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Résumé

Le choléra est une maladie diarrhéique, contagieuse strictement humaine, dont
I’agent pathogene est une bactérie a Gram négatif, appartenant aux sérogroupes O1 ou 0139

de I’espéce Vibrio cholerae, c’est une cause majeure de mortalité dans le monde.

Notre étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’hygiéne de la Wilaya de
Constantine, durant une période allant du 15/02/2020 au 19/03/2020. Elle a porté sur cing
prélevements d’eaux usées prélevées dans Oued Rhumel, Oued Boumerzoug et dans la
STEP d’Ibn Ziad. Le but de cette étude, est la recherche et I’identification des vibrions
cholériques dans ces eaux. Nous avons utilisé les méthodes bactériologiques classiques, de
diagnostic de la bactérie. Ces méthodes reposent sur I’enrichissement, sur eau peptonée
alcaline, un isolement sur milieu sélectif GNAB et une identification par des caractéres

biochimiques.

Les principaux résultats de notre travail de recherche, ont révélé la présence de deux
souches de Vibrio, réparties successivement dans Oued Boumerzoug (B) et Oued Rhumel
(C), qui se sont avérées des (NAG). On note également, une sensibilité de ces souches de
Vibrio a la Colistine. Nos résultats ont aussi révelé, la présence d’une troisiéme souche,
dans la STEP d’lbn Ziad (E), qui appartient au genre Aeromonas et qu’on la rapproche de
I’espéce A. hydrophila.

Mots clés : Choléra, Vibrio cholerae, eaux usées, Oued Rhumel, Oued Boumerzoug,

STEP d’lbn Ziad, méthodes bactériologiques.
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Abstract

Cholera, strictly contagious to humans, whose pathogen is a Gram-negative
bacterium belonging to the serogroups O1 or 0139 of the Vibrio cholerae species, is a

diarrheal disease. It is a major cause of mortality worldwide.

Our study was carried out at the level of the hygiene laboratory of the Wilaya of
Constantine during a period going from 15/02/2020 to 19/03/2020. It covered five samples
of waste water taken in Oued Rhumel, Oued Boumerzoug and in the STEP of Ibn Ziad. The
aim of this study is the search and identification of Vibrio cholerae in this water. We used
the classical bacteriological methods of diagnosis of the bacterium. These methods are based
on enrichment on alkaline peptone water, isolation on selective medium GNAB and

identification by biochemical characters.

The main results of our research work have revealed the presence of two strains of
Vibrio, distributed successively in Oued Boumerzoug (B) and Oued Rhumel (C) which were
found to be (NAG). We also noted a sensitivity of these Vibrio strains to Colistin. Our results
also revealed the presence of a third strain in the STEP of Ibn Ziad (E), which belongs to the

genus Aeromonas and is related to the species A. hydrophila.

Key words: Cholera, Vibrio cholerae, waste water, Oued Rhumel, Oued Boumerzoug,
STEP of Ibn Ziad, bacteriological methods.
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Introduction

Les eaux usées sont fortement chargées en polluants et en contaminants divers, ce
qui engendre un probleme de risque sanitaire. La composition de ces eaux est extrémement
variable, principalement par des microorganismes pathogénes. Ces derniers ont des effets
divers sur la santé, ils causent des infections bénignes, comme les gastro-entérites et les
maladies mortelles comme le choléra (Baumont et al., 2004). L’OMS estime que, I'eau usée
est a l'origine de 9,1 % des maladies et de 6 % des déces enregistrés chaque année dans le
monde (Aubry et Galizére, 2012).

Le choléra est une maladie infectieuse, redoutable, mortelle, la plus foudroyante. Elle
constitue une menace et un probléme de santé publique. Elle a été la premiére maladie
pestilentielle & faire I’objet, dés le XI1X®™ siécle, d’une surveillance internationale. Ce fléau
garde jusqu’aujourd’hui sa modernité et continue a faire des ravages. Cependant I’ Algérie a
connu une petite épidémie passagere en 2018 a Alger. L’OMS estime que le bilan véritable
de la maladie est de 1,3 & 4 millions de cas et de 21 000 a 143 000 décés recensés chaque

année dans le monde (Bompangue Nkoko, 2009 ; Audry et Galzeére, 2020).

Le choléra, maladie de la peur bleue est a I’origine d’un agent pathogéne, connu sous
le nom de V. cholerae. Cette bactérie fOt initialement observée par Filippo Pacini en 1854,
puis isolée en 1883 par le médecin et bactériologiste allemand Robert Koch en Egypte. C’est

un bacille a Gram négatif d’une morphologie en virgule (Dunoyer, 2013 ; Quilici, 2011).

L’objectif de notre travail est la recherche de V. cholerae dans les eaux usées, afin de
pouvoir les isoler, puis les identifier et ainsi apprendre la méthode de diagnostic de la bactérie

et estimer le degré de contamination des eaux usées.

L’ampleur du choléra au niveau national et international, nous a motivé a I’étudier, a
connaitre son histoire, son agent responsable, et comment peut-on le mettre en évidence. De

ce fait notre travail se divise en deux parties :

» Une partie théorique, qui comporte des généralités sur les eaux usées et des
généralités sur le vibrion cholérique d’ou, une étude bactériologique, une étude
épidémiologique et une étude thérapeutique.

» Une partie pratique, qui a pour but de rechercher le choléra dans différents
échantillons d’eaux usees, selon les étapes suivantes : prélevement, enrichissement,
isolement, identification morphologique qui comprend, une étude macroscopique et

microscopique et enfin une identification biochimique.
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. Les eaux usées

1. Définition des eaux usées

L’eau est une ressource naturelle, un élément moteur, un besoin indispensable et un
composant primordial de la vie humaine, de la faune et de la flore. Cependant, elle peut nuire
a la santé des individus en causant des maladies graves, si cette derniere n’est pas traitée.
Les problemes de santé relatifs a I’eau sont devenus de plus en plus nombreux. En effet cette
ressource est considérée, comme la premiére cause de mortalité au monde.

Les eaux usées demeurent une ressource sous-estimée, bien souvent percues comme
un fardeau a éliminer. Elles sont définies comme étant un effluent pollué jeté dans un
émissaire d’égouts ou canalisations d’assainissement. Elles sont constituées, d’eaux issues,
des activités domestiques, agricoles et industrielles, englobant également, les eaux de pluies.
Ces eaux usées résultent de la pollution physico-chimique et bactériologique (Baumont et
al., 2004).

2. Station d’épuration

La station d’épuration (STEP), est une usine de traitement des eaux usees, dans
laquelle ces eaux subissent un ensemble de techniques et d’étapes de traitement afin de les
purifier et ensuite les rejeter, sans dommage dans le milieu naturel et rejoindront alors le
cycle de I’eau (Adour et al., 2018).

Les eaux usées de la ville de Constantine subissent au niveau de la STEP d’lbn Ziad
des prétraitements (dégrillage, dessablage, déshuilage) suivie par des traitements

biologiques et physiques.
0 Prétraitements

Ces traitements dits aussi préliminaires, ont pour but I’extraction des matieres les
plus grosses (plastiques, feuilles, tissus...) et des éléments susceptibles de géner les étapes

ultérieures du processus (Banouh et Djenane, 2017) ils comprennent :

= Le dégrillage qui permet d’éliminer les corps flottants et les gros déchets par
I’intermédiaire de grilles placées a travers un canal, afin de protéger les installations contre

les obstructions (Alexandre et al., 1998).
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= Le dessablage qui permet de débarrasser I’eau des matiéres qui n’ont pas été retenues
par le dégrillage (sable, gravier...), afin de protéger les conduites et les pompes contre
I’abrasion. Ces particules récupérés sont essorés, puis lavés avant d’étre soit envoyés en
décharge, soit réutilisé, selon la qualité du lavage (Génard, 2003).

= Déshuilage qui consiste a éliminer les graisses dans un bassin. Les produits
récupérés sont évacués en vue d’un traitement de boues, les eaux sont alors évacuées et

continuent leurs assainissements dans la STEP (Banouh et Djenane, 2017).
o0 Traitement biologique

La lutte biologique est essentiellement utilisée pour les traitements des eaux usées

d’origine organique, en particulier le traitement de la pollution urbaine (Ghizellaoui, 2010).

Dans la STEP d’lbn Ziad, le processus biologique le plus utilisé est les boues
activées. Ces boues sont chargées par des bactéries, qui exigent un apport permanant
d’oxygene, pour la consommation de la matiére organique biodégradable et la réduction de

la concentration des boues résidus dans I’eau a traiter (Mouffok, 2008).
0 Traitement physique
Clarification et rejet des effluents

A I’issue des traitements, une ultime décantation permet de séparer I’eau épurée et
les boues résidus secondaire issus de la dégradation des matiéres organiques. Cette
décantation est opérée dans des bassins spéciaux appelés « clarificateur » (Génard, 2003).
Une fois traitées, les eaux sont évacuées par le canal de sortie, pour rejoindre leur milieu

récepteur qui est Oued Rhumel.
3. Maladies a transmission hydrique

Chaque année des milliers de personnes dans le monde perdent leur vie a cause des
maladies liées a I’eau. Selon L’OMS et L’UNICEF plus d’un milliard d’individus n’ont pas
acces a une eau potable slre. Le processus d’apparition des MTH est di a une pollution
causée par des microorganismes pathogeénes (les bactéries, les protozoaires et les virus),
rejetés par les matieres fécales dans les eaux usées. Citons parmi ces microorganismes : les
Salmonella, E.coli, Vibrio cholerae, Entamoeba histolytica, les helminthes, rotavirus
(Hacene, 2016).
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Le choléra, la fievre typhoide, les dysenteries et I’hépatite virale de type A,
représentent les principales maladies a transmission hydrique en Algérie. Ces derniéres,
malheureusement continuent a faire des ravages dans les pays en développement, dont le
principal véhicule et I’origine de toute épidémie est I’eau usee. En effet ces maladies a
transmission hydrique sont en termes de morbidité, les premieres maladies a déclaration

obligatoire notifiées au Ministere de la santé (Kherifi et Bekiri, 2017).

Le ministere de la Santé et de la population, a mis en place un comité national de
lutte contre les MTH et la prévention de leur apparition, dont le réle consiste a un traitement
régulier des eaux distribuées a la population, en utilisant des filtres antibactériens et anti-
résidus dans les conduites, des dispositifs pour la désinfection des puits, comme les galets
de chlore, en outre la désinfection et le nettoyage des réservoirs de stockage, afin d’améliorer
la qualité de I’eau. Cette lutte porte également sur le contrble, la sensibilisation, la

surveillance et I’hygiene (Raoui, 2019).


https://www.elwatan.com/regions/est/signature/?signature=F.%20Raoui
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Il. Le vibrion cholérique

A. Etude bactériologique

1. Historique

Le choléra est une maladie ancienne, mais elle est encore aujourd’hui considérée
comme un grave probléeme de santé publique, dans de nombreuses régions du monde. Son

histoire a connu trois phases principales :
1.1 Traces antiques

Le choléra semble exister depuis plus de deux millénaires. Cette maladie ancestrale
est connue depuis I’antiquité Grecque. Son étymologie la plus probable signifie en grec

ancien « écoulement de bile » (Janny, 2004).
1.2 Ere classique

Le choléra a été déclaré dans le fleuve Delta du Gange de I’Inde (actuellement le
Bengladesh) en 1783, qui a fait 20 000 victimes, en moins de huit jours. C’est une période
durant laquelle le choléra n’a atteint presque exclusivement que I’inde.

Rogers et Megaw (1952) ont affirmé que les pelerins qui ont visité I’Inde tant que pays de
pelerinage et de lieu saint, sont responsables de I’apparition du choléra, notamment sa
dissémination sur de vastes etendues.

Cette ére a connu six pandémies, qui ont frappé le monde par vagues successives de
1817 a 1960 et qui ont causé, la mort de millions de personnes. Le choléra s’est propagé de
son foyer I’Inde vers d’autres continents, a savoir I’Europe, I’Amérique et I’ Afrique. Cette
amplitude rapide est favorisée par les guerres, ainsi que I’amélioration des moyens de

transports maritimes qui a marqué le XVe™ et XVI°™ siécle (Pollitzer, 1960).
1.3 Ere moderne

Les flambées dévastatrices qu’a connues I’humanité, s’achévent par une septieme
pandémie cholérique, qui sévit depuis les années 1960 dans le monde, en particulier dans
les pays en développement.

