacons en verre stériles de 500 ml et transportés au
laboratoire en enceinte réfrigérée. Une partie de cet
échantillon a servi aux analyses bactériologiques. Ces
analyses ont été faites par la méthode des mem-
branes filtrantes (5). Les milieux de culture Endo et
Chapman ont été utilisés pour I'isolement, respective-
ment de Escherichia coli et de Staphylococcus sp.
(16). Lidentification de E. coli et de Staphylococcus
sp. s’est faite suivant des critéres biochimiques usuels
(16). Les cultures pures de chacune de ces 2 bacté-
ries ont ensuite été faites sur gélose nutritive non
sélective (16).
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3- Préparation de la suspension bactérienne pour le
broutage

Une autre partie de I'échantillon d’eau prélevée dans
les flacons en verre stériles de 500 ml, est filtrée
d’abord sur membrane Whattman, puis sur membrane
en ester de cellulose de porosité 0,45 um, et enfin sur
membrane millipore stérile, Millex-GS (Millipore
Product Division, Beadford, MA 01730) de porosité
0,22 um. Cette eau triplement filtrée est recueillie
dans une fiole stérile.

Les colonies issues de la culture pure de E. coli et de
Staphylococcus sp. sont ensuite diluées dans 100 ml
d’eau ainsi filtrée. L'eau du lac est utilisée dans le
souci de maintenir I'environnement chimique aussi
proche possible de I'état naturel. Dix ml de cette eau
filtrée sont introduits dans plusieurs séries de 3 tubes
stériles (A, B, C).

Pour chaque expérience avec un protozoaire cilié
précis, on procéde de la maniére suivante: les bacté-
ries contenues dans le tube A sont tuées a l'instant tg
a I'aide d'une solution de formaldéhyde 4%, stérilisée
par filtration sous membrane de porosité 0,22 pm.
Leur dénombrement a I'épifluorescence permet de
connaitre la concentration des bactéries a I'instant ty.
Le tube B contient les bactéries vivantes, mais sans
protozoaire cilié. Aux bactéries contenues dans le
tube C, on ajoute 20 protozoaires ciliés désengorgés
1 a 2 heures auparavant dans l'eau minérale. La
guantité de bactéries consommeées par le protozoaire
est a chaque instant, évaluée par la différence du
nombre de bactéries entre le tube B et le tube C.

Les tubes B et C sont incubés a la température du
laboratoire (22-24 °C). Les temps d’incubation sont
des multiples de 3, et cela pour 24 heures. On dispose
ainsi de 8 tubes B (tgh, ten, tons ti2hs tishs tighs to1h €
tosn) et de 8 tubes C (tan, ton, tons tion, tisn, tigh, t21n €t
toan). Au bout de chaque temps d’incubation, les orga-
nismes dans les 2 tubes B et C sont fixés au formal-
déhyde 4%. Les dénombrements des microorga-
nismes bactériens dans le tube A et dans les tubes B
et C aprés incubation et fixation sont réalisés par la
technique de I'épifluorescence (9), en utilisant une
solution d’acridine orange stérilisée par filtration sur
membrane 0,20 um. Les dénombrements sont faits
sur une trentaine de champs microscopiques choisis
au hasard.

4- Calcul de I'abondance cellulaire et du taux de brou-
tage
Connaissant la surface de la portion filtrante de la
membrane et la surface du champ microscopique, le
nombre N de cellules bactériennes par ml déchan-
tillon est calculé par la formule proposée par Sime-
Ngando (24):
N= n/c x S/s x DIv

avec N= nombre moyen de cellules par ml;

n= nombre total de cellules dénombrées;

c= nombre de champs microscopiques consi-
dérés;

S= surface de portion filtrante de la mem-
brane;

s= surface du champ microscopique;
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D= facteur de dilution;
v=volume en ml de la suspension filtrée.

Le taux M de broutage par cilié est calculé par la for-
mule:
M= (Nl'NZ )/20t

avec M= taux de broutage par cilié et par heure;

N;= nombre de bactéries dans le tube B;

N,= nombre de bactéries dans le tube C conte-

nant les ciliés;
t= temps d’incubation (heures).

