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Résumé

Les eaux usees sont susceptibles de renfermer et de vehiculer une grande variété d’agents
pathogénes pour I’lhomme. Les organismes pathogenes présents dans les eaux usées d’une

collectivité, en reflétent I’état sanitaire.

Les entérobactéries représentent une des principales familles de bacilles a Gram négatif
se retrouvant partout y compris les eaux usees. Ce sont les plus impliquées en pathologie

infectieuse humaine surtout en milieu hospitalier.

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche et I’étude de quelques entérobactéries
pathogénes dans les eaux usées d’oued Boumerzoug. Ainsi une évaluation préalable de la
FTAM a été effectuée sur nos échantillons avant de procéder a des isolements sur milieux
specifiques ainsi qu’une identification par des méthodes microbiologiques standardisées puis

une réalisation de profils électrophorétiques de I’ADN total des souches identifiees.

Sur trois échantillons étudiés, les résultats de la FTAM varient entre 1.14 10° et 13.8 10°
UFC/ml qui témoignent d’une charge microbienne importante des eaux usées. Quant a
I’isolement, sur un total de quatre germes recherchés, nous avons pu isoler et identifier 3
souches d’E. coli et une absence de Salmonella spp. , Shigella spp. et Yersinia enterocolitica a
été observée. Par contre d’autres germes ont été isoles comme Proteus mirabilis, Proteus
morganii, Enterobacter agglomerans et Pseudomonas sp. . Les profils électrophorétiques de

I’ADN total des souches identifiées ont été aussi obtenus.

La presente étude nous a permis de récolter des données locales relatives a la présence de
pathogenes et des indicateurs de contamination fécale tels qu’E. coli. et une contribution a

I’extraction de I’ADN total des souches isolées.

Mots clés : Entérobactéries, eaux usées, Oued Boumerzoug, FTAM, isolement



Abstract

The wastewater is likely containing and conveying a wide variety of pathogens for humans.
Pathogenic organisms in wastewater of a community, reflected in the health status.
Enterobacteria represent one of the main families of negative Gram of bacilli being found
everywhere including wastewater. These are the most involved in human infectious diseases
especially in hospitals.

The purpose of our work is researching and studying of some pathogenic Enterobacteria in
wastewater of oued Boumerzoug. A preliminary evaluation of the TMAF was performed on
our samples before making isolations on specific media, and identification by standard
microbiological procedures and a realization of the electrophoretic patterns of total DNA of
the identified strains were done.

For the three samples studied, the results of the TMAF vary between 1.14 10° and 13.8 10°
CFU/ml which reflect a significant microbial load of waste water. As for the isolation of a
total of four germs sought we could isolate and identify 3 strains of E. coli and an absence of
Salmonella spp., Shigella spp. and Yersinia enterocolitica was observed. Also other germs
were isolated like Proteus mirabilis, Proteus morganii, Enterobacter agglomerans and
Pseudomonas sp. The electrophoretic patterns of total DNA identified strains were also
obtained.

The present study allowed us to collect local data on the presence of pathogens and indicators
of fecal contamination such as E. coli. and a contribution to the extraction of total DNA

isolated strains.

Key words: Enterobacteria, wastewater, Oued Boumerzoug, TMAF, isolation



gadlall

G kLN uhm‘)\.‘ua\f;\j\um&wu@wdm;tﬁjﬁmu\uSAg@.\.aS\u)..aS\oLmu\cAJAl\uA
Aonaall gl Sy cle aaind aall Gyl slie 8 (ial S sl

slae ) Loy e S 3 aad g0 30 Al o) e Ciluae (e A )l D) (g Baa) 5 Jiad y grall L i<l
bl 8 dali g it Laxall Gl jel) JiUa s SSYI 8 eda auall Ca puall

sl ) iy .(Baoar g5 amall i pall slia 8 (il jed el 4 grall LSl e ams A 53 A Jiay Lilee
Gkl laaaat e Sliad Baaae Sl (e Led je J8 Liliad Alxiaal) 5 ) padl doaal) Uy il Suise anis
Laanaas 2 il Y KU g5 il Grmaall (e A g ) 589 iU dalal (38ai g s gall A ) g5 Sl

s de /331513.8 10° 51,14 10° (e calias Alxinall 5 ) jall Lomall Ly i€l il s 5 paall AN Cliged)
LS ¢ slhae adil ja dxl (e 4 saae Jad Al Wl sl o jeall elie (8 il s ySuall (e dalh 4paS s
.Yersinia enterocolitica s Shigella spp.s Salmonella spp. <ke s E. coli ¥ &3 paaty J e (e