Cette vague pandemique, commence en Asie orientale, en 1962 et atteint I’ Afrique
en 1971 pour terminer & Madagascar en 1999. Aujourd’hui, le continent Africain est celui

qui paye le plus lourd tribut de la maladie (Audry et Gaulzére, 2020).
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2. Ecologie

La plupart des espéces de Vibrio sont ubiquitaires dans les environnements marins.
Elles vivent en saprophyte dans les eaux salées (eau de mer, eau saumatre et les estuaires)
ainsi que, dans les eaux douces (fleuves). Ces bactéries vivent dans un milieu humide et
peuvent survivre sous une forme libre ou en association avec des planctons (phytoplanctons
ou zooplanctons), des supports, sédiments, particules en suspension, et dans certains cas,
quand les conditions sont défavorables, elles se présentent sous une forme viable non
cultivable (Daoudi, 2017 ; Vezzulli et al., 2010).

Son écologie est grandement dépendante de la température, la salinite, le pH et
les potentialités nutritionnelles du milieu. Ce Vibrio peut survivre, 1 a 2 ans dans les eaux
cotieres chaudes et les estuaires, quelques heures sur surfaces seches et entre 1 et 7 jours sur
des objets solides (ustensiles, vétements, pieces de monnaie). Il peut ainsi survivre de 1 a 14
jours dans les aliments, a température ambiante et de 1 a 35 jours a une tempeérature de
glaciere. Il résiste également au froid pendant quelques jours entre 5 et 10°C. En revanche,
cette bactérie ne peut pas survivre dans un environnement acide. Elle est sensible a I’eau de
Javel 1 %, I’éthanol a 70 %, I’acide peracétique a 2 % et également a la dessiccation et les
températures au-dessus de 70°C (Melin, 2018 ; UNICEF, 2013).

Les vibrions non cholériques, incluant les souches de V. cholerae non O1 et non
0139, n’ont qu’un réservoir, le réservoir environnemental. Elles représentent un composant
de la flore autochtone et appartiennent a I’écosysteme marin et estuarien. Ces bactéries sont
plus abondantes dans les mois chauds de I’été. Leurs présence dans I’environnement marin

est indépendante de la présence de souche de V. cholerae (EL Marrakchi, 2012).

3. Taxonomie

La classification des vibrions cholériques repose, sur la taxonomie phénotypique,
numérique et phylogénétique, ce qui permet de les regrouper en taxon afin de les identifier
et de les classer. Et ceci a partir des caracteristiques communes que regroupent diverses
souches (Labreuche, 2006).

La famille des Vibrionaceae, a fait I’objet d’études approfondies dans le Manuel de
Bergey, elle a été décrite pour la premiére fois par VVéron en 1965. Cette famille réside au
sein des Gammaproteobacteria, des cing subdivisions du phylum Proteobacteria au sein du

domaine Bacteria (tableau 01). Par ailleurs Véron a distingué les particularités de cette
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famille par rapport a celle des Enterobacteriaceae, en relevant une certaine sensibilité de
ses membranes a I’agent vibriostatique 0129 ainsi que la présence d’une cytochrome
oxydase. Cette famille comporte quatre genres principaux Vibrio, Photobacterium,
Plesiomonas et Aeromonas (tableau 02). Les especes de ces deux derniers genres, sont
responsables de diarrhées et d’infections septicémiques chez I’Homme (Nishiguchi et
Jones, 2004 ; Farmer et Janda, 2015 ; Bonhomme, 2003).

Tableau 01 : Classification de V. cholerae dans le monde bactérien (Gay, 2004).

DOMAINE BACTERIA
PHYLUM PROTEO BACTERIA
CLASSE GAMMA PROTEOBACTERIA
ORDRE VIBRIONALES
FAMILLE VIBRIONACEA
GENRE VIBRIO
ESPECE Vibrio cholerae

Tableau 02 : Caracteres différentiels des genres de la famille des Vibrionaceae
(Bonhomme, 2003).

propriétés Vibrio Photobacterium Plesiomonas Aeromonas
p.100 molaire Guanine + 38-51 40-44 51 57-63
cytosine
Sensibilité a I’agent 0129 + + + -
Fermentation du D-mannitol + - - +
Nécessite I’ion * + } )
Na+ pour la
croissance ou
stimuler la
croissance
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Selon le Manuel de Bergey, les especes du genre Vibrio ont passé de 5 en 1974 a 72
en 2002 (Nishiguchi et Jones, 2004) puis a 90 en 2011 (EL Marrakchi, 2012). Chaque
année leurs nombres augmentent avec les nouvelles découvertes, issues des recherches
effectuées dans le domaine de la taxonomie. Parmi ces espéces, certaines sont pathogenes
et a l'origine des plus grands risques en termes de santé publique, notamment V. cholerae,
V. parahaemolyticus, V. vulnificus, V. alginolyticus et d’autres sont non pathogénes comme

V. aerogenes (Guegan, 2006).

4. Caracteres bactériologiques
4.1 Caracteres morphologiques

Le genre Vibrio a certaines caractéristiques en commun, cités dans le Manuel de
Bergey comme suit : « cellules courtes, incurvées, isolées ou réunies en spirales. Mobiles
grace a un flagelle polaire unique, qui est habituellement court : exceptionnellement, deux
ou trois flagelles en touffes ».

V. cholerae, apparait sous microscope sous forme, de bacilles & Gram négatif
incurvé, a bout rond ayant I’aspect d’une virgule, de 1.5 & 2.4 um de long sur 0.3 a 0.4 um
de large (figure 01). Cependant et suite a une prolongation du temps de culture, Vibrio
apparait sous differentes formes, d’ou le pléomorphisme. Il peut étre plus court (d’une
courbure marquée) ou plus long (faiblement incurvé). On peut méme trouver
occasionnellement I’aspect de la lettre « S », une forme sphérique ou encore en forme semi-
circulaire (figure 02). Ces formes caractéristiques des vieilles cultures, résultent de
I’adhérence de deux Vibrio précisément, les formes longues et I’aspect en « S » (Pollitzer,
1960).

Les bactéries du genre Vibrio sont trées mobiles, grace a un flagelle polaire
monotriche qui est plus long que le corps, et peut atteindre le double de celui-ci, soit 3 pum.
I1 s'implante directement dans le cytoplasme en traversant la paroi, notamment chez
V. cholerae. D’autres especes présentent des flagelles latéraux péritriches. Les bactéries de
ce genre ne forment pas d'endospores ni de microcystes (Fouche, 1993 ; Gallut et Giuntini,
1963).
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Figure 02 : Observation microscopique des formes de Vibrio en « S » (A),
longue (B), sphérique (C) et semi circulaire (D). Phothographie prise le 16/03/2020
au niveau du laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Constantine (R. Belbekri).

4.2 Caractéres culturaux

Les espéces de Vibrio sont en général halophiles (vibrions non cholériques), mais
certaines sont halotolérantes notamment V. cholerae. Cette bactérie présente une tolérance
de 3 a 6 % au NaCl, mais également elle peut croitre en absence de sel et sa croissance

optimale est observée a des concentrations de 1 a 3 % de NaCl (Delarras, 2014).

Pour une culture du V. cholerae, il faut également porter I’attention sur le pH et la
température. Il se cultive a des pH, compris entre 6 et 11, soit un pH optimal de 7.5 - 8. La

plupart, des Vibrio croit a des températures allant de 30 a 40°C et avec une température



Etude Bibliographique

optimale de 37°C. En effet V. cholerae pousse sur la gélose nutritive biliée alcaline
(GNAB), ou encore sur la gélose au thiosulfate citrate bile saccharose (TCBS), qui sont des
milieux sélectifs pour les vibrions, sachant que ces derniers résistent a la bile et aux sels
biliaires. Cette bactérie pousse aussi, abondamment en milieu peptoné simple concentration
1 % de NaCl. Les colonies suspectes sur GNAB sous forme de colonies rondes, bleutées,
transparentes, a bords réguliers d’un diamétre de 2 mm. Par contre celles obtenues sur
TCBS sont arrondies, bombées et jaunes (figure 03) (Daoudi, 2017).

Figure 03 : Aspect des colonies d’une culture de V. cholerea sur milieu GNAB?
(A) et sur milieu TCBS? (B).

4.3 Caracteres biochimiques

Les propriétés biochimiques, sont les caracteres essentiels et conventionnels dans
I’identification des vibrions cholériques. C’est un ensemble de tests qui étudient le
métabolisme protéique, la fermentation des sucres, la présence d'enzymes etc. L’activité
métabolique du V. cholerae est a la fois oxydative et fermentative. Cette bactérie, se
développe en condition aéro-anaérobie, elle est capable de produire une oxydase ainsi
qu’une catalase et également fermente le glucose, sans production de gaz ni d’H.S.

V. cholerae produit certaines enzymes métabolique telles que I’ornithine décarboxylase

!t http://www.microbes-edu.org/professionel/diag/vibiro.html
2 https://microbenotes.com/vibrio-cholerae-owaga-on-tchs-agar/
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(ODC), la lysine décarboxylase (LDC), mais elle ne produit pas I’argénine dihydrolase
(ADH) et I’'uréase (tableau 03) (Berche, 2003).

Tableau 03 : Caractéres biochimiques pour I’identification des especes du genre
Vibrio (Dupeyron, 1997).
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Croissance en absence de NaCl + + |- |- - - - - - - - -
Croissance en présence de 1% NaCl + + |+ |+ |+ |+ |+ [+ [+ |+ |+ |+
Lysine décarboxylase + + [V |- VI - 1- |+ |+ |+ |V |+
Ornithine décarboxylase + + |- |- |- |- |- V|V |+ |V |-
Arginine dihydrolase - Y e S e S S R I
Uréase - I e e e V2 I
Indole + + |V |+ |- V |V |+ |V |+ |- +
VP \% SR I Y S A P I I A B BV
Gaze en glucose - e VA e s AT I IR IR
Mannitol + + |+ |- - + |+ |V |+ |+ |+ |V
saccharose + T e i i Y A A e Y,
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+ : positif pour 90 a 100 % des souches
- : négatif pour 90 a 100 % des souches

V : variable suivant les souches
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4.4 Caracteres antigéniques

V. cholerae présente une grande diversité au niveau de sa couverture antigénique.
Elle posséde au niveau de sa membrane externe des antigénes : un antigéne flagellaire H
thermolabile, un antigéne capsulaire K et un antigene somatique O thermostable.

L’antigéne somatique O, est d’une importance capitale, car sa spécificité
immunologique va permettre de décrire plus de 200 sérogroupes au sein de cette méme
espece et de faire la distinction entre les vibrions cholériques et les non cholériques (tableau
04) (Morillon et Garnotel, 2004).

L antigene flagellaire H, est commun chez tous les vibrions (cholériques ou non
cholériques), il a un role facultatif uniquement chez les vibrions mobiles (Fouche, 1993).
L’antigene capsulaire K, est présent surtout chez les Sérogroupes 0139

comparativement aux autres souches de V. cholerae (Quilici, 2011).

Tableau 04 : Vibrions cholériques (O1 et O139) et les principaux vibrions non

cholériques (Fournier et Quilici, 2007).

Espéce Classement selon | Classement selon | Pouvoir pathogene
I’antigéne O? le biotype?

Vibrions cholériques

Classique Responsable des 5¢™ et

6°me pandémie.