Résultats et discussion

L'évolution de la cinétiqgue de broutage de P. africa-
num et de C. uncinatum sur les bactéries E. coli et
Staphylococcus présente 3 phases plus ou moins dis-
tinctes. Les taux de broutage diminuent pendant les
5 premiéres heures dés que la proie et le prédateur
sont mis en contact (Figures 1-2). Cette premiére
période de prédation s’apparente a une phase d'adap-
tation du prédateur a la proie, cette adaptation étant
accomplie entre 7 et 15 heures pour P. africanum et
au bout de 10 heures pour C. unicinatum. L'accom-
plissement de cette adaptation, matérialisée par la
concavité des courbes d’évolution des taux de préda-
tion (Figures 1-2), correspond a la 2éme phase. La
3eme phase correspond a une accélération de la
vitesse de broutage, les taux de consommation attei-
gnant en général leurs maxima au bout de 24 heures.
L'adaptation et la reconnaissance de E. coli et
Staphylococcus par N. gigas sont relativement plus
rapides par rapport aux 2 autres protozoaires
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Figure 1: Variations du taux de broutage de C. uncinatum sur
E. coli (A) et sur Staphylococcus sp. (B) (les chiffres sur
les courbes indiquent les numéros des expériences).
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Figure 2: Variations du taux de broutage de P. africanum sur E. coli
(A) et sur Staphylococcus sp. (B) (les chiffres sur les
courbes indiquent les numéros des expériences).

(Figure 3). Cette relative rapidité de la reconnaissance
de la proie s’accompagne d'une faible variation du
taux de broutage durant cette phase, les amplitudes
de variation fluctuant de 1 x 104 a 3 x 104 bacté-
ries.heure-1. Ces amplitudes de variation atteignent
par contre 4 x 104 bactéries.heure-1 pour C. uncina-
tum (Figure 1).

Les taux moyens calculés, de broutage sur E. coli ont
varié de 2,38 x 104 a 6,88 x 104 cellules.heure-1 pour
P. africanum, de 1,73 x 104 a 5,78 x 104 cellu-
les.heure-1 pour C. uncinatum et de 4 x 104 a 10 x 104
cellules.heure-1 pour N. gigas. Les taux moyens horai-
res de Staphylococcus consommés ont varié de
2,41 x 104 a 10,33 x 104 cellules pour P. africanum, de
2,14 x 104 a 7,25 x 104 cellules pour C. uncinatum et
de 3,6 x 104 & 10,14 x 104 cellules pour N. gigas.

Les différences entre les évolutions des taux de brou-
tage (Figures 1-3) seraient liées aux différents états
physiques relatifs de chaque prédateur au moment de
I'expérience. Les pourcentages de variance liées a la
régression sont relativement faibles pour P. africanum
et C. uncinatum, et sont relativement élevés pour N.
gigas (Tableau 1). Un nombre réduit de parameétres
influenceraient le broutage de N. gigas sur E. coli et
Staphylococcus sp.

Par interpolations des données expérimentales par
les méthodes numeériques, les fonctions polynomiales
(P(t)) décrivant la cinétique de prédation de chaque
bactérie par rapport au temps de contact entre la proie
et le prédateur, ont été obtenues (Tableau 2). Il en res-
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Figure 3: Variations du taux de broutage de N. gigas sur E. coli (A)
et sur Staphylococcus sp. (B) (les chiffres sur les courbes
indiquent les numéros des expériences).

