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Résumé

Les eaux usées constituent un milieu aquatique rassemblant I'essentiel des rejets
domestiques. Les eaux usées constituent donc un réservoir important pour la prolifération
des microorganismes. Sa constitution en microorganismes pathogénes peut renseigner sur la

persistance de ces derniers dans la population.

Vibrio cholerae est une bactérie aquatique pathogene pouvant étre retrouvé au niveau

des eaux usées.

Responsable du choléra, maladie pandémique, Vibrio cholerae peut persister dans
I’environnement aquatique .Dans les conditions favorables, elle pourra déclencher une

épidémie.

Notre travail s’inscrit dans la recherche de la bactérie dans les eaux usées de I'Oued
Boumerzoug, les résultats nous renseignerons de I’état de la bactérie dans les eaux usées de

I’Oued.

La bactérie a ainsi été recherchée selon la méthode conventionnelle de la recherche de

Vibrio cholerae dans un laboratoire de bactériologie.
Nos résultats rapportent une absence de la bactérie dans les prélevements effectués.

Ce résultat a ainsi été en concordance avec les travaux déja réalisés qui stipule que les
caractéristiques climatiques et géographique de I’"Oued Boumerzoug ne favorisent pas la

survie de Vibrio cholerae.

Ainsi, les données de I'OMS concernant I'absence des cas de choléra en Algérie (donc

absence de cas a Constantine) peuvent étre affirmées.

Mots CIés : Vibrio cholerae , choléra , Oued Boumerzoug, Eaux Usées, Isolement



Abstract

The wastewaterisan aquaticenvironment bringing together the essential domesticwaste sewage.
The waste water constitutes thus animportant source for the growth of microorganisms specially the
pathogensones.

Vibrio cholera is an aquatic pathogenicbacterium that can be found in wastewater.

Responsible of cholera, pandemicdisease, under the favorable conditions it may causes an outbreak
our work s a part of a research aboutthe bacteriuminthe wastewater of Oued Boumerzoug.

The bacterium has been researched according to the conventional methods in a bacteriology
laboratory.

Ourresultsshow the absence of the bacteriuminthe analyzed samples

these resultsare compatible with the other works already done which stipulate that the
climatic and geographic characteristics do not favor the growth of Vibrio cholerae

Thus, the WHO data of the cholera in Algeria can be affirmed.

Keywords: Vibrio cholerae, cholera ,Oued Boumerzoug , wastewater ,Isolation.
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INTRODUCTION

INTRODUCTION

Dans la diversit¢ du monde vivant les microbes sont de loin les plus répandus .Parmi les
microbes, les bactéries constituent un groupe extrémement varié, et les protéobacterie sont ceux

ayant de plus d’Interaction avec ’homme. [2]

Les eaux usées constituent un milieu aquatique rassemblant I’essentiel des rejets domestiques.
Par leur richesse en matiére organique, ils constituent un environnement favorable pour la

prolifération des bactéries. [51]

Vibrio cholerae est une protéobacterie aquatique, oxydase positive, a Gram négatif, incurvée,

ayant de d’importantes interactions avec I'environnement qu’avec I’homme. [2]

Responsable du Choléra, maladie fortement transmissible avec un taux de mortalité pouvant
dépasser 50%, il constitue un véritable danger de la santé publique. Ainsi d’importants travaux ont

été menés en vue de combattre le choléra. [48]

Dans les pays présentant de rare (ou absence de cas), la connaissance de 1’état de la bactérie dans
I’environnement est nécessaire et exige la mise en place des mesures préventives. Toutefois cette
pandémie peut demeurer saisonniere et se déclencher lorsque les conditions environnementales le
favorisent. [48]

Derniérement une forte résistance des souches de Vibrio cholera a été observée .Ces résistances

aux antibiotiques, ont un effet dévastateur de I’équilibre. [45]

Le but principal de notre travail est la recherche et I'isolement des souches de Vibrio cholerae

dans les eaux usées de 'Oued Boumerzoug, un écosystéme constituant une niche écologique.
Le second but serait de :
-ldentifier les souches obtenues
-Matitriser des techniques d’identification

-Etudier la sensibilité aux antibiotiques des souches isolées
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I-Vibrio cholerae

I-1-Historique

Dés 1773, Otto Fridrich Muller avait observé six (6) especes de Vibrions, 93 ans plutard
vers 1863 Pasteur attribuait le processus de décomposition a six (6) types de Vibrions. Mais
il revenait a Koch aprés observation de Pacini en 1855 de formes vibrionées dans les selles
de cas cholériques, d’isoler et de rapporter la maladie cholérique a vibrio comma, le vibrion
cholérique en 1893 a Alexandrie. C’était la premiere maladie décrite rapportée a un vibrion.
Ainsi les études sur Vibrio cholérique ont servi de locomotive pour la continuité de la

recherche sur le genre Vibrio et principalement I'espéce Vibrio cholerae. [1]

I-2-Ecologie de la Bactérie

Le genre Vibrio est constitu¢ d’espéces aquatiques initialement d’origine marine et dont la
niche écologique est représentée par des eaux cOtieres et estuariennes. Vibrio cholerae vit
librement dans Ienvironnement mais leur survie est accrue lorsquelle est associée a
d’autres organismes aquatiques. L’existence d’un réservor naturel aquatique de vibrions
cholériques associés au phytoplancton et zooplancton ont été démontrée a Bangladesh. La
nature de cette relation semble floue mais elle parait étre une relation commensale ou
symbiotique. En effet la bactérie produit de la Chitinase et la mucinase. La Chitinase leur
confere la capacité de vivre chez les crustacés dont la carapace est essentiellement constituée
de chitine. Quant a la mucinase, celle-ci favorise leur interaction avec les algues.
D’autre part I'acquisition par des souches non cholériques d’un nouveau caractére genétique

(lot CTX) les a permis de coloniser 'homme et d’avoir ce dernier comme une niche
écologique. [12] [30]

Leur écologie dépend d’un certain nombre de facteur ; la température de I'eau, la salinité,
la disponibilité des sources de carbones et de minéraux, la disponibilit¢ de I'oxygene ainsi
que la profondeur des eaux. En effet la concentration des ions Na* joue un réle prédominant

pour la croissance. [2], [20]

L’espéce Vibrio cholerae est une espéce halotolérant pouvant tolérer jusqu’a 6% de NaCl
Il se développe dans les eaux dont la température est supérieure a 15 °C, les milieux alcalins
(pH>8) et salées. 1l se développe aussi dans les eaux saumatres, plutdt chaudes, mais survit

aussi des années dans les eaux polluées. Elle est trés sensible a I'acidité stomacale. [3]
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V. cholerae  est une bactériec dotée de capacit¢ de résistance dans I'environnement. Il
s’agit de s’adapter a certains facteurs environnementaux comme la température, le pH et la
pénurie de ressources nutritives. Cette adaptation se manifeste par un état spécial, Iétat de
bactérie Viable non cultivable. Ces bactéries se retrouvent dans un état de dormance perdant

leur capacité¢ d’étre cultivée sur milieu de culture bactériologique conventionnelle. [20]

Responsable du choléra, maladie pandémique, V. cholerae  peut contaminer I'eau, les

coquillages et poissons ou divers autres produits consommés crus (lait, légumes etc...). [4]
I-3-Caracteres Bactériologiques

I-3-1-Cararcteres morphologiques

Vibrio cholerae est un bacille Gram négatif (voir Figure 2) incurvé de 1,5 a 2um de
longueur et de 0,5 a 0,6pum de diameétre, asporulé. V. cholerae est considéré comme étant
une bactérie acapsulée mais la capsule a été observée chez V. cholerae 0139. A la surface
de la bactérie le glycocalix a été observé. lls sont mobiles par flagelles (voir Figure 1). Sur
un milieu de culture solide, on observe des flagelles de type péritriches mais dans les
milieux de culture liqguide on observe un flagelle monotriche. Le flagelle polaire observable
sur milieu liquide est une extension de la membrane cellulaire de 1,4 a 1,8 pum de longueur
et d’'un diamétre de 24 a 30nm. Le polymorphisme a été observé chez V. cholerae, il est
fréquent d’observer dans les vielles cultures la formation de corps coccoides ou de << micro
vibrions >>; qui sont filtrable sur membrane & pores de 0.45 pm et qui peuvent reverser vers
la forme parentale dans des conditions favorables. Des fimbriae ou pili communs ont été

décrits, qui aurait un role dans I'attachement des bactéries a la muqueuse intestinale. [5], [6],

[71

-

-
-
-

Figure 1 : Morphologie générale de V.
cholerae [8]
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Figure 2 : Coloration de Gram de V. cholerae [9]

I-3-2-Caracteres Culturaux

Bactérie capable de pousser dans I’eau peptonée contenant du NaCl comme dans I'eau
peptonée exempte de NaCl ce qui les différencie de la plupart des especes du genre Vibrio.
La croissance de V. cholerae est trés rapide dans les bouillons peptonés simples permettant
une lecture apres 24h de culture. On observe des ondes moirées et un voile blanchatre tres

fragile en surface (voir Figure 3). [7].

Sur Gélose nutritive, les colonies apparaissent tres rapidement en 8 -10h a 37°C. Des
colonies << Smooth>>, lisses, plates, a bord régulier, 2-3mm diametre, faiblement convexe,

non irisées en transillumination oblique, brillantes, et surtout transparentes (voir Figure 4).

[7]

Elle croit entre 30°C et 40°C avec un optimum entre 30- 37°C. Aucune croissance n’est
observable en dessous de 15°C et au-dela de 42°C. Une température de 50°C leur est ltale.
Une de leurs caractéristiques est qu’elle se multiplie bien a pH neutre et alcalin (pH 9-10)
et absence totale de croissance en dessous d’un pH acide (pH 6). La croissance optimale a
été observée dans un milieu contenant 1 & 3 % de NaCl, et elle est inhibée par une
concentration de 7% de NaCl. [6]. [7].
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Figure 4: Colonie de V.cholerae sur gélose Nutritive [11]

I-3-3-Caracteres Biochimiques

Bactérie anaérobie facultative avec une forte préférence pour les milieux aérobies.
L’accepteur final des électrons est alors I'oxygene. L’'un des caractéres les plus importants et
les plus utilisés est le fait que la bactérie présente dans la chaine respiratoire du Cytochrome-
Oxydase, révéle lors du test d’oxydase. Elle fermente une grande variété de sucre sans

production de gaz. L’une de ces fermentations largement utiisée surtout pour son

S,
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identification est celle du saccharose. Elle fermente le D-glucose sans production de gaz et

ne fermente pas I'arabinose (voir Tableau 1).