Sérogroupe O1
El Tor Responsable de la 7¢me
Vibrio cholerae pandémie.
Non décrit Responsable d’une 8™
Sérogroupe 0139 pandémie.
Sérogroupe non Gastro entérite
01
Sérogroupe non Suppuration
Vibrions non cholériques 0139
Plus de 200 Septicémie

Sérogroupe

1Déterminé selon la réactivité immunologique de la partie polysaccharidique du lipopolysccharide

2Déterminé selon des caractéres biochimiques et la production d’une hémolysine.
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4.5 Caracteres génétiques

Les Vibrionaceae présentent une structure chromosomique complexe, composée de
deux chromosomes circulaires. En effet, le génome de V. cholerae est composé d’un
premier chromosome de grande taille conservé (2.96 Mb), qui contient la majorité des genes
essentiels codant pour les fonctions cellulaires, des génes impliqués dans la réplication, la
transcription, la traduction et la biosynthese. Ainsi, les génes intervenant dans la
pathogénicité et la plupart des genes de croissance. Et d’un deuxiéme chromosome de petite
taille variable (1.07 Mb), qui contient une grande proportion de génes hypothétiques, ainsi
que des genes d’adaptation de la bactérie aux changements environnementaux. Selon
I’hypothese de Heidelberg et coll, I’origine de ce petit chromosome est un méga-plasmide
gu’un ancétre de Vibrionaceae, aurait acquis et I’aurait domestiqué, en lui transférant

quelques génes essentiels du grand chromosome (Marie-Eve Val, 2008).

La capacité de V. cholerae a provoquer le choléra chez I’homme, dépend de la
présence dans leur génome, de deux ensembles de genes de virulence appelés Tlots de
pathogénicité. Ces derniers correspondent aux génomes des bactériophages appelé VPI® et
CTX® (Bompangue Nkoko, 2009).

5. ldentification de Vibrio cholerae

Il existe deux types de préléevement pour la recherche de V. cholerea, soit a partir des
selles et des vomissements des malades, soit a partir des eaux usees.

La détection et I’identification des vibrions, se fait selon une procédure bien
déterminée (figure 05). Tout d’abord, les échantillons & analyser sont homogénéisés dans
I’eau peptonée alcaline (EPA 10xc), puis incubés a 37°C pendant 6 a 18 heures. La
suspension obtenue, est a son tour diluée dans de I’EPA et incubée a 37°C pendant 6 a 18
heures (Helsens, 2018).

= Sur une gélose nutritive alcaline biliée, un ensemencement est effectué a I’aide de
cette suspension suivi d’une incubation & 37°C pendant 24 heures, afin de rechercher des
colonies caractéristiques. Ces derniéres sont utilisées pour réaliser un examen direct, afin
d’analyser la mobilité de la bactérie a I’état frais, puis une coloration de Gram, ainsi qu’une
réaction d’oxydase et de catalase. Ces tests permettent d’étudier les caracteres culturaux,

morphologiques et biochimiques de la bactérie. Une bactérie a mobilité de type polaire, qui
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se déplace en vols de moucherons, Gram négatif, et positif pour le test de I’oxydase, est

fortement évocatrice d’un vibrion cholérique (Morillon et Garnotel, 2004).

Il existe des milieux qui permettent de déterminer les caractéres biochimiques de
cette espece, parmi lesquels on cite le milieu urée-indole, le milieu Kligler-hajna, le disque
d’ONPG, et sur milieux en tubes pour la recherche des décarboxylases et dihydrolases ou
sur une galerie API 20E (Quilici, 2011). L’espéce V. cholerae est alors :

- Sur le milieu urée-indole : indole positive (& I’exception des souches indoles
négatives isolées en Afrique depuis 1993).

- Sur disque ONPG : positive.

= Sur milieux en tubes : ADH négatif, LDC positif, ODC positif.

- Sur milieu Kligler-hijna : elle utilise le glucose sans production de gaz ni de sulfure
d’hydrogéne (H2S).

D’autres milieux permettent d’étudier les caractéres culturaux de cette espéce comme
la gélose TCBS, qui révele la présence du saccharose. En effet V. cholerae croit dans un
milieu sans NaCl et méme en présence de NaCl 6 %. Elle croit aussi en aéro-anaérobie sur

une gélose viande foie semi-solide (ce qui les différencie des Pseudomonas) (Quilici, 2011).

= Lessérogroupes O1 (biotype classique et EIl Tor) et 0139, sont les principaux agents
pathogénes qui causent des épidémies et des pandémies du choléra. Les tests
d’agglutinations, permettent de caractériser les sérogroupes et les sérotypes de toutes les
souches de V. cholerae. L’identification des sérogroupes, se fait par agglutination de ces
souches avec les sérums anti-O1 et anti-O139 (Muyldermans, 2016).

V. cholerae O1 se divise en trois sérotypes dénommés Inaba, Ogawa et Hikojima
(figure 04) et produit une agglutination en moins de deux minutes avec le sérum anti O1.
Ces derniers, ont des structures antigeniques différentes et sont classés selon I’ag O et de la
présence de proportions variables de déterminants nommes A, B et C. En effet, le serotype
Ogawa est le plus répondu, il contient les antigenes A et B, il est positif pour I’antisérum
Ogawa. Le sérotype Inaba contient les antigénes A et C, il est positif pour I’antisérum Inaba.
Et enfin, le sérotype Hikojima qui est tres rare et instable dans I’environnement, c’est une
forme de transition entre les deux premiers, et présente des antigénes instables A, B et C,

elle est positif pour les antisérums Ogawa et Inaba (Fournier et Quilici, 2007).
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Le sérogroupe 0139 est identifié pour la premiere fois en Inde 1992, il produit une
agglutination avec le sérum anti 0139 mais, ne se divise ni en biotypes ni en sérotypes (Huq
etal., 1983).

Espeéce : Vibrio cholerae

Sérogroupes

mm 0139

Biotypes

N

El Tor Classique

l

Sérotypes

I

Inaba Ogawa Hikojima

Figure 04 : Diagramme illustrant les sérogroupes, les biotypes et les sérotypes de
V. cholerae (Alaoui Mdaghri, 2019).

= Un antibiogramme est réalisé par la méthode des disques, en respectant les regles du
comité national des normes pour les laboratoires cliniques (NCCLS), afin d’étudier la
résistance et la sensibilité de V. cholerae au antibiotiques (Gallut et Giuntini, 1963).
Selon I’OMS cette bactérie est résistante a la Tétracycline et les sulfamides et
sensible a la Doxycycline, Colistine et le Macrolide.

Enfin, I’étude des caractéres culturaux, morphologiques, biochimiques, sérologiques,
la résistance et la sensibilité aux agents antimicrobiens, permettent d’affirmer qu’il s’agit de

I’espece V. cholerae.
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Figure 05 : Protocole de la mise en évidence du vibrion cholérique dans les eaux

(Alaoui Mdaghri, 2019).

6. Pouvoir pathogene et la virulence

6.1 Pouvoir pathogene

Les souches de V. cholerae appartenant aux sérogroupes O1 et 0139, sont a I’origine
d’épidémies de choléra et provoquent des diarrhées graves. En revanche, les sérogroupes

autres que O1 et 0139, désignés comme non O1/non 0139, egalement appelés les vibrions
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non cholériques (VNC), sont responsables d’épidémies de gastro-entérite et provoquent des

diarrhées modérees ou légéres (Arteaga et al., 2020).
= Vibrions cholériques

La bactérie cholérique n’est pas directement responsable de la maladie, elle adhére a
la muqueuse intestinale et secrete une toxine qui en est la cause. Cette derniére, perturbe les
processus cellulaires normaux d’absorption et de sécrétion de liquides et d’électrolytes
(UNICEF, 2013).

V. cholerae est trés sensible a I’acidité. L acide chlorhydrique naturellement présent
dans I’estomac, empéche les vibrions d’atteindre le duodénum ou il pourra exprimer sa
virulence (Boutin et al., 2001). Ainsi La dose infectante nécessaire pour induire la maladie,
est relativement élevée 108 a 10 bactéries. 1l a été montré que I’ingestion préalable de
bicarbonate de sodium, abaisse la dose & environ 10* — 10°. Cependant cette dose infectante
est liée a I’état de santé de la personne et au métabolisme de son estomac (Fournier et
Quilici, 2007).

V. cholerae peut entrainer des syndromes allant de cas asymptomatiques (environ
80 % des cas) au choléra grave (seulement 20 %) (Dunoyer, 2013). Cette maladie est
responsable, aprés une période d’incubation de quelques heures a cing jours, d’une diarrhée
violente trés contagieuse accompagnée de vomissements sans fievre. Les selles cholériques
sont liquides, aqueuses, non sanglantes, afécales et ont I’aspect de I’eau de riz. Ceci entraine
une perte importante d’eau et d’électrolytes qui peut aller jusqu’a 15 a 20 litres par jour,
menant a une déshydratation rapide et une soif intense, ainsi que des crampes musculaires
trés douloureuses, un pouls rapide, un effondrement de la pression artérielle, une respiration
difficile, un pli cutané persistant, une oligurie évoluant rapidement vers une anurie. Le visage
du cholérique est cyanosé d’ou I’expression “avoir une peur bleue”. En absence de
traitement, le patient cholérique évolue vers un état de grande faiblesse, puis la mort survient
en un a trois jours. Comme I’a témoigné Nathalie H. infirmiéere spécialiste des maladies
infectieuses « Le plus dur, le plus marquant, c’est leurs yeux, leurs regards enfoncés. On
peut lire dans ces regards : si vous ne faites rien, je vais mourir. » (Fournier et Quilici,
2007). Le vibrion disparait des selles spontanément en 7 a 14 jours (Audry et Gauzere,
2020).
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= Vibrions non cholériques

Certaines souches de V. cholerae ne sont pas agglutinantes avec les antisérums O1 et
0139, ce sont les souches non O1 et non 0139, désignées aussi comme les non agglutinant
(NAG), mais elles peuvent causer des maladies diarrhéiques. Ces souches ont été
principalement associés a des cas sporadiques de gastroentérite, de bactériémie et
d’infections des plaies, qui sont di a la consommation de mollusques et de crustacés

contaminés, crus ou insuffisamment cuits (Daniels et Shafaie, 2000).

Les vibrions non cholérigues sont des bactéries peu connues du monde médical, leur
diagnostic est souvent difficile a établir sur la base de la clinique, du fait de la grande variété
des syndromes (Bertholom, 2019). La gastroentérite est généralement de gravité modérée,
associée a une diarrhée aqueuse moins sévere que celle de V. cholerae O1, évoluant
spontanément vers la guérison en trois a sept jours. Ces bactéries ont une durée d’incubation
trés courte, de 12 a 24 heures. Les symptémes peuvent cependant inclure, des crampes
abdominales, parfois de la fiévre et des diarrhées sanglantes pour une minorité de patients.
Certaines souches peuvent étre a I’origine de syndromes de type cholériforme, associées a
une diarrhée aqueuse sévere, difficile a distinguer cliniquement du choléra (Quilici et Pillot,
2011).

6.2 Virulence

La définition des facteurs de virulence et la compréhension des mécanismes
impliqués dans le pouvoir pathogéne des souches de V. cholerae, sont indispensables a
I’évaluation du risque pour la santé publique.

Ainsi, la combinaison des facteurs de virulence impliqués dans le pouvoir pathogene
des vibrions, reste encore a déterminer. L’étude des facteurs de pathogénicité de V. cholerae
a montré que, ces bactéries possédent de multiples facteurs de virulences, qui ne sont pas
similaires pour les souches épidémiques responsables du choléra (sérogroupe Olet 0139) et
les souches non épidémiques responsables de gastro-entérites (sérogroupe non Olet non
0139) (El Marrakchi, 2012). Chez les sérogroupes responsables du choléra, on reconnait

plusieurs facteurs de virulence :
= Toxine cholérique

V. cholerae colonise I’intestin gréle et secrete une toxine cholérique (CT), qui

appartient a la famille de type A-B, cette molécule de 84 kDa est constituée de deux entités
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séparément non toxique : I’une d’entre elles (le composant B) est constitué de cing sous-
unités de 11.6 kDa chacune, et porte le site de fixation de la toxine sur son récepteur
membranaire. L’autre (le composant A) comporte deux sous-unités de 24 et 5.4 kDa (Al et
A2) reliées par un pont disulfure. Le composant A est responsable de I’activité toxique de la
molécule. Ces composants A et B, sont codés par deux genes CtxA et CtxB localisés sur le

méme opéron et portés par le bactériophage filamenteux CTX® (Daoudi, 2017).