Tableau 1
Pourcentages de variance dus a la régression,
pour chaque proie et chaque prédateur

E. coli Staphylococcus sp.
P. africanum 15,16 30,09
C. uncinatum 30,75 36,25
N. gigas 83,29 83,86

sort que la cinétique de broutage du protozoaire sur la
bactérie est fortement influencée par le temps de
contact. En comparant les coefficients de 3eme degré
dans les fonctions P(t) de prédation, on note que P.
africanum consomme Staphylococcus sp. plus vite
qgue E. coli, et que N. gigas consomme plutét E. coli

Tableau 2
Expression de la cinétique de broutage
en fonction du temps, du protozoaire cilié prédateur
sur la bactérie (proie)

Proies
bactériennes

Protozoaires
prédateurs

Fonctions P(t) de la
cinétique de prédation

C. uncinatum  Staphylococcus sp.  P(t)= -5t3 + 50812 - 8688t + k;

E. coli P(t= -5t3 + 367t2 - 5423t + k2
P. africanum  Staphylococcus sp.  P(t)= 19t3 - 278t2 - 2612t + k3
E. coli P(t)= -15t3 + 87712 - 12699t + k4
N. gigas Staphylococcus sp.  P(t)= 97t2 + 708t + ks

E. coli P(t)= 22212 - 3042t + kg
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plus vite que Staphylococcus sp. (Tableau 2). On
releve aussi que C. uncinatum broute rapidement
Staphylococcus sp. par rapport a E. coli. Les diffé-
rences entre les fonctions polynomiales, d’abord
d'une bactérie a l'autre pour un méme protozoaire
prédateur, puis d'un protozoaire a l'autre pour une
méme bactérie, montrent qu'en milieu aquatique
contenant I'une des 3 espéces de protozoaires ciliés
prédateurs, le devenir de la bactérie est lié entre
autres a la bactérie et au protozoaire, mis en cause.
Dans les fonctions P(t) de prédation, la constante k
dépendrait de plusieurs facteurs tels la concentration
et la diversité des proies et des prédateurs présents,
I'état de la santé physique du prédateur et de son apti-
tude a attraper la proie, les caractéristiques physico-
chimiques du milieu, entre autres. Des études anté-
rieures ont noté en milieu aquatique une influence de
la température dans le phénoméne de broutage des
protozoaires sur les bactéries (2). Aux températures
inférieures a 21 °C, la vitesse d'ingestion de E. coli par
les protozoaires ciliés était supérieure a celle d’'inges-
tion de Enterococcus faecalis. Aux températures
supérieures a 21 °C, la vitesse d’ingestion de E. fae-
calis devient supérieure a celle d’'ingestion de E. coli,
les variations des biomasses bactériennes du biotope
étant trés positivement liées aux variations des bio-
masses des protozoaires (2).

Une fonction polynomiale F(xq, X5, X3, Y1, Y2, 1), établie
par interpolation par méthode numérique des don-
nées expérimentales et prenant en compte les
2 espéces bactériennes et les 3 espéces de proto-
zoaires considérés, a été obtenue. Elle décrit le com-
portement de chacun des 3 protozoaires ciliés dans
un milieu contenant E. coli et Staphylococcus sp.

F(X1, X2, X3, Y1, Y2, 1)= Xq[y1{-5t3 + 508t2 - 8688t + k;} +
yo{-5t3 + 367t2 -5423t + ko}] +
Xo[y1{19t3 - 27812 - 2612t + kg} +
yo{-15t3 + 87712 - 12699t + K4}]
+ Xg[y1{97t2 + 708t + kg} +
yo{222t2 - 3042t + kg}]
Les parameétres X1, X», X3, Y1, Y2 ont un caractére
binaire et ne peuvent de ce fait prendre que deux
valeurs a savoir 0 ou 1.
X1, Xo et X3 représentent respectivement C. uncina-
tum, P. africanum, et N. gigas; y; et y, représentent
respectivement Staphylococcus sp. et E. coli.
Le triplet (x4, X5, X3) appartient a{(1, 0, 0); (0, 1, 0); (O,
0, 1)}. Le couple (yq, y2) appartient & {(0, 1); (1, 0)}.
La fonction F(Xq, X, X3, V1, Y2, t) décrit un aspect de
fonctionnement d’'un écosystéme aquatique dont le
nombre de facteurs interagissant est relativement
réduit. Le suivi du comportement d’un organisme dans
ce biotope se ferait en fixant les autres facteurs bio-
tigues de méme type.
La comparaison des coefficients des facteurs du 3éme
ou du 2éme degré des fonctions du tableau 2 montre
qgue certains protozoaires ciliés prédateurs ont une
relative facilité a consommer certaines bactéries plus
vite que d'autres. P. africanum et C. uncinatum pré-
sentent une préférence alimentaire pour les cocci,
sans doute a cause de l'efficacité de rétention des
proies de petites tailles par leurs appareils buccaux
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(9). Le protozoaire N. gigas présente une préférence
alimentaire plutdt pour le colibacille. Cette sélectivité
prédatoire est parfois influencée chez certaines
espéces des genres Aphidium et Gymnodium par les
radiations solaires (11). Les successions des popula-
tions de prédateurs ciliés en milieu aquatique sont
souvent saisonniéres (1, 27), probablement liées aux
successions qualitatives et quantitatives des proies
bactériennes. Leur activité prédatrice est parfois asso-
ciée aux teneurs en matieres organiques et azotées
du milieu (19), et leur organisation fonctionnelle en
milieu aquatique peut varier le long du gradient verti-
cal ou horizontal (25, 28).