Tableau 1 : quelques caractéres biochimiques de V. cholerae
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I-3-4-Caracteres Antigéniques
Vibrio cholerae est une bactérie caractérisée par trois structures antigéniques. La diversité

antigénique esta l'origine d’un grand nombre de sérogroupes.
-L’antigéne H caractéristique du flagelle. 1l est le méme chez tous les sérogroupes. [2]

-L’antigéne O, le plus important dans I'espéce. Actuellement on dénombre plus de 200
sérogroupes  selon lagglutination antisérum-antigene O.  Le sérogroupe O1, a éteé
longuement étudié vu son importance médicale. Le sérogroupe O1 est subdivisé en trois
sérotypes : INABA, OGAWA et HIKOJIMA. Le serotypes OGAWA est caractérisé par les
facteurs antigéniques AB. Le Sérotypes INABA possede les facteurs AC. Quant au
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troisieme sérotype, HIKOJIMA, il posséde les trois facteurs ABC mais a la particularité
d’étre rare et instable. Dans le sérogroupe O1, on retrouve deux biotypes : le biotype El Tor
et le biotype classique (voir Tableau 2). La présence de lantigéne O ou les facteurs de
I'antigéne ne sont pas directement impliqués a [Pidentification d’une souche comme étant
cholérique ou non, car le sérogroupe 0139 (pathogene cholérique) et les sérogroupes 022 et
0155 présentent les mémes facteurs antigéniques. [2], [15]

-L’antigéne K (antigéne capsulaire) a été observé chez le sérotype 0139.0n parle souvent
aussi d’un type antigénique ('antigéne M) chez les autres souches rappelons que V.
cholerae est faiblement encapsulé. [2], [7], [14]

Tableau 2 : quelques différences fondamentales entre les deux biotypes du sérotype O1

[31]
TEST BIOTYPE BIOTYPE  EL
CLASSIQUE TOR

HEMOLYSE  D'ERYTHROCYTE  DE| - ¥
MOUTON

AGGLUTINATION D’ERYTHROCYTE DE| - T
POULET

REACTION DE VOGES-PROSKAUE - T

RESISTANCE A LA POLYMYXINE B S R

PHAGE IV S R

PHAGE 5 R S

I-3-5-Caracteres Génomiques
V. cholerae, comme tous les procaryotes, présente son génome a I'intérieur du cytoplasme

sans membrane nucléaire. Le génome est constitué par deux chromosomes circulaires, ce qui
constitue une exception dans le monde bactérien [17].

Le chromosome 1 d’une taille d’environ 2,9 Mpb présente 42% des geénes (hypothétiques )
utilisés pour la vie cellulaire dont ceux encodant la réplication et la réparation d’ADN,

transcription,  traduction, la biosynthése de la paroi ainsi qu'une grande variét¢ du

',

métabolisme central. Le chromosome 1 contient également les génes les plus connus pour la
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pathogénicité  (toxin co-regulated pilu, toxine cholérique, lipopolysaccharide et la
machinerie de sécrétion protéique). Pour ce qui est du chromosome 2, sa taille est estimée a
environ 1,07 Mpb mais possede 58% des genes (hypothétiques) utilisés par la cellule. Le
petit chromosome contient  un intégron qui serait responsable de I'apparition des souches
résistantes. La présence du chromosome 2 serait due a une conjugaison bactérienne lors de
laguelle une souche ancestrale de V. cholerae Taurait acquis sous forme de plasmide suite a

des exigences environnementales. [16]

Comparativement au génome d’autres bactéries pathogénes a Gram négatif (comme E.
coli), ils présentent des intégrons (systtme de capture de genes) leur conférant une forte

capacité de résistance aux antibiotiques.

L’ilot de pathogénicité CTX (cholera Toxin X ¢) retrouvé chez les Sérogroupes O1 et
0139 proviendrait d’un phage qui se retrouve sur le chromosome 1 sous forme de prophage.
La présence de ce géne a aussi été observé sur le chromosome 2 chez le biotype El Tor. [2],
[16]

On retrouve chez certaines souches des plasmides qui posséderaient des genes dont la

fonction est encore mal connue. [2]

I-4-Classification de Vibrio cholerae (voir Tableau 3)

La famille des Vibrionacea a subi d’énormes modifications depuis la premiere édition
jusqu’a nos jours. Actuellement la famille des Vibrionacea présente trois (3) Genres :
Vibrio, Salinivibrio, Photobactérium. Le genre Aeromonas a été replacé dans un nouvel

ordre constituant ordre des Aeromonales.

Tableau 3 : classification de V. cholerae dans le monde bactérien

DOMAINE BACTERIA

PHYLUM PROTEOBACTERIA
CLASSE GAMMAPROTEOBACTERIA
ORDRE VIBRIONALES

FAMILLE VIBRIONACEA

GENRE VIBRIO

ESPECE Vibrio cholerae
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Le genre Vibrio présente une grande similarité avec les genres Plésiomonas et Aeromonas
qui sont toute oxydase positive. Il est crucial de connaitre les differences fondamentales
entre ces genres (voir Tableau 4). Par ailleurs le genre Vibrio a une certaine ressemblance
avec le genre Pseudomonas mais un simple test de fermentation permet de les différencier

car Vibrio est fermentatif ce qui n’est pas le cas pour Pseudomonas. [18]

Le Genre Vibrio comporte 44 especes dont certaines interviennent grandement dans le
domaine clinique. Par contre d’autres ne sont observées que dans les Interactions
environnementales. Douze des quarante-quatre espéces sont connues dans le domaine
clinique dont Vibrio cholerae qui a causé sept (7) pandémies du choléra. Douze espéces de

V. cholerae sont décrits comme pathogénes (voir Tableau 5). [2]

Tableau 4 : caractéristiques differentielles des Genres proches de vibrio.

Caracteres differentiels : Vibrio — Aeromonas — Plesiomonas
Vibrio Aeromonas Plesiomonas

Ciliature Pm Pl Pl

Oxydase +* + +

Halophile \ - -

Sensibilité 0129 +* - \%
Gelatinasse + + -

Gaz en glucose - \Y -

Arginine dihydrolase =¥ +* +

Ornithine % -* +
décarboxylase

Pm :  polaire monotriche ; Pl :  polaire lophotriche; V :  variable ;* :  quelques
exceptions

S,
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TABLEAU 5: Caractéristiques différentielles des Especes de vibrio couramment retrouvées dans les

échantillons cliniques

caractéres

V. cholerae

V. alginolyticus

V. cincinnatiensis
V. damsela

V. fluvialis

V. furnisii

V. harveyi

V. metschnikovii

V. hollisae
V. mimicus

V. parahaemolyticus

V. vulnificus

Production d’indole

Réaction voges-proskauer

ADH

LDC

oDC

Productiond’adde a partirdu
D-glucose

Productiondegazapartirdu
D-glucose

Productiond’acide a partirdu
L-arabinose

Productiond’acide a partirdu
D-arabitol

Productiond’adde a partirdu
cellobiose

Productiond’adde a partirdu
lactose

Productiond’acide a partirdu
maltose

Productiond’acide a partirdu
D-mannitol

Productiond’adde a partirde
la salicine

Productiond’adde a partirdu
saccharose

Nitrate réductase

Oxydase

Lipase

ONPG

Milieu a 0% NacCl

Milieu a 1% Nadcl

Milieu a 6% NacCl

Milieu a 8% NaCl

Milieu a 10% NaCl

+[ +] +| +

Milieu a 12% NadCl

(+): positif,65a 100 % sont positifsautest;(-) :

positifsautest

négatif, 40a 0% sont négatifsautest; D :

variable, 653 40% sont
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I-5-1solement et Identification
L’isolement et Iidentification d’une souche de V. cholerae nécessite la mise en place

d’une succession de méthode bactériologique (voir Figure 7).

I-5-1-Isolement de Vibrio cholerae
La recherche et Iisolement de V. cholerae se fait habituellement a partir des eaux usées et
des feéces des malades ou porteurs chroniques. Toutes fois I’échantillon le plus commun

reste les feces des personnes malades de diarrhée cholérique ou non cholérique. [18]

L’échantillonnage est effectué sur I'eau peptonée alcaline (EPA) ou I’eau peptonée
alcaline hypersalée (EPSA) a pH 8,4 qui favorise le genre Vibrio. L’enrichissement
constitue en une succession de culture sur le milieu EPA ou EPSA. Il a pour but d’une part
de permettre la réparation des cellules endommagées et d’autre part de favoriser Vibrio par

rapport aux autres bactéries. [18], [12]

Apres ensemencement, ces milieux sont incubés a 37° C pendant une période de 6 a 8

heures avec d’éventuels repiquages sur le méme milieu.
L’isolement est réalis¢ a partir du voile obtenu sur les milieux d’enrichissement.

L’isolement est réalis¢é a partir de I'enrichissement et plus rarement directement, sur divers

milieux solides en boite de Pétri :
-gélose nutritive ordinaire a pH 7,0 ; GN alcaline a pH 8,2 ou gelose hyperalcaline pH 8.5

- Milieu TCBS (ou gélose saccharosée, au thiosulfate ou milieu de Nakanishi et
Kobayashi). Ce milieu permet la croissance rapide V. cholerae pendant une période de 15 a
24 heures a 37° C, sous forme de colonies jaune brun de 2 a 3 mm de diameétre (voir Figure
5). Les autres vibrions donnent des colonies jaunes ou translucides de grande taille ou des
colonies incolores avec un centre vert comme V. parahaemolyticus. La plupart des autres
micro-organismes sont inhibés (au moins pendant 24 heures) ; cependant, certains
Pseudomonas, Proteus et Streptocoques fécaux peuvent se développer en donnant de

minuscules colonies incolores.
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Figure 5: aspect des colonies de Vibrio cholerae sur le milieu TCBS

I-5-2 Identification de vibrio cholerae
L’identification des vibrio repose sur I'étude des caractéres biochimiques et surtout
sérologiques (voir Figure 6). Les caractéres d’appartenance au genre sont :  bacille incurvé

Gram -, oxydase +, catalase +, trés mobile, aéro-anaérobie, nitrate réductase +, fermentation
du glucose +.