Selon Clemens, la sous-unité B de la toxine cholérique, se lie au récepteurs
gangliosides GM1 sur la surface des cellules épithéliales intestinales, et forme un canal par
lequel pénétre la sous-unité A qui sera endocytosée a I’intérieure de la cellule, conduisant &
I’augmentation de la concentration intracellulaire de I’AMPc, ce qui provoque un
déséquilibre dans le transport d’électrolyte a travers la membrane cellulaire épithéliale, avec
une diminution de I’absorption du sodium et une augmentation des exportations du chlorure
(figure 06) (Clemens et al., 2017).

Vibrio cholerae
Viucus {

Epitheal cell —

Lipid raftjﬁ@

Endoplasmicreticulum

<7 CrB 7
' —> _—»V—» _/D@ CTA-1

Figure 06 : Pathogenése du choléra et action des toxines cholériques

(Clemens et al., 2017).

= Toxin coregulated pilus

La toxin coregulated pilus (TCP), est un pilus de type IV, il contient les genes

responsables de la synthése des facteurs permettant la colonisation des muqueuses par
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V. cholerae. Ces genes sont regroupés dans I’opéron TCP qui fait partie d’un ilot de
pathogénicité VPI, cet Tlot est en effet le génome d’un bactériophage VPID, qui se transmet
d’un V. cholerae a un autre. Ce phage code pour un récepteur permettant au phage CTX®

de venir incorporer son génome a celui de V. cholerae (Bompangue Nkoko, 2009).
= Toxine hémolysine / cytolysine

C’est une toxine secrétée dans le milieu extérieur qui agit sur la membrane
plasmique, en se liant a des récepteurs cellulaires ou en réalisant des pores dans la membrane.
Elle provoque la lyse des érythrocytes. L’hémolysine de V. cholerae est une toxine désignée
HIyA ou hémolysine El Tor, produite principalement par V. cholerae O1 biotype El Tor et
des souches non O1, qui joue le r6le d’agent causal de la gastro-entérite (Labreuche, 2006).
(Zhang et Austin, 2005).

Des cytolysines ont été également décrites chez V. cholerae 01, biotypes classique et
El Tor. Elles sont sensibles a la chaleur, et participent a la lyse des cellules, a I'accumulation

des fluides (électrolytes et eau) et a la destruction des tissus (Fouche, 1993).

Pour permettre a ces trois toxines d'agir, I'adhérence de la bactérie aux cellules est
nécessaire et constitue une des étapes importantes de la pathogénie. Parmi ces facteurs
d’adhérence, le biofilm, les pilis, les flagelles. La chimiotaxie et la mobilité (Fouche, 1993).

= Capsule polysaccharidique

Pour échapper au systeme immunitaire de I’h6te et augmenter la survie des vibrions
pathogenes dans I’environnement, ces bactéries ont mis en place différentes stratégies.
Notamment, la synthese d’une capsule de nature polysaccharidique par V. cholerae 0139 et
V.cholerae non OIl. Cette capsule presente plusieurs fonctions: elle intervient dans la
prévention de la dessiccation et dans la résistance a la bactéricide et a la phagocytose par les

macrophages (Labreuche, 2006).
= Autres facteurs non cholériques

Les souches de V. cholerae non O1 et non 0139 possédent essentiellement trois

facteurs de pathogénicité (Fournier et Quilici, 2002).

- les entérotoxines thermostables (NAG-ST) : tres semblable & celles produites par

Escherichia coli.

20



Etude Bibliographique

- les hémolysines : identiques a I’hémolysine du biotype EI Tor, appelées hémolysine
« El Tor like ».
- la capsule polysaccharidique : permet de résister a la phagocytose et provoque des

septicémies.

Ces facteurs provoquent généralement des syndromes différents au cholera comme

la gastro-entérite, une lésion tissulaires et des septicémies (Lesne et Fournier, 1998).

B. Etude épidemiologique

1. Transmission

Le choléra est une maladie trés contagieuse, a transmission féco-orale. En 1958,
Wager et Lanoix ont identifié les principaux circuits de transmission, et ont développé un
schéma, désormais connu sous le nom de « F diagram» ou schéma des voies de transmission
féco-orale (figure 07). Cependant, il existe deux voies principales pour la propagation de ce
fléau de contamination (Reed, 2014).

1.1 Voix hydrigue

V. cholerae persiste et voyage dans le milieu marin pendant des mois, voir des
années et peut parcourir des milliers de kilomeétres. Et c’est lors de la troisieme pandémie
(1841), que les liens entre le choléra et I’eau ont pu étre mis en évidence. Ce flt le médecin
londonien John Snow, qui en 1849, publia une théorie faisant de I’eau le vecteur du choléra.
Il expliqua que le choléra ne pouvait étre transmis par voie aérienne, car la maladie ne

touchait pas les poumons (Pollitzer, 1960).

Ce mode de contamination se fait soit par l'ingestion d'eau ou d'aliments contaminés
par les selles ou les vomissements, soit par des vecteurs, citons notamment les poissons et

les crustaces (Janny, 2004).
1.2 Voix interhumaine

La contamination, est a I’ origine des mains souillées par les selles, également par
les liquides organiques provenant des dépouilles des patients décédés du choléra, via des
contacts physiques lors de manipulations de cadavres ou de cérémonies funéraires. Cette

transmission est moyennement fréquente par rapport a I’hydrique (Melin, 2018).
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Les porteurs asymptomatiques ou porteurs sain et les convalescents peuvent

également transmettre la maladie (Dunoyer, 2013).

Primary Barriers P Secondary Barriers
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.

| Fields/Floors

\
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Disease transmission Route

Barriers to transmission

Figure 07 : Le schéma des voies de transmission féco-orale « f diagram »*

2. Epidémiologie

L’évenement épidémiologique du choléra a fait fureur dans tous les pays du monde,
dont la propagation n’a pas pu étre endiguée. Cette maladie voyage avec I’homme et se
diffuse le long de ses itinéraires. Elle a été, I’une des plus grandes épidémies hydriques de

I’histoire de I’humanité (figure 08).
2.1 Dans le monde

Au cours de la période 2010-2018, le choléra a continué a se répandre dans le monde,
sous sa forme épidémiologique, notamment celles survenues a Haiti et au Yémen.

Chaque année, les cas de choléra varient de 1,3 a 4 millions et les déces varient de
21 000 a 143 000 cas. On estime que cette maladie, peut toucher toutes les tranches d’age
(Audry et Gaulizére, 2020).

3 https://www.researchgate.net
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En 2018, 34 pays ont notifié au total 499 447 cas de choléra a I’OMS, dont 2 990
décés soit, un taux de létalité (TL) de 0,6 %. Le nombre total de cas de choléra signalé a
cette date était inférieur a 60 % par rapport a celui de 2017 (OMS, 2019).

2.2 En Afrique

L’Afrique a connu, sa plus grande catastrophe aérienne de tous les temps.
L’intrusion surprenante du choléra en Afrique, est liée a I’influence accrue des transports
aériens. Ce continent a présenté une succession d’épidémies depuis 1970 (Rémy et
Dejours, 1988).

En 2018, 17 pays Africains ont signalé 120 652 cas de choléra et 2436 de déces,
avec une létalité moyenne de 2.0 %. En comparaison avec les statistiques de 2017, on
constate une forte régression de la charge du choléra, avec une réduction de 37 % du nombre
de cas et de 25 % du nombre de décés (OMS, 2019).

La plus récente épidémie d’Afrique a été signalée en 2019, plus précisément au

Soudan et au Kenya (Audry et Galizere, 2020).
2.3 En Algérie

Une petite épidémie a été signalée en Algérie, a Boufarik en ao(t 2018. La derniére
remontait a 1996. En effet, le 23/08/2018 le ministere de la santé a déclaré son apparition a
Alger. En deux semaines, les autorités sanitaires ont notifié dans les wilayas de Blida,
Bouira, Alger et Tipaza, 217 cas suspects du choléra dont 2 décés. Le 15/09/2018 I’institut
Pasteur confirme que Oued Ben Azza, situé dans la wilaya de Blida, était le principal foyer

du V. cholerae et que I’épidémie est a présent maitrisée (Beratto, 2018).
2.4 A Constantine

La ville de Constantine a connu une vague d’épidémie de choléra dans les années
1885. De nombreux déces ont été signalé dans différentes communes citons Hamma,
Rouffach, Grarem, Milah, EI-Milia, Fedj-M’Zala, Oued Zénati, Ain-Abid etc.
Les statistiques officielles ont montré que Fedj M’Zala est la commune qui a enregistré le
plus grand nombre de déces, soit un totale de 522 sur une durée de quatre mois. L’origine
de la transmission du choléra dans cette commune, est les cours d’eau notamment, oued el

Kbir qui déverse dans oued Rhumel provenant de Constantine (Morsly, 1886).
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L’année 1986, a été caractérisée par un pic de choléra survenu au niveau de la cité
Ziadia, faisant 286 cas. Mais depuis, aucun cas n’a été enregistré dans la wilaya (Direction

des ressources en eau).
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Figure 08 : Répartition géographique du choléra dans le monde selon I’OMS en
2018 (OMS, 2019).
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3. Facteurs favorisants I’épidémie du choléra

Les facteurs favorisants la contamination et la transmission du choléra sont a la fois

humains, sanitaires et environnementaux :
3.1 Facteurs socio-démographiques

Ils sont favorisés par I’activité et le comportement humains :

- Les grands rassemblements (fétes, coutumes) : favorisent le manque d’hygiéne, un
seul cas contaminé engendre la propagation d’une épidémie.

- Les mouvements de populations : des épidémies de choléra ont été favorisees par des
déplacements d( a des guerres ou a des catastrophes naturelles.

- L’augmentation de la population : I’appauvrissement ou la paupérisation et
I’urbanisation mal contrélée surtout dans les grandes villes, favorisent les épidémies de
choléra. (Janny, 2004).

3.2 Facteurs sanitaires

Ces facteurs sont liés :
- Au manque de ressources sanitaires : insuffisance de structures de sante, de
personnel soignant qualifié.
- Aladésorganisation des services de santé et d’acces aux soins en cas d’épidémie.

- A’état de santé précaire de certaines populations (Lavallée, 2001).
3.3 Facteurs environnementaux

Les variations climatiques peuvent aggraver la situation et le nombre de cas de
choléra. Généralement V. cholerae croit dans les zones humides pendant les saisons de pluie,
rarement dans les régions semi-désertiques. Cette bactérie est tres fragile a I’air, elle se
développe bien dans les eaux saumatres et survit aussi a la surface des aliments souillés.

Les changements des écosystéemes pourraient aussi favoriser I’émergence de
nouvelles souches de V. cholerae, comme par exemple : la pollution atmosphérique, le
réchauffement de la planete, la déforestation, la sécheresse et les autres catastrophes

naturelles (Guevart et al., 2006).

Cependant, il existe d’autres facteurs favorisant I’apparition et la propagation des

épidémies de choléra.
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Le choléra est une maladie facile a traiter. Selon I’'OMS, le taux de mortalité est

inférieur de 1 % des cas atteints de choléra, et ceci grace a une prise en charge rapide et un

traitement adéquat. Le traitement du choléra repose essentiellement a compenser les pertes

digestives d’eau et d’électrolytes, la réhydratation est assurée par deux voies selon le degré

de déshydratation : soit par voie orale, soit par voie intraveineuse (I\V) pour les patients qui

sont arrivés en état de choc ou ceux qui ne peuvent pas boire. Ce traitement est basé

essentiellement sur des principes de prise en charge des patients (Piarroux, 2002).

= Evaluation initiale de I’état d’hydratation, par un examen clinique rapide, qui

consiste a rechercher et évaluer le degré de déshydratation (sévere, modérée ou nulle), afin

de déterminer le choix du traitement initiale (tableau 05) (Olson et al., 2018).

Tableau 05 : Recherche des signes de déshydratation chez le diarrhéique (OMS, 1992).