L'augmentation de la cinétique de broutage avec le
temps d’incubation telle notée dans cette étude pour-
rait étre liée au grossissement du tube digestif des
protozoaires, les protozoaires ciliés prédateurs aug-
mentant de taille en présence d’'une grande concen-
tration de proies (27). Contrairement a certaines
études qui ont montré que l'efficacité de la défense
d’'une communauté de proies dépend de la grande
concentration d’individus la composant par rapport au
prédateur (12), 'augmentation de la concentration des
bactéries dans le cas des relations protozoaires ciliés
— bactéries, profiterait plutét au prédateur. Il convien-
drait d’élaborer pour les milieux aquatiques continen-
taux, des modeles pouvant relier la cinétique de pré-
dation spécifigue et non spécifique, aux taux de
croissance des bactéries (proie), et tenant compte de

la concentration du milieu en nutriments pour ces bac-
téries.

Conclusion

Les protozoaires ciliés prédateurs peuvent étre utili-
sés pour la réduction du taux de pollution bactérienne
d’'un milieu aquatique. La réduction de ce taux de pol-
lution procéde par le mécanisme de broutage. Ce
broutage en milieu aquatique des protozoaires ciliés
sur les bactéries planctoniques débute par une recon-
naissance de la proie par le prédateur. L'accélération
de la prédation se produit avec un retard, le facteur
temps jouant un réle important. Ce broutage se pro-
duit avec une préférence alimentaire pour le préda-
teur. L'évaluation des fluctuations de la concentration
des bactéries dans un milieu aquatique en épuration
microbiologique devra tenir compte entre autres du
temps de contact entre le protozoaire cilié prédateur
et la bactérie, de I'espece de protozoaire prédateur et
de I'espece de bactérie présente.
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AVIS

Nous rappelons a tous nos lecteurs, particulierement ceux résidant dans les pays en voie de déve-
loppement, que TROPICULTURA est destiné a tous ceux qui ceuvrent dans le domaine rural pris
au sens large.

Pour cette raison, il serait utile que vous nous fassiez connaitre des Institutions, Ecoles, Facultés,
Centres ou Stations de recherche en agriculture du pays ou de la région ou vous vous trouvez.
Nous pourrions les abonner si ce n'est déja fait.

Nous pensons ainsi, grace a votre aide, pouvoir rendre un grand service a la communauté pour
laquelle vous travaillez.

Merci.

BERICHT

Wij herrineren al onze lezers eraan, vooral diegenen in de ontwikkelingslanden, dat TROPI-
CULTURA bestemd is voor ieder die werk verricht op het gebied van het platteland en dit in de
meest ruime zin van het woord.

Daarom zou het nuttig zijn dat u ons de adressen zou geven van de Instellingen, Scholen,
Faculteiten, Centra of Stations voor landbouwonderzoekvan het land of de streek waar U zich
bevindt. Wij zouden ze kunnen abonneren, zo dit niet reeds gebeurd is.

Met uw hulp denken we dus een grote dienst te kunnen bewijzen aan de gemeenschap waarvoor
u werkt.

Dank U.
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