L’identification se fait a partir d’une colonie suspectée selon le milieu utilisé. Avant

d’entamer une galerie, il est recommandé d’effectuer certains tests présomptif.

Un test Oxydase permet de se diriger vers I'espéce Vibrio cholerae car dans le genre seul
deux especes sont oxydase négatif.
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Constituer la galerie d'identification d'une souche de Vibrio cholerae :

1 gélose Viande-Foie
* 1GNA
v 1 Kligler-Hajna*
* 1 disque ONPG
* 1testindole (E. P. exempte d'indole ou milieu urée-indole)
» ADH, LDC, ODC en tubes
ou
* une plaque APl 20E
ADH, LDC, ODC en tubes

A partir d'une culture sur GNA en tube

Suspension en eau ¢ ou en EQT Suspension en eau peptonée sans sel

- Oxydase™*

- Milieu urée-indole
(si nécessaire)
- Kligler-Hajna

Ensemencement d'E. P. & = conc. de NaCl

- Gram

- Etat frais
(- & partir dune oese de la suspension,

faire :
- 1 isolement sur GNA
- avec une pipette Pasteur boutonnée,
ensemencer :
< - une gélose VF
- avec une pipette Pasteur, ensemencer

pai;:é’gg::;spte e 0% NaCl 3% NaC 6% NaC 8% NaCl

- ADH, LDC, ODC en tubes

ou

- faire un isolement sur GNA
- ensemencer une galerie API 20E
- ensemencer ADH, LDC, ODC en tubes

Incuber la nuit (18-24 h) a 37°C.

Figure 6 : identification biochimique de Vibrio cholerae
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CULTURE SUR EPA ou
EPSA

6 a 8h d’incubation a
37°C

TEST OXYDASE

Pour les souches
Oxydase +

ECHANTILLONAGE

Eaux usées ou Selles

~,

TEST PHYSIOLOGIQUE

Sur milieu a concentration
croissante de NaCl 24h a 37 °C

ENSEMENCEMENT

Sur TCBS

Incubation: 18h a24h a 37°C

e

COLONIE SUSPECTEE

e

v

Recherche d’ADH, LDC, ODC, la
Nitrate réductase et la catalase

V. cholerae

l

Ensemencer une galerie

N

(Sérotype)

EPA: Eau peptonée Alcaline

EPSA : Eau peptonée hypersalée alcaline

TCBS : Thiosulfate Citrate Bile Saccharose

Api20E

Figure 7:Recapitulatif de la méthode d’isolement et
d’identification
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I-6-Pouvoir pathogene et Virulence

I-6-1-Pouvoir Pathogene
Le Pouvoir pathogéne se définit comme étant la capacit¢é d’un organisme de déclencher

une pathologie (dysfonctionnement d’un organisme) donnée.

Il a été découvert des 1970 que les infections dues a Vibrio cholerae ne sont pas I'apanage
des sérovars O : 1 et que les sérovars non O : 1 peuvent étre responsables d’infections
intra- ou extra-intestinales. Certaines souches sont responsables de simples diarrhées aigués
d’autres sont responsables de pathologic plus sévere (le choléra). Il y a que deux souches

(Sérogroupe O 1 et Sérogroupe 0139) qui sont responsables du choléra. [2]
Les agents responsables du choléra sont appelés les vibrions cholériques.

*Le cas du choléra
Les vibrions cholériques, responsable du choléra, population constituée de souches

appartenant & 2 serogroupes — O1 et 0139 — de I'espece V. cholerae. Ces souches se sont

adaptées a I'homme.

Le pouvorr pathogéne de la bactérie s’explique par la libération de la toxine cholérique

analogue a celle de la toxine LT d’E. coli et des pili de la bactérie.

La bactérie contamine les personnes saines par le biais des aliments contaminés (les
poissons, les fruits de la mer, les fruits et légumes).Le choléra peut aussi résulter d’une
contamination de personne a personne (voir Figure 9). La dose infectieuse déterminée
expérimentalement est de Pordre de 10® & 10'' bactéries. Elle est trés sensible a I'acidité
stomacale. Il a ¢ét¢ démontré que lorsqu’on neutralise l'acidit¢ stomacale par du bicarbonate
de soude, la dose infectante est de I'ordre de 10* & 10° bactéries seulement. Les germes qui y
échappent, arrivent au niveau du Dintestin gréle et se fixent a la partic proximale. lls
colonisent ainsi 'intestin gréle grace a diffrents facteurs de pathogénicit¢é comme la TCP
(Toxin coregulated pilu), les differents hémagglutinine, les facteurs accessoires de
colonisation. La toxine cholérique est produite lorsque la bactéric adhére a Iépithélum
intestinal par des pili (voir Figure 8). La conséquence est le passage de I'eau et des
électrolytes, des cellules vers la lumiére intestinale, pouvant atteindre jusqu’a 15 litres par
jour qui entraine une déshydratation sévere et mortelle. Les selles ne sont jamais sanglantes
sauf en cas d’association avec une autre pathologie comme une shigellose ce qui sous

entendra que les agents responsables ne sont pas invasifs. Le choléra se manifeste ainsi par

E
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de fortes diarrhées, des vomissements, des crampes, des yeux enfoncés dans les orbites

donnant I'aspect au visage une allure cyanosée. On ne remarque toutes fois pas d’élévation
de température.

A c6té de ces formes cliniques typiques, il existe de rares cas <<sec>> entrainant la mort
par collapsus sans aucune manifestation de diarrhée. [2], [12], [19], [20]

F/A 1° Arrivée de Vibrio cholerae 01 ou 0139 dans le duodénum

Lumiére (tolérance a I'acide, mobilité et chimiotactisme)
2° {;:v:;snfienfdua?eucr:\lsdnase) | 6° Dispersion de V. cholerae dans I'environnement
u , Mu
Mucus *

o
3° Adhésion (récepteurs spécifiques dont le TCP) et 5° Diarrhée trés importante

multiplication, générant une inflammation locale

4° Production in situ de toxines

Pole apical
(principalement la toxine cholérique CT)

d’eau et de sodium
Jonction étanche

Entérocytes

Protéine kinase A

AMPc
Protéine Gg

Pole basal
Adénylate cyclase

Figure 8 : étapes de la pathogenése de Vibrio cholerae (cas du choléra) [43]
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Réservoir environnemental Réservoir humain
et cycle interépidémique et cycle épidémique

Contamination interhumaine
eau, aliments
mains sales

D

b Contamination par 'eau ou
produits marins

N\ A
W
Facteurs climatiques

Prolifération du phytoplancton
Création d'un microenvironnement favorable
Transfert de genes de pathogénicité

Contamination du
milieu hydrique

\

Prolifération du zooplancton

+ colonisation par un biofilm i g
Formes viables Formes mobiles

non cultivables

Figure 9: cycle de la transmission du choléra dans I’environnement [44]

*Autres pathologies non cholérigque

D’autres souches de I'espece V. cholerae  appelées Non-O1 et Non-O139, interviennent
dans certaines pathologies humaines. Des souches Non —O1, Non O-139 ont été isolées dans
des cas de diarrhées, de septicémie (présence du pathogéne dans le sang), des infections
auriculaires et aussi dans certaines plaies. Les personnes saines sont contaminées par I'eau et

les aliments contaminés. [22]

Les facteurs de pathogénicité pour les souches Non-O1, Non-O139 sont actuellement mal
définis mais il s’est avéré que ces souches ne possédent pas le géne de la toxine cholérique
ainsi que I'dot de pathogénicitt CTX®M. Les souches Non-O1, Non-O139 ont une forte
activité¢ protéolytique, cytotoxique, entérotoxigue non cholérique. L’activité entérotoxique
intervient dans le cas des diarrhées non cholérigue qui se caractérisent contrairement au
choléra par une forte invasion et une Iésion de I'épithélium intestinal. La diarrhée serait dae
a une forte sécrétion de facteur de colonisation qui induit une forte accumulation de fluide
par un mécanisme actuellement mal connu. Ainsi les personnes atteintes de ce type de

diarrhée ont des crampes ainsi qu’occasionnellement de la ficvre. Quant a la cytotoxicité et
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la protéolyse, elles interviennent principalement dans le cas de septicémie et les infections
auriculaires. [2], [22], [23], [24].