*gigne*®, en conclure
quil y a
DESHYDRATATION

1. OBSERVER:
ETAT GEMERAL Mormal, aveillé *Agite, *Lethargique ou
irritable* inconscient;
apathigue*
YEUX Mormaux Enfoncés Trés enfoncos at sacs
LARMES Présentes Absentes Absentes
BOUCHE ET Humideas Séches Trés siches
LANGUE
S0IF Boit normalament, *Assoiffa, *Boit 4 peine ou est
n'est pas assoiffé ) boit avec a_\rl'dité* - incapable de boire*
2. PALFER: S'efface *S'efface *S'efface Irés
PLI CUTAME rapidemeant lentement® lentement*
3. CONCLURE: Le malade n'a 5i le malade a deux ou 5i le malade a deuwx ou
PAS DE SIGMNES DE plusieurs de ces signes, plusieurs de ces signes,
DESHYDRATATION dont au maoins un dont au moins un

*signe*, en conclure
gu'ily a
DESHYDRATATION
SEVERE

= Apport liquidien

Des solutés de réhydratation orale (SRO) sont utilisés, dans le cas de déshydratation

modéré et sont adapté quantitativement a la morphologie et a I’état du patient. La SRO est

constitué de glucose, de sel, de potassium et au choix, du citrate de sodium déshydraté ou du
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bicarbonate de sodium (Boutin et al., 2001). Dans le cas d’une déshydratation prononcée un

volume de Ringer lactate (RL) est administré par voie (1V).
= Maintien de I’hydratation

Lorsque la déshydratation est corrigée, c’est-a-dire le patient ne présente plus de
signes de déshydratation, il entre dans une phase d’entretien en compensant les pertes
liquidiennes d’eau et d’électrolytes, jusqu’a I’arrét de la diarrhée et ceci par I’administration
d’une solution de (SRO) (Morillon et Garnotel, 2004).

= Administration d’une antibiothérapie

L’antibiothérapie est utile, mais pas essentiel pour traiter les patients atteints du
choléra. Elle est indiquée dans le cas d’une déshydratation sévere et doit étre administrée
par voie orale, de préférence dans les premiéres quatre heures, afin de réduire le volume et
la durée de la diarrhée, ainsi que la période d’excrétion du vibrion dans les selles (Olson et
al., 2018).

L’indication de [I’antibiothérapie suscite quelques discussions et le choix de
I’antibiotique dépend de [I’antibiogramme réalisé au début d’épidémie, en raison du
développement de multirésistance de la part de V. cholerae. Selon les recommandations de
I’OMS, dans les cas graves de déshydratation, I’administration par voie orale est nécessaire

des antibiotiques suivants : Doxycycline, Tétracycline et Erythromycne (tableau 06).

Tableau 06 : Le traitement de choléra déclaré par I’OMS (OMS, 2004).

N
Choléra SR
Doxycycline monodose 300 mg
ou tétracycline 12,5 mg/kg 4 fois/jour pendant 3 jours
Jeune enfant : érythromycine en solution 12,5 mglkg 4 foisljour pendant 3 jours
Note : il y a une résistance croissante a la doxycycline, a la tétracycline et au TMP-5MX.
© Organisation mondiale de la Santé 2004 OMS » GROUPE SPECIAL MONDIAL DE LUTTE CONTRE LE CHOLER
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=  Alimentation

La reprise d’une alimentation normale est nécessaire, dés que les vomissements
cessent. Cependant, deux complications peuvent survenir au cours du traitement, selon que
ce dernier est insuffisant ou excessif : I’insuffisance rénale ou I’cedéme pulmonaire (Olson
et al., 2018).

= Prise en charge de populations spécifiques

Chez les femmes enceintes, les jeunes enfants, les enfants souffrant de malnutrition
sévere, définie par des criteres cliniques ou d’anémie aigue, les principes de réhydratation
restent les mémes sauf que, I’examen initial et les traitements doivent étre adaptés a cette

catégorie de personnes (Olson et al., 2018).

2. Traitement préventif
2.1 Vaccination

Toute vaccination doit étre basée sur I’utilisation de vaccins efficaces et inoffensifs
qui permet une protection contre la maladie, c’est-a-dire sans provoquer des dangers pour
la santé publique. A ce jour, il existe trois types de vaccins anticholériques (Lesne et
Fournier, 1998).

= Un vaccin sous cutané classique, constitue par une suspension de germes tués par le
Phénol. Ce vaccin donne une protection de 50 % pour une durée de 6 mois, cette immunité

est insuffisante et fait déconseiller son usage (Traore, 2008).

= Les deux autres vaccins anticholériques oraux sont préqualifiés par I’OMS : un
vaccin monovalent (O1), avec sous-unité recombinante B de la toxine du choléra, et un
bivalent (O1 et 0139), sans la sous-unité B (OMS, 2018). Ils consistent a administrer une
petite dose de la bactérie responsable du choléra par voie orale. Cette dose de bactérie a été
tuée ou modifiée de maniére a ne pas provoquer de diarrhée, tout en immunisant le récepteur

contre le choléra naturel (tableau 07) (Sinclair et al., 2011).
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Tableau 07 : Les différents vaccins oraux de choléra (Daoudi, 2017).

Les vaccins | Types de Administration La Conservation | Intervalle | Efficacité

vaccination durée entre deux

de vie doses

Dukoral Monovalen | Voie orale 3ans | 2-8C 7 jours >50%

t inactivé
Shanchol et | Bivalents Voie orale 2ans | 2-8C 14 jours, au | >50%
MORCVAX bout de

2ans

Enfin, les compagnes de vaccination absorbent des ressources financieres et
humaines déja limitées qui pourraient aller a des mesures plus efficaces de lutte (Mitze et
al., 1994). C’est pour cela qu’a I’heure actuelle I’OMS ne recommande aucun vaccin, surtout
en période d’épidémie, en tant que mesure de santé publique, méme si leur efficacité et leur
intérét potentiel ne fait pas de doute.

2.2 Prophylaxie

La maitrise des épidémies ou des pandémies du choléra causées par V. cholerae,
consiste a I’application des mesures de prophylaxie (d’hygiene) et I’utilisation de la
vaccination comme moyen complémentaire de ces mesures. Les mesures d’hygiene

comprennent:

- Lamise en place d’un approvisionnement qualitatif de I’eau, en créant des
équipements d’hygiene publiques, permettant notamment de protéger les ressources en eau
de consommation et de distribuer I’eau traitée et désinfectee.

- L’éducation sanitaire de la population.

- La protection de la contamination des milieux aquatiques récepteurs, par un
traitement épurateur des eaux usees.

- Améliorer la sécurité et I’hygiene alimentaire ainsi que, les pratiques de lavage des
Mains.

- La promotion d’un systeme d’eau potable et de services d’assainissement.

Selon Fournier et Quilici, ce sont ces mesures qui ont permis I’éradication du choléra
dans les pays développeés tandis que dans les pays en développement, I’élévation des niveaux
d’hygiéne, est loin d’étre réalisée pour des raisons économiques et socio-culturelles
(Fournier et Quilici, 2007).
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Ce travail a été réalisé au niveau du laboratoire d’hygiene de la Wilaya de
Constantine, durant une période allant du 15/02/2020 au 19/03/2020, sur des prélévements
d’échantillons d’eaux usées. Ces derniers, ont été réceptionnés au niveau du service

bactériologie des eaux et des aliments, dans le but de la recherche des vibrions cholériques.

1. Prélevement

L echantillon destiné pour la recherche des vibrions cholériques est, I’eau useée.
Nous avons prélevé au total cing échantillons d’eau, répartis dans trois zones différentes
Oued Boumerzoug, Oued Rhumel et la STEP d’lbn Ziad (figure 09). Cette diversification

des sites a pour objectif, d’augmenter nos chances de trouver des vibrions cholérigues.

Ces prélevements ont été effectués, a I’aide d’une bouteille propre et vide, accrochée
par une corde, puis plongée directement dans la source. Ensuite, a I’aide d’un entonnoir
stérile, on remplit les flacons d’eau péptonée alcaline 10 fois concentree (milieux de
transport). Cependant, cette étape n’a pas éte facile, en raison du danger de I’oued, son acces
difficile, les berges qui le bordent, la pente accentuée et le terrain accidenté et glissant, sans

oublier les risques de contamination.

Figure 09 : Lieu des prélevements des eaux usées de Oued Boumerzoug (A) et
(C), Oued Rhumel (B) et (D) et la STEP d’lbn Ziad (E).
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1.1 Présentation de la zone d’étude
= Localisation de la station d’épuration d’IBN ZIAD

La station d’épuration des eaux usées, d’lbn Ziad, est située a 12 km de la ville de
Constantine, dans la daira de Hamma Bouziane, sur la route de Mila (figure 10). Elle s’étend
sur une superficie de 12 Hectares. Elle se localise entre 6° 30 et 6° 45 Nord et entre 36° 15
et 36° 30 Est. Elle se trouve au Nord de la Mechtat Ouldjet el Cadi, en bas de la route
nationale N° 2 (A.N.P.E, 1996).

Th
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Figure 10 : Carte géographique de la localisation de la STEP d’lbn Ziad
(A.N.P.E, 1996).

= Localisation de Oued Boumerzoug et Oued Rhumel

Le bassin du Rhumel couvre une superficie de 5300 km2. Son relief est caractérisé
par une altitude moyenne de 800 m. L’Oued Rhumel est long de 125 km et son principal
affluent, I’Oued Boumerzoug est long d’environ 32 km (figure 11). La principale ville qui
longe les deux oueds est Constantine qui représente 43 % de la population du bassin (Afri-

Mehennaoui et Mehennaoui, 2004).
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Figure 11 : Carte géographique de la localisation de Oued Rhumel et Boumerzoug

de Constantine (Direction des ressources en eau).

1.2 Pratiques de prélévement

Il est nécessaire de prendre les précautions requises pour pratiquer le prélévement.
Il faudrait : se laver les mains, ou utiliser le gel hydro-alcoolique, avant et apres chaque
prélevement ainsi, que le port de gants jetables. Il faudrait également, une fois sur le terrain,
noter tous les renseignements possibles (la date, le lieu, I’heure, le temps) sur des flacons
stérilisés au préalable dans I’autoclave et les étiqueter avec un code approprié (ex :
prélevement 1 : A). L’ensemble des informations de la tragabilité des échantillons, devra
étre reporté sur un cahier de laboratoire pour faciliter le travail et pour une meilleure

exploitation (tableau 08).
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Tableau 08 : Fiche de suivi des prélevements par échantillon.

Oued Boumerzoug

Oued Rhumel

1°" prélevement Lieu Rejet d’El Djoudour | Rejet de Bidi Louiza
15/02/2020 Code A B

Temps Sec 19°C

Heure 9h 28 9h 50
2¢Me prélévement Lieu Avant SNTV Aprés SNTV
22/02/2020 code C D

Temps Sec :16°C

Heure 9h 10 h

STEP D’lbn Ziad

3°Me prélévement Lieu L’entrée de la STEP
03/03/2020 code E

Temps Pluvieux : 11°C

Heure 13 h

1.3 Transport des échantillons

Le prélevement a été effectué dans un flacon de 500 ml, contenant 50 ml d’eau

peptonée alcaline 10 fois concentrée (EPA 10xc) (Annexe 01), qui est un milieu de transport

pour assurer la viabilité des vibrions et de 450 ml d’eau a échantillonner (figure 12).

Les échantillons doivent étre transportés dans une glaciere fermée contenant des

accumulateurs de glace, afin de maintenir une température inférieure a 10°C. La glaciére

doit étre lavée et désinfectée aprées chaque utilisation (Sudre et Goff, 2011).
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Figure 12 : Flacon de 500 ml contenant I’eau usée et le milieu de transport (EPA 10xc).

2. Enrichissement

Les échantillons d’eaux usées, prélevés sur EPA 10xc, sont acheminés directement
au laboratoire, ils sont mis en incubation a 37°C pendant 6 a 18 heures. Puis, ils subissent
une succession de cultures en EPA simple (20 ml), en inoculant une 6se avec une anse de
platine stérile, du voile qui apparait a la surface du flacon, dans un autre tube et qui sera par
la suite incubé a 37°C pendant 6 a 18 heures. Cependant, il ne faut surtout pas agiter les
flacons ou les tubes, car les vibrions ont tendance a se développer a la surface de ces derniers
(Cheryl et al., 2002).

L'interét principal de la méthode d’enrichissement, en EPA 10xc et en EPA simple,
pour le diagnostic bactériologique du choléra, est de sélectionner les vibrions en général et
en particulier les vibrions cholériques vue, leur aptitude a se multiplier en milieu alcalin et
salé, plus rapidement que les autres germes, de permettre leur développement et leur
croissance. Ainsi, il peut faciliter I’isolement de V. cholerae lorsque peu de micro-

organismes sont présents (Quilici, 2011).

3. Isolement

L’isolement des vibrions cholériques, est réalisé a partir des milieux
d’enrichissement sur une gélose nutritive alcaline biliée (GNAB) (Annexe 01), par un
ensemencement d’une 0se en stries selon la méthode des cadrans, puis incubé a 37°C
pendant 24 heures. Notant que, cet isolement est répéte trois fois de suite (1 isolement par
jours) dans le but d’inhiber les autres bactéries. La sélectivité de ce milieu est basée sur un
pH élevé et la présence de bile de beeuf qui est un inhibiteur de la plupart des bactéries a
Gram (+) (Delarras, 2014).
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D’autre part, il est nécessaire de faire plusieurs ré-isolement pour arriver au vibrion
recherché. Cette étape nous a pris beaucoup de temps et ceci s’explique par la présence
d’une panoplie de microorganismes dans I’eau, qui est considérée comme un siege de vie

microbienne.

4. ldentification morphologique

4.1 Examen macroscopique

C’est I’étude de I’aspect des colonies qui nécessite I’observation a I’ceil nu, en
lumiere naturelle, par éclairage directe et par transparence des colonies. L’étude
macroscopique est basé sur la caractérisation de la taille, la forme, la couleur, la consistance

de chaque espece.
4.2  Examen microscopique

L’observation microscopique permet de faire une étude morphologique des cellules

d'une espéce microbienne.

= Examen direct a I’état frais

C’est I’examen microscopique de bactéries vivantes, en milieu liquide (Annexe 03).

Il permet d’apprécier leur mobilité (ou immobilité) et leur morphologie.

Pour mettre en évidence la mobilité des vibrions, nous avons effectué la technique
de lutage a la paraffine (figure 13), qui consiste a luter la lamelle, en bordant ses extrémités
avec une matiere contenant la cire, telle qu’une bougie. Cette technique a pour but

d'immobiliser le flux et d'éviter la diffusion du liquide.

L) P
p -

Figure 13 : Photographie représentant la technique de lutage de la lamelle.
= Coloration de Gram

La coloration de Gram (Annexe 03), est un examen trés important, qui utilise les
propriétés de la paroi bactérienne et donne une information rapide sur la forme et le type

des bacteries présentes dans I’échantillon ainsi que leur mode de regroupement.
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5. ldentification biochimique

5.1 Etude du type respiratoire
5.1.1 Recherche de I’oxydase

Principe : La recherche de I’oxydase (Annexe 02) est un des critéres discriminatifs le plus
employé pour mettre en évidence la production bactérienne d’une enzyme oxydase
intracellulaire. En présence d’oxygene atmosphérique et de cytochrome C, cette enzyme
oxyde le réactif pour former un compose coloré en violet « I’indophénol » (Hayette et al.,
2010).

Technique : Ce test est réalisé a I’aide d’un disque prét a I’emploi, imprégné du réactif N-
diméthyle paraphénylene diamine et déposé sur une lame, puis imprégné d’une goutte de
I’eau distillée stérile et a I'aide d’une pipette Pasteur stérile, nous avons prélevé une colonie
pure a partir d’une culture jeune du milieu GNAB et on I’a déposée sur le disque. Le résultat

sera lu immédiatement au bout de 30 secondes.
5.1.2 Recherche de la catalase

Principe : La catalase (Annexe 02) est une enzyme, ayant la propriété de décomposer le

peroxyde d’hydrogéne H.O, avec dégagement d’oxygene (Hayette et al., 2010).

Technique : Nous avons prélevé a I’aide d’une anse de platine stérile, une colonie a partir
de la boite de pétri du milieu GNAB et nous I’avons déposée dans un tube a hémolyse

contenant de I’eau oxygénée H,O-. La lecture se fait immédiatement.

5.2 Etude du métabolisme glucidique
= Préparation de I’inoculum

Nous avons préparé une suspension bactérienne dans un tube a essai stérile contenant
3ml d’eau physiologique stérile, et a I’aide d’une pipette Pasteur stérile, on a inoculé une
colonie bien isolée d’une culture jeune 15 a 24 heures. Cette suspension est par la suite

homogénéisée et utilisée dans plusieurs tests biochimiques, métaboliques et autres tests.
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5.2.1 Fermentation des sucres

Principe : Le milieu TSI (Annexe 01) est un milieu d’indentification rapide des vibrions, il
permet de mettre en évidence la fermentation du glucose, du lactose, et du saccharose ainsi
que la production du gaz et d’H,S (Delarras, 2007).

Technique : La pente du milieu TSI est ensemencée a I’aide d’une pipette Pasteur stérile
qui contient la suspension bactérienne, I’ensemencement se fait par des stries et le culot par

piqure centrale, puis incubation a 37°C pendant 24 heures.
5.2.2 Mannitol-Mobilité

Principe : Le milieu mannitol-mobilité (Annexe 01) est utilisé pour la différenciation rapide
du vibrion, il permet de déceler la dégradation du mannitol et la mobilité de la bactérie
(Chouini et Tabouche, 2013).

Technique : Nous avons prélevé quelques gouttes de notre suspension bactérienne déja
préparé en utilisant une pipette Pasteur stérile. L’ensemencement se fait par une simple

pigure centrale jusqu’au fond du tube, la lecture se fait apres 24 heures d’incubation a 37°C.
5.2.3 Utilisation du Citrate

Principe : Le milieu citrate de sodium (Simmons) (Annexe 01), est utilisé pour
I’identification des bacilles a Gram négatifs. Ce milieu contient le bleu de Bromothymol
comme indicateur de pH, il permet de rechercher I’utilisation de citrate de Simmons comme

seul source de carbone (Delarras, 2007).

Technique : Nous avons réalisé un ensemencement sur le milieu Citrate de Simmons, en
utilisant une pipette pasteur stérile contenant la suspension bactérienne avec des stries

longitudinales sur la pente du milieu. La lecture se fait aprés 24 heures d’incubation a 37°C.
5.2.4 Recherche de la B-galactosidase

Principe : Le test ONPG (Ortho-Nitro- Phényl-Galactopyranoside) ou le test de I’ONPG -
hydrolase (Annexe 02) est complémentaire, voire indispensable a I’étude de la dégradation
du lactose chez les vibrions, pour qu’ils dégradent le lactose, il faut qu’ils possédent deux
enzymes :

- Lalactose perméase qui permet au lactose de pénétrer dans la bactérie.

- Lap-galactosidase qui catalyse I’hydrolyse du lactose en glucose et galactose.

37



Matériel et méthodes

Le test ONPG consiste, a rechercher la présence de B-galactosidase, on utilise un
substrat synthétique I’ortho-nitro-phényl-galactosidase qui possede une structure analogue
au lactose et capable de pénétrer dans la bactérie, sans perméase et qui va étre hydrolysé en
orthonitrophénol : ONP qui est responsable de la coloration jaunatre de milieu (Euzebey,
2007).

Technique : A partir de la méme suspension bactérienne des vibrions nous avons versé une
petite quantité dans un tube a essai stérile, puis a I’aide d’une pince stérile, on a déposé un
disque d’ONPG, cette préparation a été incubée dans une étuve a 37°C pendant 24 heures.

5.3 Etude du métabolisme protéique
5.3.1 Recherche des enzymes de décarboxylase

Principe : Le milieu de culture Moeller utilisé pour la différenciation des vibrions est basé
sur la détection de la lysine décarboxylase (LDC), I’ornithine décarboxylase (ODC) et de
I’arginine dihydrolase (ADH). (Annexe 01).

Les decarboxylases scindent les acides aminés en condition d’anaérobiose et de pH
acide (pH = 3.5-5.5). Elles entrainent la formation de I’amine correspondant avec la
libération de CO; (Denis et al., 2012).

REH-COOH Décarboxylase RCH2-NH2+ CO»
NH:

Acide aminé amine

Technique : Le test est realisé avec milieu Moeller réparti dans quatre tubes a hémolyse
différents : Le premier tube est le témoin : il contient du glucose en petite quantité et du
Pourpre de Bromocrésol comme indicateur du pH. Les trois autres tubes contiennent un des

trois acides aminés suivant : Arginine, Lysine ou Ornithine en plus du milieu témoin.

L’ensemencement se fait par I’ajout de deux a trois gouttes de la suspension
bactérienne déja préparée dans les quatre tubes, puis rajoute 1ml de vaseline stérile dans
chaque tubes, pour crée un environnement d’anaérobiose et le tout sera incubé pendant 24
heures a 37°C.
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5.3.2 Milieu Urée-indole

Prin4cipe : Le milieu Urée-Indole (Annexe 01), est un milieu de culture synthétique qui
permet la mise en évidence chez les vibrions, la présence d’une uréase et la production
d’indole. Il permet ainsi la différenciation présomptive des bactéries possédant ces caractéres
(Euzeby, 2007).

Technique : Nous avons distribué stérilement une petite quantité du milieu Urée-Indole dans
un tube a essai. L’ensemencement se fait en ajoutant avec une pipette pasteur stérile la
suspension bactérienne des vibrions. Apres un temps d’incubation de 24 heures a 37°C on a
versé 4 a 5 gouttes de réactifs Kovacs (Annexe 02) dans le tube du milieu Urée-Indole

ensemenceé et la lecture se fait immédiatement.

6. Teste d’agglutination

Des tests d'agglutination viennent compléter I'identification bactérienne, dans le but
de détermine s’il s’agit de V. cholerae O1 et 0139 ou des vibrions non cholériques non O1
et non O139. Par defaut des sérums d’agglutinations anti-Vibrion cholérique, polyvalent

Ogawa - Inaba (périmés), le test d’agglutination n’a pas été réalisé.

7. Antibiogramme

L’étude de la sensibilité aux antibiotiques a été réalisée par la méthode de Kirby-
Bauer (recommandée par I’OMS) qui est basée sur la diffusion des disques imprégnés
d’antibiotiques en milieu Mueller-Hinton (MH) (Chouini et Tabouche, 2013). A partir de
I’inoculum préalablement préparé d’une culture pure de 18 & 24 h sur milieu d’isolement
approprié, nous avons prélevé quelques gouttes a I’aide d’une pipette Pasteur stérile et nous
les avons inoculés dans un bouillon de cceur cervelle (Annexe 01). Aprés une incubation de
24 heures a 37°C, il devient trouble, on inocule alors quelques gouttes de ce bouillon dans
un tube contenant 2.5 ml d’eau physiologique stérile. L’ensemencement se fait par
inondation de ce dernier sur la surface du milieu Muller-Hinton suivi de la déposition a I’aide
d’une pince stérile des disques d’antibiotiques. L’antibiotique testé est la Colistine, nous
I’avons mis au milieu de la boite et nous I’avons incubé a I’étuve a 37°C pendant 18 a 24
heures en position renversée. La (figure 14), présente le schéma de la Procédure que nous
avons réalisé au niveau du laboratoire pour I’identification de V. cholerae dans les

échantillons d’eaux usées.
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Figure 14 : Schéma de la procédure d’identification de V. cholerae dans les

échantillons d’eaux usées.
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Résultats et discussion

Dans le but de la recherche des vibrions cholériques, nous avons réalisé un stage
pratique au niveau du laboratoire d’hygiéne de la Wilaya de Constantine. Pour notre étude,
nous avons préleveé cing échantillons d’eau usée. Les résultats obtenus sont regroupés dans

le (tableau 09) ci-dessous.

Tableau 09 : Résultats de la recherche des V. cholerae dans I’eau usée de Oued
Boumerzoug, Oued Rhumel et la STEP d’lben Ziad.