Ainsi les souches les plus retrouvées sont : V. cholerae 0-10; 0-19; 0-15; 0-152 ; O-
26. [22]

I-6-2-Virulence de V. cholerae

La virulence est un facteur quantitatif du pouvoir pathogéne. Il existe du degré de virulence
trés variable au sein des différents sérogroupes de V. cholerae, ainsi que Iaptitude de
certains sérogroupes a engendrer une véritable épidémie, et va dépendre de la présence d’un
certains nombres de facteurs de virulence. Parmi ces facteurs, on distingue les facteurs de

virulences dits <<majeurs>> des facteurs de virulence dits <<accessoires>>. [35]

A- Facteurs de virulence<<majeurs>> chez V. cholerae

Les facteurs de virulences dits <<majeurs>>, retrouvés spécifiguement dans les
sérogroupes 01 et 0139 qui apparaissent étre principalement causatifs du caractere
hautement pathogene de ces sérogroupes capables de provoquer une épidémie. Un flot de
pathogeénicitt CTX (voir Figure 10 ),de 7a 9,7Kpb qui contient six génes, a été reconnu
comme étant responsable de la virulence chez les souches O : 1 et O : 139 : le gene
CtxAB (CtxA et ctxB, toxine cholérique), le géne zot (toxine Zonula ),le gene cep (Core
encoded pili ), le géne ace (accessory cholera enterotoxin ), le géne orfU (de fonction
inconnue ). Il s’agirait du génome d’un bactériophage filamenteux qui se trouve sous forme

de prophage. [29]
a)La toxine cholérique CT (Cholera Toxin) de V. cholerae

La toxine cholérique CT est une exotoxine, une protéine excrétée dans le milieu extérieur.
La toxine CT codée par le géne ctxAB localisé sur I'llot CTX.Les génes ctxA et ctxB
codent les deux modules A (deux domaines Al et A2) et B de la toxine CT. [36]

E
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ik A rstB phs cep plIICTY  aee zob cAR T e B D

P el -

RS2 Core opéron RTX

Phage CTX®

Figure 10 : structure du phage CTX et de 'opéron RTX chez V. cholerae. Les

fleches désignent le sens de la transcription

La sous-unit¢é B de la toxine CT se fixe a un récepteur spécifique, le GM1 ganglioside, la
surface des entérocytes (voir Figure 11). La Neuraminidase secrétée par V. cholerae
intervient aussi pour cette liaison en dégradant les autres gangliosides en ganglioside 1
(GML1). La sous-unité A2 est reliée a la sous-unit¢ B de fagon non covalente ; la sous-unité
Al est impliquée dans Plactivit¢ enzymatique toxique : elle catalyse I’ADP-ribosylation de
la protéine Gso qui active I'adénylate cyclase de fagon permanente non controlée, ce qui a
pour effet une augmentation de 'AMPc intracellulaire induisant une perte de contrdle du
flux ionique. A lissu de cette cascade réactionnelle, se produit une perte d’eau par les
cellules (principal symptéme du choléra), menant une diminution du volume intravasculaire,
a une hypotension, a une hypoperfusion des organes et dans les cas les plus séveres a la mort
du patient infecté. [35], [2]

.
I Bdembrane exterme I
@ Assemblage au niveau da
périplasime
F ]
I Membrane interme —+ I
Blodule Al L] .
MModnle &2 ') Sous-unite B
o O
o

== Opeéron cix
P oracd ol

Figure 11 : la toxine cholérique CT, expression, assemblage et excrétion. Les deux sous-

unités A et B de CT sont codées par les genes ctxA et ctxB localisés dans un méme opéron

E
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sous controle d’un méme promoteur (P). Les sous-unités A et B sont excrétes et assemblées

dans le périplasme puis excrétés dans le milieu extracellulaire
B) Le Toxin-Coregulated Pilus (CTP) chez V. cholera

Le TCP est un facteur de virulence clé dans le processus infectieux de V. cholerae a deux
titres : il s’agit d’un pilu de type IV, indispensable a la colonisation du tractus intestinal de
I’homme; par ailleurs, le TCP sert de récepteur au bactériophage filamenteux CTX®, codant
pour la toxine cholérique. La biosynthese de ce pilu requiert Pactivit¢ de quinze génes
regroupés dans 'opéron TCP, localisé sur le chromosome I. cet opéron fait partie intégrante
d’un ilot de pathogénicit¢é VPI (39,5 kpb) caractéristique des souches de V. cholerae a
'origine d’épidémies et de pandémies. D’autres éléments sont présent dans le VPI dont un
gene toxT, qui participe au systeme de régulation des genes de virulence chez V. cholerae et

un opéron (acfABCD) codant le facteur accessoire de la colonisation, ACF. [37], [38]

B-Facteurs de virulence<< accessoires>> chez V. cholerae

Différentes facteurs secondaires ont été décrits chez V. cholerae, a la fois dans les
sérogroupes O1 et 0139, mais également dans les sérogroupes non-Ol1 et non-O139,
responsables d’infections intestinales plus ou moins sévéres et du caractére plus ou moins

virulent des souches considérées.
a)-Autres Pilus

Le Pilus mannose-sensitive hémagglutinine (MSHA) semble également jouer un réle dans
la pathogénese de V. cholerae O1 El Tor. Par ailleurs, le Pilus MSHA peut participer a une
voie d’entrée TCP-indépendante du phage CTX®. [39].

B)-Les toxines de la famille RTX chez V. cholerae

La plupart des V. cholerae O1 El Tor et O139 portent des génes codant une autre toxine
qui appartient a la famille des RTX (repeats in toxin) hémolysine et leukotoxine. L’opéron
rtx code pour la toxine RTX (rtxA), pour un activateurs (rtxC) et un transporteur (rtxB et D)
La production de RTX est associée chez V. cholerae O1 El Tor et 0139, a un effet
cytopathogene lié a un arrondissement des cellules épithéliales humaines par

dépolymérisation des filaments d’actine du cytosquelette. Il a ét€ proposé que I'acquisition

j

de Topéron rtx dans ces deux sérogroupes O1 et O 139, participerait a leur émergence. [40],

[19], [2]




BIBLIOGRAPHIE

C)-Toxine cytolysine/hémolysine

V. cholerae biotype El Tor, ainsi que la plupart des souches non-O1, produisent une toxine
cytolytiqgue sécrétée dans le milieu extérieur : la toxine El Tor cytolysine/hémolysine. [41]
Cette toxine présente une activité entérotoxique et apparait contribuer a la pathogénése de
gastroentérites causées par les souches de V. cholerae ne synthétisant pas la toxine
cholérique. Cette entérite est codée par le gene hlyA, sous forme d’un précurseur prepro-
hiyA (de 79 KDa) maturé-hlyA (de 65 KDa), prepro-HIlyA (de 79 KDa) maturé-HIyA (de 65

KDa), la cytotoxine active.
d)-Les endotoxines ou LPS et la capsule chez V. cholerae

Contrairement aux exotoxines, les endotoxines regroupent les composés toxiques
structuraux de la paroi des bactéries Gram-négatives, appelés lipopolysaccharide (LPS),
dont leur toxicit¢ ne survient qu’apres avoir été libéré par la lyse cellulaire de la bactérie.
Les LPS servent notamment de barriere pour protéger les bactéries des stress extérieurs et
leur libération peut étre provoquée par la réponse immunitaire de ’hdte ou par un traitement
antibiotique. [32]

e)-Le biofilm bactérien chez V. cholerae

Le biofilm est une population ou une communauté de bactéries adhérant a une surface et
enrobée d’une matrice d’exopolysaccharides (EPS). D’ailleurs la lere étape de la formation
du biofilm passe par la synthése d’EPS qui apportera plasticit¢é au biofilm, résistance aux
agents antimicrobiens, a la phagocytose, aux espéces oxygénées réactives et a des conditions
nutritives limitantes. Chez V. cholerae, il a ét¢ montré que le flagelle agissait comme un
capteur mecanosenseur contrélant la synthése d’EPS a montré qu’un mutant non flagellé
produisait des EPS de facon non contr6lée et présentait in vivo une capacité de colonisation
réduite, mais également une diminution significative de la toxine CT et de TCP in vitro. Il
semblerait donc que la régulation du biofilm chez V. cholerae participe activement a la

pathogenese. [33]
f)-Régulation de la Virulence

Le mécanisme de la virulence ainsi que sa regulation ont été longuement étudies chez V.
cholerae. Il parait clair que la survie de la bactérie a I'intérieur de I'intestin gréle dépend de
la régulation de sa virulence. L’llot VPI serait I’élément responsable de la régulation de
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cette virulence. Cet flot contient un régulons (ensemble de geéne sous le controle d’un seul
régulateur) de la virulence (ToxR) et un groupe de géne qui intervient dans la colonisation.
ToxR, TcpP et ToxT sont des activateurs de transcription situés a I'intérieur de la
membrane interne. ToxR (wvoir Figure 12) dans certaines conditions d’osmolarité
(osmolarité faible) active les génes des pompes ioniques (ompU et ompT) ainsi que celui du
facteur ToxT. Ce dernier peut quant a lui étre activé par une température moyenne ainsi
quune faible concentration de sel biliaire. Le facteur ToxR R activerait la synthese de la
toxine cholérique ainsi que les nombreux facteurs de colonisation comme le gene tcp qui
gouverne la synthése des pili de colonisation. Parallelement la synthése des facteurs de

colonisation dépendrait fortement du mucus intestinal. [2], [25], [26]

Donc la virulence chez vibrio serait sous le contr6le de nombreux facteurs génétique
comme le régulons ToxR  qui module la virulence en fonction du stress environnemental.

Ainsi Posmolarité de la lumiére intestinale jouerait un rdle prédominant. [13]

Environmental Signal
pH, osmolarity, temperature, bile, amino acids,@

The ToxR Regulon

TCP @@@®©

@ Cholera Toxin

Figure 12 : régulation de la virulence chez Vibrio cholerae au niveau de la synthese de

la toxine cholérique
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I1-Bases Moléculaires de ’antibiorésistance chez Vibrio cholerae
11-1- Antibiotique

11-1- 1-Définition

Les antbiotiques sont des molécules a activit¢ antibacérienne.lls sont soit d’origine
biologique (provenant du métabolisme d’un microorganisme) soit semi-synthétique ou
synthétique. [27]

lls peuvent étre inhibiteur de la croissance bactérienne (dans ce cas ils sont appelés

molécules bacteriostatiques) ou responsable de la létalité bactérienne (Bactéricide).

Les antibiotiques ont la propriété d’interférer directement avec la prolifération des micro-

organismes a des concentrations tolérées par I’hOte.