Lieu Date Prélévement Résultats

Oued Bouerzoug 15/02/2020 A Absence
22/02/2020 C Présence

Oued Rhumel 15/02/2020 B Présence
22/02/2020 D Absence

STEP d’Ibn Ziad 03/03/2020 E Présence

1. Enrichissement

La culture en eau peptonée alcaline donne apres une incubation a 37°C pendant 6 a
18 h, un trouble net et uniforme avec formation d'un voile a la surface du tube (figure 15).
Selon Quilici (2011), le voile commence a apparaitre aprés quelques heures de culture chez

V. cholerae.

Figure 15 : Résultats de I’enrichissement dans I’EPA.
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2. ldentification morphologique

2.1 Ildentification macroscopique

Nous avons réalisé plusieurs isolements sur milieu GNAB, pres de quinze souches
suspectes de vibrion cholérique ont été isolées. Mais, seulement trois d’entre elles ont été les
plus caractéristiques. Macroscopiquement, ces souches apparaissent sous un aspect de
colonies nommeées smooth. Ces colonies, sont de taille moyenne environ 2 mm de diameétre,
bien rondes a bord réguliers, lisses, faiblement convexes, bleutées et translucides (comme
du verre) (figure 16). Cette description correspond a la description des V. cholerae qui a été
réalisé par Daoudi (2017).

Figure 16 : Photographie représentant I’aspect macroscopique des colonies

suspectes sur milieu GNAB.

2.2 ldentification microscopique

= Coloration de Gram : nous avons fait une observation de plusieurs isolats suspects
et seulement les trois souches isolées ont révélé d’apres cette coloration, une flore
monomorphe, faite de petits bacilles fins, incurvés, isolés, colorés en rose « Gram
négatifs » (figure 17). Ce résultat est approuvé par Fournier et Quilici (2007), qui

souligne que V. cholerae est une bactérie a Gram négatifs.

= Etat frais : nous avons observé les trois souches entre lame et lamelle ; elles ont
révélé de petits bacilles en trés grande abondance, qui ont une mobilité de type
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polaire (figure 18). la plupart des Vibrio sont mobile grace a un flagelle, ceci a été

montré dans I’étude de Bonhomme (2003).

Figure 17 : Photographie d’une observation microscopique d’un isolat suspect
apres une coloration de Gram (objectif x 100).

Figure 18 : Photographie d’une observation microscopique d’un état frais

(objectif x 40).
3. ldentification biochimique

L'identification biochimique est un examen qui permet, d'identifier une bactérie en
s'appuyant sur ses caracteres biochimiques. Nous avons effectué une galerie d’identification
classique des trois souches suspectes (figure 19 et 20 et 21), dont les résultats sont
représentés dans le (tableau 10). Ainsi que des tests tels que I’oxydase et la catalase ont été

réalisés.
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Figure 19 : Photographie du résultat de la galerie biochimique classique de la
souche 1.

Figure 20 : Photographie du résultat de la galerie biochimique classique de la
souche 2.

Figure 21 : Photographie du résultat de la galerie biochimique classique de la

souche 3.

Résultats et discussion
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Tableau 10 : Résultats des galeries biochimiques d’identification des 3 souches

suspectes.
Tests Résultats
Souche 1 Souche 2 Souche 3
ONPG + + +
Glucose + + +
Lactose + + n
TSI Saccharose + + +
Gaz - - ¥
H.S - - -
Mannitol- Mannitol + + +
Mobilité Mobilité + + +
Urée-Indole Uree ) ) i
Indole + + n
ADH - _ n
Enzymes LDC + + +
décarboxylases oDC + + -
Témoin Jaune Jaune Jaune
Citrate - - -

3.1 Test de I’oxydase
Les trois souches retenues ont révelé un résultat positif, d0 a I’apparition immédiate
d’une coloration violette (figure 22). Ce résultat est en cohérence avec le travail de El
Marrakchi (2012), qui révele que les Vibrio sont des oxydases positif.

Figure 22 : Résultats du test d’oxydase.

45



Résultats et discussion

3.2 Test de la catalase

Les trois souches possedent la catalase, elles sont dites catalase positive. Cette réaction se

manifeste par la production de bulles d’oxygene (figure 23), selon la réaction suivante :
2HO0 —— > 2H0+ 0O

L’étude de Bonhomme (2003), a révélé également que les membres du genre Vibrio

sont catalase positif.

Figure 23 : Résultat du test de la catalase.

3.3 Milieux TSI

Ce milieu nous a permis d’identifier cinq caracteres :

- Glucose + : La fermentation du glucose se traduit par le virage au jaune du culot.

- Lactose +/ Saccharose + : La fermentation du lactose et du saccharose se traduit
par le virage au jaune de la pente.

- Gaz - : Absence de production de gaz et absence de décollement de la gélose.

- HzS - : Absence de production d’H.S et absence du noircissement du milieu.

Le résultat de ce test, est en concordance avec les caracteres biochimiques de
V. cholerea dans I’étude de Daoudi (2017).

3.4 Test du mannitol-mobilité
Les souches de vibrion ont fermenté le mannitol, dont la fermentation de ce dernier
a été matérialisée par un virage de I’indicateur coloré, le rouge de phénol au jaune. En ce
qui concerne la mobilité, elle se traduit par la diffusion de la bactérie a partir de la ligne

verticale d’ensemencement en créant un trouble homogeéne.
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Fouche (1993), a rapporté que V. cholerae est une bactérie qui fermente le

mannitol.

3.5 Utilisation du Citrate
Les souches étudiées, n’ont pas utilisé le citrate et sont alors des citrates négatifs.
Selon Daoudi (2017), les vibrions possédent une citrate perméase. L’utilisation du citrate
par ces bactéries, se traduit par une alcalinisation du milieu, provoquant un virage de
I’indicateur coloré le bleu de Bromothymol, du vert au bleu, ce qui signifie une libération

d’ammoniaque.

3.6 Recherche de la p-galactosidase

Apparition d’une coloration jaune, ce qui indique que les souches de vibrion sont
pourvues de la B-galactosidase. Cette couleur est due a la libération de I’orthonitrophénol

par I’hydrolyse de I’ONPG, selon la réaction suivante :

ONPG + HLO ——>  Galactose + ONP

La capacité de V. cholerae a produire la -galactosidase a été rapportée par Fouche

(1993).
3.7 Recherche des décarboxylases

Pour les souches 1 et 2, les milieux LDC et ODC n’ont pas changé de couleur, ils
sont restés violet, ce qui signifie que la bactérie fermente le glucose et entraine une
acidification du milieu, puis une réalcalinisation par la dégradation du substrat (Lysine et
Ornithine). Par contre, le milieu ADH a changé de couleurs et il est devenu jaune, ce qui
signifie que la bactérie a fermenté le glucose et entraine une acidification, mais pas de
réalcalinisation du milieu, car elles ne possedent pas une enzyme qui dégrade et décarboxyle
le substrat (Arginine). Les décarboxylases sont :

e Lalysine décarboxylase (LDC) : Lysine —, Cadavérine + CO>

e Ornithine decarboxylase (ODC): Ornithine —— Putricine + CO>

e | ’arginine dihydrolase (ADH): Arginine —, Agmatinet CO,

V. cholerae sont LDC (+), ODC (+) et ADH (-), ce résultat a été rapporté egalement
par Quilici (2011).

Par contre, la souche 3 a révélé un résultat positif pour LDC et ADH et négatif pour
I’ODC.
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3.8 Milieu Urée-Indole
Les souches n’ont pas production I’uréase, le milieu reste jaune donc on constate,
une absence d’hydrolyse de I’urée.
La production d’indole, se caractérise aprés I’addition de quatre a cing gouttes de
réactifs de Kovacs, par I’apparition immédiate d’un anneau rouge en surface du milieu, qui
est due a la dégradation de tryptophane en indole, selon la réaction suivante :

C11H12N202 + HHO —— C3H403+ NH3 + CgH7/N

Quillici (2011), montre que V. cholerae ne produit pas d’uréase mais, elle est indole
positif.

4. Antibiogramme
L’étude du profil de la résistance et de la sensibilité des vibrions, a été réalisée sur
deux souches, sur la gélose (MH). Les résultats des diamétres des zones d’inhibitions
obtenues vis-a-vis de I’antibiotique testé « la Colistine », sont représentés dans la (figure 24)
(tableau 11).

Figure 24 : Résultat de I’antibiogramme des souches 1 et 2.
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Tableau 11 : Profil de sensibilité des souches 1 et 2 vis-a-vis des antibiotiques testées.

Diamétres Diamétres lus Résultat
Antibiotique | Abréviation | Charge critique (mm) | (mm)
du disque s R Souche | Souche
(H9) 1 2 S

S : souche sensible vis-a-vis I’antibiotique testé.

R : souche résistante vis-a-vis I’antibiotique testé.

Discussion génerale

Sur un total de cing prélévements d’eaux usées, seulement trois prélévements (B),

(C) et (E) ont montré des souches suspectes désignées respectivement 1, 2 et 3.

A partir des résultats d’enrichissements, on a constaté qu’il existe la formation d’un
voile a la surface du milieu EPA uniquement dans les trois échantillons qui sont : (B) prélevé
d’Oued Rhumel, (C) prélevé d’Oued Boumerzoug et (E) de la STEP d’Ibn Ziad. Cela ouvre
I’hypothese d’existence des vibrions dans ces trois zones. L’apparition du voile s’explique
par le fait que toutes les especes de vibrions poussent plus ou moins a sa surface, en raison
de leurs besoins en oxygene et de leur mobilité. De cela, un isolement a été réalisé sur le
milieu GNAB sur lequel nous avons repéré des colonies suspectes pour ces trois
prélevements (B, C et E).

L’observation microscopique de la coloration de Gram et I’examen a I’état frais, ainsi
que les tests d’oxydase et de catalase, ont révele que les trois souches isolées ont les mémes
caractéres : tres mobiles, Gram négatif, catalase positive et oxydase positive, de ce fait ils

appartiennent a la famille des Vibrionaceae.

D’apres les résultats des galeries biochimiques des trois souches, nous avons constaté
deux galeries identiques de la souche 1 et 2 et une troisiéme différente qui est la souche 3.
D’apreés les résultats de I’étude des acides amineés de la souche 1 et 2 ADH (-), LDC (+) et
ODC (+), nous avons confirmé qu’elles appartiennent au genre Vibrio, contrairement a la
troisiéme souche qui est différente au niveau de ces tests et dont le résultat obtenu est ADH
(+), LDC(+) et ODC (-), ainsi qu’une légere production de gaz. Ceci nous a mené a
rapprocher cette souche a I’espece Aeromonas hydrophila, qui appartient au genre

Aeromonas. Les caractéres biochimiques de cette bactérie sont montrés par Clave (2010).
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Cette espece présente les mémes caractéres biochimiques obtenus, mais ceci reste a
confirmer par d’autres tests. Selon les caracteres biochimiques de la souche 1 et 2, on
constate qu’elles présentent une grande similarité, ce qui permet de les rapprocher a I’espéce
V. cholerae.

L’étude du profil de sensibilité des vibrions, nous a montré que les deux souches 1 et
2 du préléevement (B) et (C) présentent un taux de sensibilité dans des limites supérieures

avec I’antibiotique testé : Colistine 25 pg.

Face a la crise sanitaire que nous traversons, suite a la pandémie du COVID19, nous
n’avons pas eu la possibilité de terminer notre stage dans le laboratoire d’hygiene de la
wilaya de Constantine. Il nous a été impossible de nous déplacer vers I’université pour
ramener des galeries APl 20NE, aprés avoir confirmé leurs disponibilités, en raison de
I’ordre de fermeture des universités. Nous avions aussi prévu un passage au CHU de
Constantine pour effectuer les tests d’agglutination. L’annonce des nouvelles décisions du
confinement sur tout le territoire algérien a entravé la continuation de notre étude.

On déduit que si le test donne une agglutination avec les sérums anticholérique, cela
signifiera la présence du V. cholerae O1 ou 0139 et si le test ne donne pas d’agglutination,

donc il s’agirait des vibrions non agglutinant (NAG) V. cholerae non O1 ou non O1309.