11-1- 2-Mode d’action des antibiotiques

Les antibiotiques agissent sur des cibles bactériennes précises (voir Figure 13). Certains
alterent la structure des bactéries en inhibant la formation de leur paroi (cas des p-
lactamases, des glycopeptides, et de la fosfomycines, qui bloquent différentes étapes de la
voie de synthése du peptidoglycane). D’autres comme les aminoglycosides, les
tétracyclines, les phénicolés, les macrolides, les lincosamides et les treptogramines,  qui
se fixent sur le ribosome bactérien (sous unités 50S et/ou 30S), inhibant différentes étapes de
la synthése protéique. La synthése des acides nucléiques (ADN ou ARN) peut aussi étre
perturbée par les antibiotiques (cas des sulfamides, du triméthoprines, des Quinolones, des
rifamycines et des nitro-imidazoles). Par contre d’autres antbiotiques agissent sur la
membrane plasmique en perturbant le transport des nutriments (C’est le cas des
polymixines). Tout antibiotique a un spectre d’action au-deld lequel, la bactérie est dite

sensible et en deca, la bactérie est dite résistante. [27], [28]
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@ Inhibition de la synthése @ Inhibition de la synthése
de la paroi bactenenne de la membrane cytoplasmique

// AN

Inhibition de la A
synthése protéique @ Inhibition de la
synthése de I'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 13: mode d’action des antibiotiques

11-2-Mécanismes de résistance

Les bactéries peuvent ainsi étre sensibles ou résistantes aux antibiotiques en fonction de
leur caractéristique génetique. Différents mécanismes ont ainsi été décrits, la résistante peut
aller d’une modification de la perméabilit¢ membranaire a une modification de Daffinité
moléculaire.

On doit distinguer la résistance dite “’innée ou naturelle” (cas par exemple des
streptocoques qui, en raison de I'absence d’une chaine de transporteurs d’électrons, ne
peuvent assurer le transport actif des aminoglycosides a travers la membrane plasmique et,
de ce fait, résistent a ces antibiotiques), de la résistance dite “’acquise’’ apparaissant chez les

bactéries jusqu’alors sensibles aux antibiotiques. [27], [28]

11-2-1-Mécanisme de résistance innée ou Naturelle

La résistance naturelle est une forme de résistance a un antibiotique donné qui concerne
toutes les bactéries de la méme espéce (Exemple :  Le genre Proteus est naturellement
résistant a la colistine). La résistance naturelle est donc un caractére phylogeniquement
stable. Les bactéries Gram négatif, dont la proportion en peptidoglycane est faible, sont

naturellement résistants aux antibiotique de types “’glycopeptides .

-
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11-2-2-Mécanisme de résistance Acquise
Une souche bactérienne est dite résistante a un antibiotique donné lorsqu’elle est capable
de se développer en présence. Le support de telle résistance est génétique soit

chromosomique soit par acquisition de géne. [27]
*Mécanisme de résistance par mutation

C’est une modification brusque de I'’ADN transmissible héréditairement. La mutation est
naturellement rare et brusque mais elle peut étre provoquée par un facteur mutagéne comme
les rayons ultra-violet (U.V). Sur I'ensemble des mécanismes de résistance a un antibiotique,

la mutation représente 10 % seulement. [27]
*Mécanisme de résistance par acquisition de plasmide

Un plasmide est un ADN double brin extra-chromosomique, de taille variable
généralement circulaire, capable de s’auto-répliquer (réplicon) et de se transférer d’une
bactérie a une autre. Un plasmide peut contribuer a la résistance a un antibiotique ou a la
résistance a plusieurs antibiotiques. Les plasmides peuvent étre transférés d’une souche a

une autre par le mécanisme de la conjugaison. [27]

*Mécanisme de résistance par Transposon

Un Transposon est un géne mobile, appelé géne << sautant >>, codant pour une résistance
aux antibiotiques et qui possede des séquences d’insertion ce qui lui confeére la capacité de
se transférer d’un plasmide vers un chromosome, d’un chromosome vers un autre
chromosome, ou d’un plasmide vers un plasmide. Ainsi un élément génétique n’ayant pas de
promoteur peut se déplacer et se trouver vers une position génétique ayant un promoteur.
[27]

*Mécanisme de résistance par Integrons

Les mntégrons sont des systemes d’éléments génétiques capables de capter ou de perdre un
gene. Un intégron possede donc, principalement, un site d’attachement et un ou plusieurs
promoteurs. Les génes captés sont sous forme circulaire appelé cassette. Elles sont intégrées
par un mécanisme de recombinaison spécifique grace a une intégrase. Une cassette peut

ainsi renfermer un gene de résistance a un antibiotiqgue. Lorsqu’elle est captée par un
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intégron, grace au promoteur de I'intégrons, elle s’exprimera apportant ainsi la résistance a

la bactérie. [27]

11-3-Antibioreésistance chez Vibrio cholerae

Dans les traitements contre les infections a base de V. cholerae deux familles
d’antibiotiques sont principalement utilisées. Il s’agit des Tétracyclines, du Cotrimoxazole,
des Macrolides et des Quinolones. Dans le cas du choléra, le traitement par antibiotique a
pour but de diminuer le foyer d’infection car le traitement le plus urgent demeure la
réhydratation. Toutes fois, le traitement par antibiotique permettrait de diminuer le volume
de liquide libéré. [31] [48]

La résistance aux antibiotiques chez V. cholerae  est de plus en plus observable. Ceci
serait di a de nombreux mécanismes de transfert génétique. Toutes fois la résistance a un

antibiotique donné est relié a un mécanisme (et ou transfert) génétique donné. [45]

11-3-1-INTEGRON
Les intégrons sont des éléments génétiques de capture et d’expression des génes, capturés

sous forme de cassette. Dans la structure générale d’un intégron, on retrouve un géne codant
pour I'intégrase, un site d’attachement (att) et un (ou plusieurs) promoteur. Sur la base de la
séquence du gene int (codant pour I'intégrase), les intégrons sont actuellement divisés en
cing (5) groupes. Les bactéries pathogénes présentent généralement les intégrons de classe
1. [45]

Des souches de V. cholerae isolées au Brasil et au Vietnam présentérent un intégron de
classe 1.Cet intégron appelé gnr a été observé comme siege de la résistance a un
fluoroquinolone (Ciprofloxacine).Un autre intégron a été décrit aadAl intervenant dans la

résistance ala Streptomycine. [45], [31]

11-3-2-ELEMENTS CONJUGATIFS INTEGRATIF

Il s’agit d’élément génétique mobile et transferable par conjugaison. Ces éléments ont
ainsi d’étre mobile a I'intérieur d’un organisme et aussi d’apporter leur caractéristique a une

autre bactérie par le mécanisme de conjugaison.

Chez V. cholerae, un élément génétique particulier appelé élément SXT été décrit. 11 s’agit
d’une molécule d’ADN capable de s’intégrer au chromosome bactérien et aussi de se
déplacer a travers celui-ci L’¢lément SXT a la particularit¢ d’auto-circulariser lorsqu’il

n’est pas intégré au chromosome et d’étre transféré par conjugaison. Contrairement aux

j
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plasmides, il ne peut pas s’auto-répliquer ni s’auto-exprimer.Son excision, intégration et
conjugaison sont régules par un systtme SOS. La dissémination de cet élément serait
largement influencé par la ciprofloxacine qui agirait comme inducteur de la conjugaison

intra-spécifique.

L’¢élément SXT a été mentionné dans la résistance a plusieurs antibiotiques dont le
Sulfaméthoxazol-triméthoprime, la Streptomycine, le Chloramphénicol, la tétracycline
et ’érythromycine. [31], [45]

11-3-3-Les PLASMIDES

Chez V. cholerae, un plasmide apporté par E. coli K12 apporterait la résistance a la
tétracycline, a Tlampiciline, a la kanamycine, a la streptomycine, a la gentamicine ainsi
qu’au triméthoprines. Des souches de V. cholerae O : 139 isolées en Inde présentent une
résistance a la tétracycline, a Tampicilline, au chloramphénicol, & la gentamicine, a la
kanamycine, au sulfaméthoxazole et au triméthoprime. Ces résistances seraient dues & un

plasmide de 200 Kpb qui peut diriger sa propre transmission. [31], [45].

11-3-4-LES BETA-LACTAMASES A SPECTRE LARGE
Les béta-lactamases sont une famille d’enzyme capable d’hydrolyser un cycle a quatre

carbones présents chez les antibiotiques de la famille des béta-lactames.

La grande majorité des souches de V. cholerae résistant pour 'ampicilline possederait des
genes de la béta-lactamase. Celui-ci leur confere une grande résistance pour les antibiotiques

de la famille des béta-lactames. [45]

IHI-EPIDEMIOLOGIE DU CHOLERA

Sous sa forme moderne, I'épidémiologie se définit comme étant une discipline qui se sert
des méthodes quantitatives pour étudier les maladies dans les populations humaines et
éclairer les mesures de prévention et de lutte. Les premicres études sur I'épidémiologie et la
naissance du concept proviennent d’une étude sur le choléra a Londres par Docteur John
Snow. [46]

Lorsque la propagation d’une maladie infecticuse dans une population humaine s’effectue
a Déchelle mondiale, on parle de pandémie. Le choléra est une maladie fortement

pandémique, la souche de biotype classique a été longuement la souche responsable de cas
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de pandémie. Cette souche est celle décrite depuis I'apparition de la pandémie en 1817

jusqu’a 1961. Cette période a été caractérisée par six pandémies. [49], [20]

L’apparition en 1961 d’un nouveau biotype, biotype <<El Tor>>, sur I'lle Sulawesi en
Indonésie a marqué le début de la septieme pandémie. Nous sommes actuellement dans la
septieme pandémie qui continue de causer des épidémies saisonnieres dans la plupart des
pays en développement, et dans la huitiéme pandémie, suite a I'apparition d’un nouveau
sérogroupe pathogéne <<souche O : 139>> rapportée en Inde et au sud du Bangladesh.
[20]

En 2013, 47 pays ont notifie un total cumulé de 129 064 cas de choléra, dont 2102 déces,
soit un taux de létalité (TL) de 1,63%. Cela représente une diminution de 47% du nombre de
cas notifiés par rapport a 2012 et c’est la deuxiéme année consécutive que le nombre de cas

de choléra notifies est en baisse. En 2013,47 pays ont notifié des cas, contre 48 en 2012. [47]

Le choléra représente une charge estimative de 1,4 a 4,3 millions de cas, et de 28 000 a 142
000 déces par an. Toutefois, au cours des flambées, de nombreux pays notifient comme cas
de choléra de nombreux cas de diarrhée aqueuse aigué qui ne sont pas dus a Vibrio cholerae.
Les nombres réels de cas de choléra different donc des nombres notifiés. Des cas ont été
signalés dans toutes les régions du monde (Figure 14), dont 22 pays en Afrique, 14 pays en
Asie, 2 en Europe, 8 dans les Amériques et 1 en Océanie. Sur les 26 pays qui ont notifié des
déces par choléra, 17 étaient situés sur le continent africain, représentant 1366 déces (TL,
2,43%), ou 65% du total mondial, tandis que, dans les Amériques, la République
dominicaine et Haiti ont notifié 635 déces (TL, 1,04%) ou 30% du total mondial (Tableau
6). Des TL <1% ont été signalés par 4 pays et 17 autres ont signalé des TL allant de 1% a
5%. Des TL >5% ont été signalés dans 5 pays d’Afrique: la Guinée, le Mali, la République
du Congo (par la suite dans le texte, Congo), la Républigue Unie de Tanzanie (RUT) et la
Sierra-Leone (Tableau 6). Des cas importés ont été signalés dans les Amériques, en Asie,
en Europe et en Océanie (Figureld, Tableau 6). En 2013, 47,3% des cas notifiés (60 763)
avaient pour origine une flambée en cours en Haiti et en République dominicaine, ayant
débuté en octobre 2010. Un total de 56 329 cas a été signalé en Afrique, soit une baisse de
52% par rapport a 2012 (117 570 cas). En 2013, les cas notifiés en Afrique ont représenté
43,6% du total, soit une faible proportion par rapport au pourcentage de 93% a 98% du total
des cas signalés pendant la période 2001-2009. Cette moindre proportion de cas en Afrique

est observée depuis 2010 et est liée a une baisse importante du nombre de cas sur ce
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continent depuis 2011 ainsi qu’a la flambée qui se poursuit sur I'lle d’Hispaniola. Le

continent asiatique a signalé une augmentation de 57% par rapport a 2012 (7367) avec 11

603 cas notifiés, représentant 9% du total. [47]

Map | Countries reporting cholera deaths in 2013
Carle | Pays ayant déclaré des décés dus au chaléra en 2013

# Imparted cholera cases = Cas de choléra importés
Deaths - Déces
-6
[ ER]
I 100-500 0o im
[0 Data not available - Donnies non disponibles

Figure 14: répartition géographique du choléra dans le monde selon 'OMS
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Tableau 6 : répartition mondiale des cas de choléra

Total no. of cases
(including imported

ek e o v o i ik DR
{incluant cas
importés et décés)
Africa - Angola 6655 36 1.29
Afrique Benin - Bénin 528 6 1.14
Burundi 1557 17 1.09
Democratic Republic of the Congo — 26044 491 1.82
Républigue Démocratigue du Conga
Congo 1624 | 1361
Cate d'lvoire 56 2 357
Cameroon — Camergun 29
Ghana 50
Guinea — Guinée Elk] 32 10.03
Guinea-Bissau — Guinée-Bissau 969 28 2.89
Liberia — Libéria a2
Mali 23 2 870
Mozambigue 1869 19 1.02
MNamibia - Namibie 3
Niger 585 13 222
Migeria — Nigéria ] 229 347
Sierra Leone 377 32 549
Somalia — Somalie 6854 140 2.04
Togo 166 4 2.4
United Republic of Tanzania — 270 17 6.30
République-Unie de Tanzanie
Uganda - Ouganda 748 7 381
South Africa - Afrique du Sud 1
Total 56329 1366 2.43
Asia — Asie Afghanistan 3957 14 0.35
China = Chine 53 2 1 1.89
India — Inde 6008 54 0.90
Irag 1
Iran {Islamic Republic of) - 156 m 7 273
Iran {Républigue Elamique d)
Israel — |srasl 1 1
Japan — lapon ] 3
Malaysia — Malaisie 1m 7 1 0.58
Myanmar 33
Philippines G
Pakistan 1069 3 2.15
Republic of Korea = Républigue de Corde 3 3
Singapare — Singapour 2 2
Thailand - Thailande 8

Total 11576 299 100 0.86
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Total no. of cases
(including imported
Region = _ cases/deaths) =  No.of imported cases - Mo. of deaths - _
Region Country - Pays Mombre total de cas Nombre de cas importés  Nombre de décés CFR% - TL (%)
(incluant cas
importés et décés)
Europe Italy - Italie 1 1
United Kingdom — Royaume-Uni ] &
Total 7 7
Americas -  Canada 1 1
Amériques . 2 2
Cuba 18
Dominkcan Republic - République 1954 42 215
Dominicaine
Haiti - Haiti 58809 503 1.01
Mexico - Mexigue 187 1 0.53
United States of America - Ftats-Unis 14 12
d"Amérique
Venezuela (Bolivarian Republic of) - q 4
Venazuela (République bolivarienne du)
Total 61152 19 636 1.04
Oceania—  Australia - Australie 3 2
Ocdanie
Total 3 2
Grand Total 129064 325 1102 1.63
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Matériel et Méthodes

I-Matériel

I1-1-Matériels Utilisés
Etuves a37°C

Portoirs

Bec Bunsen

Anse de Platine

Pince

Four & Pasteur

Bain Marie

Tubes a essais stériles
Flacons stériles
Distributeurs d’antibiotiques
Lames et Lamelles
Pipettes pasteur

Microscope optique

ﬂ
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I-3-MILIEUX DE CULTURE (Annexe 2)

*Eau Peptonée Hyperalcaline

*Gelose Nuitritive

*Gélose Nutritive Alcaline —GNA

*Le milieu TCBS —Thiosulfate Citrate Bile Saccharose
*Gelose Mueller-Hinton

*Bouillon nutritif

*Bouillon Nitraté

*Milieu Kligler-Hajna (KIA)

*Milieu Mannitol-Mobilité

*Milieu Citrate de Simmons

*Milieux moéler (Témoin, ODC, LDC, ADH)
*Eaux distillée stérile

*Milieu Urée —indole

*Huile de Vaseline

*Huile de paraffine

I1-4-Réactif (annexe 3)

Réactif de Kovacs
Réactif VP | Alpha naphtol a 6%

Réactif VP 11 KOH a 40%

Nitrate réductase | acide sulfamilique (en solution a 8 ° /o, en acide acétique 5N)

Nitrate réductase 11 Naphtylamine (en solution a6 °/,, enacide acétique 5N)

Réactif TDA solution de per chlorure de fer
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II-METHODE

I1-1- Lieu de prélévement
Les prelevements ont été faits a partir des eaux usées au niveau de ’Oued Boumerzoug (figure 15) a
Chaébat Erras a Constantine a des périodes différentes.
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Figure 15 : Lieu de prélevement dans I’Oued Boumerzoug

I1-2- Période de prélévement
Un prélevement par semaine a été fait durant la période (21/04/2015 au 01/06/2015) avec des
échantillons de 200 ml d’eau dans des flacons stérilisés au préalable.

11-3- Transport des prélévements

Le transport au laboratoire des échantillons, a été effectué dans une glaciére contenant des

accumulateurs de glace.

I1-4-Enrichissement, isolement et identification

Les bactéries de genre vibrion sont des bactéries rares dans I’environnement et de fagon générale leur

isolement se passe par un enrichissement afin d’augmenter la probabilité d’existence de la bactérie.

11-4-1-Enrichissement

A cet effet comme I'espéce Vibrio cholerae est une bactérie halotolérant et alcalinophile, ces
caractéres ont été utilisés pour la préparation de son milieu d’enrichissement. Des échantillons d’eau
de 200 ml ont été enrichis dans de I’eau peptonée alcaline hypersalée (& hauteur de 10% de
I’échantillon) pendant 24h a 37 °C.

11-4-2-1solement et identification
¢ Isolement

34
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L’isolement a été effectué sur trois milieux nutritifs gélose nutritive (GN), gélose nutritive alcaline
hypersalée (GNA);le milieu au Thiosulfate Citrate Bile Saccharose (TCBS), puis incubés a 37°C
pendant 24 heures.

s Examen macroscopique

Les colonies suspectes c’est-a-dire des colonies << Smooth>> , lisses, plates, & bords réguliers, 2 a 3
mm de diamétre, faiblement convexe, non irisées en transillumination oblique, brillantes et surtout
transparentes sur gélose alcaline ou sous forme de colonies jaune brun de 2 a 3 mm de diametre sur
milieu TCBS ont été identifiées.

K/

< Examen microscopique

L’examen microscopique se termine par une coloration de Gram (Annexe 1), montrant les caracteres

morphologiques (Gram, bacilles fins incurvés)
% ldentification biochimique

L’identification biochimique en réalité, constitue la grande partie de la recherche. Les parties
précédentes étant des maniéres a améliorer un bon déroulement de cette derniére, elle a été réalisée a
partir des cultures pures, une colonie suspecte a été suspendue dans de I’eau distillée stérile dans des

conditions aseptiques afin de réaliser une suspension bactérienne.

Avant d’effectuer la galerie Api20E nécessaire pour confirmer I’espece, nous avons réalisé des tests

présomptifs de I’espéce Vibrio cholerae.

Recherche d’oxydase :

Le disque de papier filtre imprégnés de réactif : I'oxalate de N-dimethyl paraphenyléne
diamine, qui est incolore sous forme réduite et rouge-violet sous forme oxydée a été utilisé.
Un disque est placé sur une lame et imbibé d’une goutte d’cau distillée stérile et une parcelle
de la culture est déposée a sa surface.

Recherche de catalase :

La catalase permet la dégradation de I’eau oxygénée qui résulte de I’oxydation. Une goutte
d’eau oxygénée a 10 volumes est placée sur une lame et un peu de culture en milieu solide y
est repartie : un dégagement gazeux abondant sous forme de mousse ou de bulles traduit la

décomposition de I’eau oxygénée sous I’action de la catalase.
Recherche des Décarboxylases : ADH (arginine dihydrolase), LDC (lysine décarboxylase), ODC
(Ornithine décarboxylase)

La suspension bactérienne a été ensemencée sur chacun des trois tubes ; un tube

témoin ne contenant aucun des acides aminés n’a aussi été ensemencé. Une condition
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anaérobiose a été créée en recouvrant la surface du milieu de paraffine. Tous les tubes
ont été incubés a 37°C pendant 24 heures.