D’apres les résultats de notre recherche, on déduit la présence de souches de Vibrio
qui sont probablement les (NAG) V. cholerae non O1 et non 0139 dans I’eau usée,
provenant de Oued Boumerzoug et de Oued Rhumel. Ceci s’explique par le pH et la salinité
de ces milieux qui ont permis le développement des vibrions. La température est également
le facteur majeur qui conditionne le comportement des vibrions dans leur milieu. Il est en
effet plus fréquent d’isoler, la bactérie pendant la saison chaude, que pendant I’hiver. Mais
aussi, dans les périodes de précipitations, les fortes pluies et les ruissellements, qui facilitent
la circulation du vibrion dans son milieu. Ce dernier est souvent entouré de bidonvilles et
d’industries, en effet leurs déchets ménagers et égouts sont acheminés vers Oued Rhumel,

ce qui favorise la propagation de la maladie.

En plus des facteurs environnementaux et climatiques, les résultats de notre étude,
s’expliquent également par le fait, que le choléra a évolué vers un modéle complexe de
maladies infectieuses écologiques, qui résulte en effet de la variabilité des réservoirs
aquatiques (zooplanctons et phytoplanctons), des bactériophages dans I’environnement

aquatique et de la flexibilité de son génome. Il suffit qu’une souche de vibrion pathogeéne,
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soit introduite en été ou en automne, par les aliments ou par un arrivage des étrangers. Le

vibrion se prolifere alors dans les eaux.

D’autres études de Diakite et Mounkoro (2015), sont incompatibles avec nos
résultats, vu qu’ils ont prouvé [I’absence du V. cholerae dans les eaux usées de Oued
Boumerzoug car dans cette zone, il existe moins de populations, donc moins de rejets et

moins de pollutions, comparativement a Oued Rhumel.

La présence d’Aeromonas hydrophila dans la STEP d’Ibn Ziad s’explique par le fait
que c’est une bactérie qui colonise les milieux aquatiques, elle est fréqguemment observée
dans les eaux des stations de traitement, dans les lacs et les rivieres polluées notamment dans
les eaux usees. Sa présence est favorisée également par un temps pluvieux. Cependant cette
bactérie cause des gastro-entérites. D’autres études de Boufercha et Benmalek (2017) faites
sur cette station, ont confirmé la présence de V. cholerae non O1 et ceci uniquement apres

une forte pluie portant plusieurs microorganismes.

L’absence des vibrions dans les prelevements (A) et (D), s’explique par les
conditions défavorables des milieux (temps sec), ce qui induit la population des vibrions a

acquérir un état de bactéries viables mais non cultivables.
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Conclusion

L’eau usée est considérée comme un véhicule pour de nombreux germes pathogénes
qui entrainent des maladies hydriques, notamment le choléra. Cette maladie historique, est
réputée pour étre un fléau qui a ravagé le monde durant une longue période, dont I’agent
responsable est Vibrio cholerae. L’émergence des épidémies de choléra est donc la résultante
complexe des interactions entre un agent pathogéne, une population sensible et

I’environnement.

Le présent travail a comme objectif principal, la recherche des V. cholerae dans les
eaux usées, afin de les isoler puis de les identifier, par les méthodes bactériologiques
classiques de diagnostic de la bactérie et d’estimer le degré de contamination des eaux usées.

Du point de vue bactériologique, parmi les cing prélevements qui ont été analysés
durant notre stage du 15/02/2020 au 19/03/2020, pratiqué dans des conditions bien
contr6lées au niveau du laboratoire d’hygiene de la Willaya de Constantine. Nous avons pu
confirmer d’une part, la présence de deux souches de Vibrio uniquement dans deux
échantillons prélevés successivement de Oued Boumerzoug et de Oued Rhumel qu’on
soupgonne étre les (NAG). D’autre part, la présence d’une autre souche qui est probablement
A. hydrophila dans la STEP d’lbn Ziad. Ces souches identifiées sont la cause d’infections
bénignes, comme la gastro-entérite et ne peuvent étre de loin responsable des épidémies du

choléra.

L’étude du profil de sensibilité des deux souches de Vibrio aux antibiotiques, nous a

révélé un taux de sensibilité vis-a-vis de la Colistine.

Les résultats collectés au cours de notre étude, font apparaitre que les eaux usées
dans les trois zones étudiées, sont un environnement favorable pour la prolifération des
bactéries pathogenes et sont effectivement a I’origine des maladies hydriques, qui présentent
un danger sur notre secteur sanitaire. En effet, nos résultats confirment les données de

I’OMS concernant I’absence des cas du choléra dans la Wilaya de Constantine.

Jusqu’a ce jour, le cholera reste a I’échelle mondiale une menace pour la santé
publigue et un indicateur d’insalubrité et de sous-développement social. C’est une maladie
de la misére, et de la surpopulation qui touche principalement les pays des populations
pauvres. Notons que la prévention est un des piliers de la lutte contre cette maladie, qui

repose sur les mesures d’hygiéne individuelle et collective.
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Le travail que nous avons réalisé dans le cadre de ce mémoire, et les résultats qui en

découlent, ouvrent de nombreuses perspectives résumées comme suit :

= Elargir I’éventail des recherches, en fixant plusieurs points de prélévements dans une
période plus longue, en choisissant les zones les plus polluées entourées des industries et des
bidonvilles, des zones ou les besoins en eau potable et en assainissement ne sont pas assurés.

= Etendre notre étude sur d’autres eaux, notamment les eaux marines, saumatres, et
estuariennes.

= Choisir les périodes de recherches du V. cholerae entre, la fin de I’été et le début
de I’automne, car ceci crée un environnement favorable et augmente la survie de la bactérie.

= Pratiquer tous les tests biochimiques complémentaires sur des galeries biochimiques
API 20 E ou API 20 NE, pour la mise en évidence de tous les caracteres des vibrions et aussi
poursuivre les tests d’agglutinations afin de determiner les sérotypes de V. cholerae.

= Approfondir les recherches en utilisant des méthodes moléculaires comme exemple :
PCR, extraction d’ADN etc.
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Annexe 01 : La composition des milieux de culture (g/l).
Gélose Nutritive Alcaline biliée (GNAB) (g/l)

Peptone de VIANGE. .. ....u i e e e e e e 10
EXTrait de VIANAE. .. ..o e e e e e e 3
Chlorure de SOOIUM . ..ot e e e e e e e e e, 5

Bile de DoeUf deSSECNEE. .. ...t e e e 2

EPA EPA 10 x cc
Protéose peptone..........coovevevnennnnn. 10 100
Peptone......coovvv i A0, 100
Chlorure de sodium.............ccovevenne. e TR 50
pH 8.6
Gélose TSI (Triple Sugar Agar) (g/l)

Peptone de VIANAE.... ... it e e e 15
(0 IO =T o] (0] g U
EXtrait de VIande. .. .......oeiirir e e - 3
EXIrait de [OVUIE. ... e e e e e 3
GIUCOSE ...t e e e L
SACCNAIOSE. .. .ttt et e e e e e e e e 10

IF=To3 (0 < 10



Milieu Mannitol-mobilité (g/l)

Peptone de VIANGE. .. ....u i e e e e e e e e 15
Extrait de VIande ...... ..o 3
MaNNITOL. .. o e e e e e 10
POtaSSIUM NMITFATE. .. ...ttt e e e e e e e e e e e e

Rouge de phénol ..........ccoveiiiiii e 202.0,05

Milieu Citrate de Simmons (g/l)

Ammonium dihydrogenophosphate .............oooiiiiii i 1
Phosphate dipotassSiQUE .........ccueeiieiee e e e e e e e e enaas 1
Chlorure de SOAIUM ... et e e e e et e e e ee e D
Citrate de SOIUM..... et e e e e e e e aen 2
Sulfate de MagNESIUM ...t e e e e e e e e 0,2

Bleu de bromothymol ... 2. 0,08

EXtrait de VIaNde. ... 3
Hydrolysat acide de CaSEINE. ... ....ccve i e e e e e e e, 17,5
N 0] o o o 1,5

L-tryPtOPNane ....ce e 3
D 0
Monophydrogénophosphate de potassium ...........c.ccoviiiiiie i, 1

Dihydrogénophosphate de potassium ...........cueeiieeiiiinneiieviiene e eenieen. 1
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Chlorure de sodium .............coe. ...
EtNan0l @ 05 oo

Rouge de phénol ensolution a1 % .......c.cvviiiiiiiiiiii e el 2

pH 6.8

EXUrait de JOVUIE ...t e e e e e e
L-ornithine (monochlorhydrate) ......
GIUCOSE .ot e e e e
Bromocrésol pourpre ...................
Ethanol ...

Chlorure de SOIUM ..o i

pH 6.8

Extrait de levure .............cooeieinniis
L-arginine (monochlorhydrate) ..........cooeii oo e e e,
GIUCOSE ..t e e e e e
Bromocrésol pourpre ...................
Ethanol ...

ChIorure de SOOTUM ... o.e e e e e e e e e e e e e

pH 6.8

EXUrait de JeVUIE ... e e e e e e
L-lysine (monochlorhydate)............
1 11000 L
Bromocrésol pourpre ...................
Ethanol ...

Chlorure de sodium .....................

pH 6.8

ODC (g/l)

.............................................. 0.16

............................................... 0.16

................................................ 0.16
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Bouillon cceur-cervelle (g/l)

ProtéoSe-PeptoNe ......vvvire e ieiie e e e e e e e e e 10
Extraitde cervelle ..., 12.5
EXErait de COBUN ...ttt e e e e e e e e e e a2 D
GIUCOSE ...t e e e e e e e e e 2
Chlorure de SOQIUM .......vuie i e e e e e et e e eeiee D
Hydrogénophosphate de sodium .............cooiiiiiiiici 2.5
pH 7.4

Annexe 02 : Réactifs utilisés
Réactif de la recherche d'oxydase (OX)
Disque imprégnés d'une solution a 1% de chlorydrate de Tetraméthyparaphényléne-diamine
Réactif de Kovacs

Para-dimethyl -amino-benzaidéhyde ................cccovveiie i 79/
Alcool iS0amyliqUe ......cvovei i e e (D M
Acide chlorhydrique CONCENtrE ...... ... oot e e e 20 ml

Solution de I’eau oxygénée a 10 %

Eau OXYQENEE A 10 V. e it e e e e e 0, 5ml
BaUu diStIlIBE ... 14,5ml
Disque ONPG

Disque de papier filtre stérile imprégné de tampon et de I'ortho-nitro-phényl- galactoside
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Annexe 03 : Coloration de Gram et examen a I'état frais
Coloration de Gram
Préparation du Frottis :

1. Etalement : Déposer une goutte d'H>O sur une lame propre puis Prélever une colonie a
I'aide d’une anse de platine stérile et la frotter dans la goute en réalisant un étalement en

couche mince.
2. Séchage : Laisser secher a l'air. Sécher a I’aire libre le frottis.

3. Fixation : Passer la lame dans la flamme du bec Bunsen pendant quelques secondes pour

fixer I'échantillon a la chaleur.
La Coloration :

1. Coloration primaire : Déposer quelques gouttes de solution de violet de gentiane (cristal
violet) sur le frottis fixé. Laisser agir 1 minute puis Rincer a I’eau distillée.

2. Mordancage : Déposer quelques gouttes de lugol sur le frottis. Le Lugol (composé iod€)
est un mordant qui permet de fixer le violet dans les bactéries. Laisser agir 1 minute.
Rincer a I'eau déminéralisée.

3. Deécoloration a l'alcool : Verser quelque goutte l'alcool sur la lame et surveiller la
décoloration (5 a 10 secondes). Rincer a I'H20.

4. Contre coloration avec de la Fuchsine : Recouvrir la lame de Fuschine, laisser agir de 30
secondes a 1 minute. Laver doucement a I'eau.

5. Egoutter entre 2 morceaux de papier-filtre et laisser sécher.

Examen a I'état frais

1. Déposer une gouttelette de I’eau stérile sur une lame propre.

2. Prélever une fraction de colonie sur le milieu de culture gélosé a I’anse de platine stérile.

3. Emulsionner trés délicatement (afin de ne pas casser les flagelles) de facon a obtenir une
suspension homogene.

4. Recouvrir d’une lamelle en évitant d’enfermer des bulles d’air.
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