Testde la Nitrate réductase

Ce test consiste a mettre en évidence la présence ou non des nitrites dans le milieu de
culture. On met une ou deux gouttes dans du bouillon nitraté cultivé pendant 24h a
37°C.S’ils sont présents, ils donnent colorée rose en présence d’acide sulfanilique et
d’a-Naphtylamine. Ces réactifs portent le nom de réactifs de Griesss.

Testde Mannitol Mobilité

On aensemencé a partir d’une culture jeune, par piqlire directe un tube contenant
du milieu Mannitol mobilité (gélose mole).

Les colonies isolées sont repiquées sur gélose nutritive, incubées a 37 °C pendant
24h.

+ Galerie API20E

L’identification est ensuite complétée par ensemencement sur galeric APl 20E (appareil
pratique d’identification) : la galerie API 205 comporte 20 microtubes qui contiennent chacun

un milieu déshydraté different.

On préleve une colonie bien isolée sur gélose nutritive et on réalise une suspension
homogéne dans 5 ml de medium. On inocule la galerie selon la méthodologie recommandée
par la notice technique. Les réactions produites pendant la période d’incubation (24h a 48h a
une température de 35°C) se traduisent par des virages colorées spontanées ou révélés par
I'addition des réactifs. On fait la lecture et on interprete en se référant au catalogue API 20E

(annexe 4).
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Résultats

RESULTATS
I-Enrichissement :

Apres incubation a 37 °c pendant 24H, le milieu EPA a présenté un voile a la surface

I1-Aspects culturaux

11-1-Aspect Macroscopique :

*Sur GNA, plusieurs colonies de tailles variables entre 1-3 mm de diametre se sont formées

de couleurs transparentes, laiteuses et blanches présentant des aspects différents.

Figure 16 : Aspect des colonies sur milieu GNA
*Sur le milieu TCBS, les colonies présentent les aspects suivants :
- des colonies jaunes plates, de 2 — 3mm de diametre,
- des colonies jaunes a centre noir de méme taille

-des colonies minuscules vertes
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Figure 17 : Aspect des colonies sur milieu TCBS

NB : A partir de chaque colonie présomptive, nous avons réalisé une coloration de Gram et le

Test de I'oxydase.
11-2-Aspect Microscopique :

La coloration de Gram révele de petits bacilles a Gram négatif plus ou moins incurvés.
I11-Test de P’oxydase :

Le test positif est révélé par la coloration violette sur le disque d’oxydase.

Figure 18 : Révélation du Test d’oxydase

NB : Quatre souches ont été retenues.
IV-Test de la Catalase :

Le contact des colonies avec de I'eau oxygénée montre un dégagement gazeux sous forme de
bulles.
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Figure 19 : Résultat du Test de catalase

V-Recherche des Décarboxylases : (ADH, LDC, ODC)
Le Résultat positif est révélé par le virage au violet des tubes. (Tableau 7)

Tableau 7 : Résultats du test des Décarboxylases

Souches ADH LDC oDC
Souche Bl - - -
Souche 1 + - +
Souche 2 + - -
Souche 3 + - -

VI-Test de Nitrate Réductase

Le résultat a donné une coloration rose pour les colonies suspectées.
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Figure 20 : Résultat du test nitrate réductase
VI-Test Mannitol Mobilité
Le test Mannitol-mobilité a donné des résultats variables.

Tableau 8 : Résultat du test Mannitol -mobilité

Souches Résultat
Souche 1 -
Souche 2 +
Souche 3 -
Souche Bl +
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VIll-ldentification par Galerie Api20E :
Les résultats obtenus sont les suivants

Souche 1:a ADH +, ODC et CIT+, UREE + correspond a Enterobacter cloaceae selon le

catalogue des résultats.

Figure 21 : galerie Api20E de la souche 1

Souche 2 :avec un résultat positif 8 ONPG, ADH, CIT, IND, VP, GEL, MAN, INO,
SAC et ARA ; correspond a Citrobacter frendii.

Figure 22 : Galerie Api20E de la souche2

Souche3 : avec son caractére visible de bactérie non fermentaire a ADH+, CIT+ correspond a

Pseudomonas spp dans le catalogue Api20E.
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Figure 23 : Galerie Api20E de la souche 3

Souche B1: Seule ADH négatif parmi les quatre souches, elle estde NO; +, IND -, CIT - ;
correspond a Pasteurella spp

Figure 24 : Galerie Api20E de la souche Bl
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Interprétations et Discussion

Sur un total de quatre échantillons prélevés des eaux usées d’Oued Boumerzoug,

I'enrichissement a présenté un voile évoquant la bactérie Vibrio cholerae.

Le milieu TCBS a présenté une bonne selectivité que le milieu GNA. Comparativement a la
gélose nutritive alcaline, qui a permis a de nombreuses colonies de cultiver. Nous

préconisons d’utiliser le milieu TCBS, plus sélectif, pour faciliter la recherche

L’observation microscopique apres la coloration Gram et la recherche de de I'oxydase sont

fondamentales pour orienter I'identification des vibrio.

Les résultats de la catalase et des décarboxylases nous aident dans I'orientation vers le genre
Vi brio.

Les résultats de [Iidentification obtenus des quatre souches montrent qu’elles sont des
bacilles a Gram négatif, oxydase positive, catalase positive avec des variations quant aux
décarboxylases. La nitrate est positive pour toutes les souches par contre le test mannitol

mobilité est variable.

Cependant, les vibrio sont ADH, LDC, ODC variables. Ce qui est en accord avec nos

résultats.

L’identification sur galerie Api20E a réwvele: Pseudomonas spp, Pasteurella spp,
Enterobacter cloacea et Citrobacter freundii.

Cependant sur les quatre échantillons, on note I'absence de Vibrio cholerae. Ce qui pourrait

s’expliquer par un certain nombre d’hypothese.

Une absence effective dans les eaux usées de 'Oued Boumerzoug. L’Oued Boumerzoug se
trouve dans une région démographiquement dense. Puisque les eaux usees sont les réservoirs
des rejets domestiques, elles peuvent ainsi renseigner sur la persistance d’un germe pathogéne
causatif d’une maladic diarrhéique dans une population. Par ailleurs les travaux rapportes par
GUEGAN [20], qui rapporte que la septiéme pandémie a épargnée I’Algérie jusqu’en 1971,
signalée a Tlemcen. Le choléra existe ainsi dans certaines régions (Nord-Ouest) selon un

modele endémo-épidémique. L’absence du germe pourrait aussi s’expliquer par la mise en
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place d’un programme National de Lutte contre le choléra qui aurait permis I'éradication de

la maladie dans la population. [50]

Les travaux de Thierry Dutoit [49] rapportent que les eaux usées de 'Oued Boumerzoug,
présentent une concentration moyenne en oxygene (4,5 mg /) et une température moyenne
annuelle de 17,4 °C. Ces facteurs physico-chimiques peuvent étre un obstacle pour la bonne
prolifération des germes. Dans les conditions compétitives et ou défavorables, vibrio
cholerae peut passer dans un état viable non cultivable. 11 se trouve dans I’environnement

mais perd la capacité de pousser dans un milieu bactériologique simple.

Les données épidemiologiques rapportées par TOMS concernant I’absence de cas récents de
choléra en Algérie se basent principalement sur les données cliniques. Notre travail est un
¢lément confirmatif des données de 'OMS car il a été rapporté que dans certains pays (cas du
Maroc) les données des autorités sanitaires ne sont pas conformes aux données du terrain.
[20]

Enfin nous dirons que I’émergence du choléra dans la ville de Constantine est dans une

situation controlée.

44



<)

CONCLUSION




Conclusion

Conclusion

Vibrio cholerae est une bactéric d’origine hydrique ayant comme réservoir les eaux polluées
environnementales en période inter-épidémique et essentiellement inter-humaine en période
épidémique.  Fortement contaminatrice des eaux, Vibrio cholerae entraine des maladies
diverses dont le choléra, elle est constituée de souches tres variees en fonction de leur
virulence. La recherche et I'isolement de Vibrio cholerae dans les eaux usées constitue une
méthode importante de surveillance de Papparition des souches donc de nouveaux porteurs
dans la zone. C’est une premicre étude qui nous a permis de constater I'absence de cette
souche dans les eaux usées d’Oued Boumerzoug de Constantne (Algérie). Ce qui est en
concordance avec le dernier rapport de 'OMS, de plusieurs travaux réalisés en Algérie, et la

mise en place d’un programme de lutte contre le choléra.
Nos perspectives seraient :

- D’étaler notre étude sur une large zone (plusieurs sites) pendant une période
longue avec plusieurs prélevements.

- D’étudier d’autres eaux notamment les eaux marines, saumatres et
estuariennes.

- Déterminer les sérotypes

- Déterminer leur antibiorésistance et les comparer avec des souches cliniques

isolées dans des pays endémo-épidémicue.
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ANNEXE 1: COLORATION DE GRAM

1. Prélevement:

e A partir d'une culture liquide : prélever un aliquote de suspension a I'anse (ou a la pipette
stérile) aprés avoir homogénéisée le milieu

e A partir dun milieu solide : réaliser une suspension en eau physiologique a partir d’'une
culture jeune et prélever un aliquote de suspension a 'anse de platine (ou a la pipette
stérile)

e A partir de produits alimentaires ou biologiques : prélever un aliquote du produit (dilué ou
non) a I'anse (ou a la pipette stérile) aprés avoir homogénéisée le milieu

2. Reéalisation du frottis:

Etaler sur 1 & 2 cm par un mouvement circulaire en partant du centre de la
lame .

Le frottis réalisé doit étre :
- MINCE et HOMOGENE, étendu sur la lame sans toucher les bords

- Réalisé sur une lame PROPRE et DEGRAISSEE, une goutte d'eau
déposée en surface doit s'y étaler complétement.

3. Séchage:

- a la température du laboratoire, si possible

- ou bien a chaleur douce : platine chauffante a 37° ou au-dessus de la veilleuse du bec
bunsen, a hauteur suffisante. NE JAMAIS CHAUFFER BRUTALEMENT

4. Fixation :

But : tuer les bactéries, fixer leur structure cytologique, et les faire adhérer a la lame.

e Fixation par la chaleur :

- a utiliser seulement pour les frottis effectués a partir de cultures bactériennes

- passer la lame -frottis situé sur le dessus- dans la flamme chauffante,

LENTEMENT et 3 a 4 fois de suite (attention de bien tenir la lame avec une pince) et
laisser refroidir.
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e Fixation par l'alcool : employé quel que soit le produit traité.

- recouvrir la lame pendant 5 min avec de l'alcool puis rincer a 'eau déminéralisé et
égoultter le frottis avant coloration.

5. Coloration :

Principe : La coloration permet de distinguer les bactéries GRAM + des GRAM — gréce a
leurs differences de nature de paroi.
MODE OPERATOIRE
|ETAPES TEMPS PRINCIPE
Le colorant violet pénetre dans
- Recouvrir la lame de cristal violet ou violet les cellules bactériennes
de gentiane
COLORATION 1 minut
minute
PRIMAIRE - Rincer a I’eau distillée et récupérer le cristal
violet dans un bécher (ne pas le jeter dans le
bac a coloration)
) Il se forme un complexe
- Recouvrir de Lugol chimique entre le violet et le
MORDANCAGE 1 minute Lugol qui fixe le violet et colore
- Rincer a I’eau distillée et ’égoutter le C}/FOplasm_e de toutes les
bactéries en violet.
Lalcool dissout le violet
de gentiane, si la paroi
bactérienne est perméable
a lalcool (les lipides sont
- Tenir la lame inclinée et faire couler pendant dissous par Tlalcool),
guelgues secondes de lalcool a 95° jusqu'a celui-ci pénetre dans les
écoulement incolore. 5 secondes bactéries et decolore,@ur
DECOLORATION environ cytoplasme : les bactéries
deviennent incolores.
- Rincer immédiatement a I’eau distillée et
égoutter Si les bactéries ont une paroi
imperméable a lalcool (épaisse
et sans lipides), elles restent
colorées en violet et elles sont
dites GRAM + ou positif.
La fuschine recolore en rose les
- Recouvrir la lame de fuschine bacteéries précédemment
COLORATION 1 minute décolorées : les bactéries Gram
SECONDAIRE — ou négatif.
- Rincer a I’eau distillée
- Egoutter entre 2 morceaux de papier-filtre et
SECHAGE g pap

laisser sécher
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ANNEXE 2 : Milieux de Culture

Milieu Eau peptonée hypersalée alcaline

Peptone .........ccevviiiiieiieeeeeeeeseeieeeeeeenn.. 30 O

NACE oo 30 g/l

Ajuster le pHa 8,4 £ 0,2 (& 25 °C) avec une solution d’hydroxyde

Milieu GELOSE NUTRITIVE

extrait deviande ... 1,09/
extrait delevure ...... ... 2.5 g/
PEPIONE L 5,0 g/l
chlorure desodium ..., 5049l
AGAr e 15,0 g/l
DH o 7,0

Milieu Gélose nutritive alcaline

PEPLONE ....oiviiniii 20 g/l
AGAT 15 g/l
Chlorure de sodium ...........ccooovviiiiiiiiiiniiieenen.. 59/l

Ajuster le pHa 8,2 +0,2 (a 25 °C) avec une solution d’hydroxyde de sodium.


zim://A/A/Extrait%20de%20viande.html
zim://A/A/Levure.html
zim://A/A/Peptone.html
zim://A/A/Chlorure%20de%20sodium.html
zim://A/A/Agar-agar.html
zim://A/A/Potentiel%20hydrog%C3%A8ne.html
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Milieu thiosulfate-citrate-bile-saccharose (TCBS)

Peptone .......ooooiiiiiiiiii 10 g/l

Extrait delevure ..............ccooeiiiinanl. 501

Citrate de sodium ..................ccceeenee. 10 g/l

Thiosulfate de sodium ........................ 10 g/l
Chlorure desodium ...................oc.eel. 10 g/l
Bile deboeuf ...l 8 g/l
Citrate ferrique ..........ccooevviiiiiiiiinin.n. 1yl
Saccharose ...........occoceviiiiiiiiiiiiiinn, 20 g/l
Bleu de bromothymol ..................... 0,04 g/l
Bleu de thymol .......................l. 0,04 g/l
AAr 14 g/l

Contrbler le pH qui doit étre 28,6 + 0,2 (225 °C + 2)

Milieu Mannitol-Mobilité

Peptone .......cooiiiiiiiii 20 g/l
Nitrate de Potassium .....................oc.eee. 19l
Mannitol ... 2 g/l
Rouge de Phénol a 1% .........coeeiiiiniin.n. 4ml
AGAr 4 g/l
pH=8,1
Milieu Citrate de Simmons
Sulfate de Magnésium .....................eee. 0,2 g/
Phosphate monoammoniaque, .................... 19l
Phosphate dipotassique ..............c.cooevvinnnnn. 1g/l
Citrate de Sodium ............ccoovviiiiiininnnn.. 2 g/
NaCl 59/
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Agar

Milieu Moéller

Peptone ...
Extrait de Viande ..................
Pourpre de bromocrésol ............
Pyridoxal —.................ooell.

Glucose i
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Bouillon Nitraté

Infusion coeur-cervelle....................... 25,0 g/l
- Nitrate de sodium................. .c..ooeeee. 10,0 g/

pH=7,2



ANNEXES

ANNEXE 3 :REACTIFS UTILISES

Réactif de la recherche de I’oxydase

Disques mprégnés d’une solution a 1% de chlorhydrate de

Tétraméthylparaphénylenediamine.

Réactif de Kovacs

-P-dimethyl aminobenzaidéhyde .........................ll 79/l
-Alcool amylique ... 75 mi
-Acide chlorhydrique concentré ................ccoiiiiiiiiiiiiiiinns. .20 ml

Réactif de VVoges-Proskauer

VP |

- Hydroxyde de Potassium — .............ccoiiiiiiiiiiii 40 g/l

SBAU. 100 ml
VP 11

—a-naphtol Lo, 69/l
SEthanol ... 100 ml
Réactif TDA

-Perchlorure defer ... ... 3449/
-Eau distillée stérile ... 100 ml

Réactif pour la recherche de la Nitrate réductase (NR)
Réactif |
-Acide sulfamilique ... 08 g/l

-Acide Acétique BN ... 100 mi
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Réactif 11

-Naphtylamine. ... 0,5 g/l
-Acide acétique SN ... 100 ml
Solution de ’eau oxygénée a 10 % :

-Eau oxygénée all0V 0,5ml

Bau distillée......oo 14,5 ml
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ANNEXE 4 : Tableau d’identification de la galerie Api20E

TABLEAU DES RESULTATS — INCUBATION DE 18 A 24 HEURES

REACTIONS
TUBE POSITIVE NEGATIVE COMMENTAIRES
Une teinte jaune pdle est souvent
ONPG Jaune Incolore obtenue, la considérer comme une
réaction négative.
ADH Rouge ou orange Jaune
LDC Rouge ou orange Jaune
oDC Rouge ou orange Jaune
CIT Turquoise ou Vert pale ou La lecture se fait dans la partie supérieure
bleu foncé jaune de la cupule {en aérobie).
H.S Dépdt noir Aucun dépdt noir
URE Rouge ou orange Jaune
) Ajouter 1 goutte de chlorure de fer & 10%.
TDA Brun-rouge Jaune Lire immédiatement la réaction.
IND Anneau rouge Jaune A]nl.'lterll gputte' d_u réactif de James. Lire
la reaction immediatement.
’ . Ajouter 1 goutte de KOH & 40% puis 1
VP Rose foncé ou rouge Incolore ou rose pale | goutte d'alpha-naphthol & 6%. Lire la
réaction aprés 10 minutes.
e L La repartition des particules solides a
GEL Diffusion du pigment Aumirr:ecéfgf:m"' travers la cupule doit étre considérée
comme une réaction négative.
La fermentation des sucres commence
GLU . P
dans la partie la plus anaérobique du
MAN . L .
INO mlcrot_ube (parpe inférieure). Il faut lire
SOR ces reactions a partir de la base de la
~ cupule vers le haut. Une couleur jaune au
2:2 Jauine Eieul ou bieuvert fond indigue une réaction positive.
MEL
AMY

ARA
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Résumé

Les eaux usées constituent un milieu aquatique rassemblant |'essentiel des rejets domestiques. Les eaux
usées constituent donc un réservoir important pour la prolifération des microorganismes. Sa constitution
en microorganismes pathogenes peut renseigner sur la persistance de ces derniers dans la population.

Vibrio cholerae estune bactérie aquatique pathogéne pouvant étre retrouvé au niveau des eaux usées.

Responsable du choléra, maladie pandémique, Vibrio cholerae peut persister dans I’environnement
aquatique .Dans les conditions favorables, elle pourra déclencher une épidémie.

Notre travail s’inscrit dans la recherche de la bactérie dans les eaux usées de I'Oued Boumerzoug, les
résultats nous renseignerons de I’état de la bactérie dans les eaux usées de I’Oued.

La bactérie a ainsi été recherchée selon la méthode conventionnelle de la recherche de Vibrio cholerae
dans un laboratoire de bactériologie.

Nos résultats rapportent une absence de la bactérie dans les prélevements effectués.

Ce résultat a ainsi été en concordance avec les travaux déja réalisés qui stipule que les caractéristiques
climatiques et géographique d’Oued Boumerzoug ne favorisent pas la survie de Vibrio cholerae.

Ainsi, les données de I'OMS concernant I'absence des cas de choléra en Algérie (donc absence de cas a

Constantine ) peuvent étre affirmés.
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