Enterobacter s Proteus morganii s Proteus mirabilis Jie i & oAl afl s Jiidy

S gl (aaall Ay S Llail e Jseasdl Layl &3 35 . Pseudomonas sp.s agglomerans
a5 Al Yl

E. colil Jie sl sl il e (mpan s ySaa 35 s Aileiall Aulaall cililal) ans Gl pall o3 Ul Conans
Lele & ) S IS (55 ) manll ) jadal b aaluall s

d):; FTAM <Gy 3l ‘@*45\ g.i).aj\ ola ¢4y g2l LJJ:\SS.\S\ :eﬁu‘ Calalsly



Tables des Matieres

LiSte dES @brVIatIONS. .. .o e e e e s iv
LiStE dES FIgUIES ... ettt e e e e e e e e e e e e e e e e e Vi
I (0 SR o] [T LU O Vil

LiSte desS Organigramimes. ... .. et et et et et v e et et e et e e et e eee e e e n e viil

)00 (81 o] o P 1

Bibliographie
Chapitre 1 : Généralités sur les entérobactéries..........o.ovviiiie i e e
1. Définition et caraCteristiqUes GENEIAUX. .. ... vuuerieie e aetee e venee e eeenne e aeenn,
2. POSITION TAXONOMIGUE. .. .. et ettt e e e e e e e e e e et et e e e eaeeaeeaeaenas
3. Etudes de quelques genres partiCUliers. .. ...... ..o i i e
3. LLESCRErICNIA COlT. .. e e
B LA HaADIAL. e e

3.1.2. MOdE A& LranSMISSION. ... ettt e et e e e e e e e e e e

© 0 00 0 O O W Ww

3.1.3. POUVOIr PathOgENe. .. .ce e e e e e
B 2. ShIgella. .. o
32,0, HaADIAL. .o e
3.2.2. MOde de tranSMISSION. .. .. e it e et et et e e e e e e e

e
k O O o

3.2.3. POUVOIr PAthOQENE. .. .oe e et e e e e e e e

[
[

3.3.8AIMONEIIA. .. e e e e e e s
R T N o -1 o] - |

3.3.2. MOde A& LranSMISSION. .. .ot et e et e e e e e e e e e e e

e e
N N

3.3.3. POUVOIr PAthOgENe. ... et e e e

=
N

3.4.YersiNia BNEEIOCOIICA. .. oo e et e e e
I N N o -1 o] - |

3.4.2. MOAE A& TranSMISSION. ...ttt e et e e e e e e e e e e e

e e
w W N

3.4.3. POUVOIr PAtNOQENE. ... et et e e e e e e e e

=
w

4. Bases moléculaires de I’antibiorésistance chez les entérobactéries..........cccoevve.. ...
IO N 11 10 T T[0T
A.1.0. DI ION. .t e e e e e

e e
w w



4.1.2. Mécanisme d’action des antibiotiqUeS.........oeuvveiieii i e
4.2.Résistance auX antibDiotiQUES. .. ..ccuve it e e
4.2.1. RESIStance NAtUrelle. ... ......ie e e
4.2.2. RESISTANCE ACOUISE. .. ettt et tenet e et et et ete e et vat e e e e e e e e e aaeeaenen e enes
Chapitre 11 : GENEralités SUr 185 aUX USBES... ...t veertieeee e eeiiee e e e e e enenne

1. DEFINILION 0ES BAUX USEES. ... e tueen et et et eet et e eeeen et e et et r e ate een e e eaenen e
2. OrigiNeS 08S BAUX USBES. ... v et tettee et eanet e et senteeeae eanea e eaenenre e renaen e

3. Bactéries pathogenes deS BAUX USEES. .. ... uuuir et it eeseetee et aenenaeeanetneaaeaen e
Chapitre 111 : Analyse de I’ADN DaCterien..........ccoiiiuieiie i i e e
1. Extraction et purifiCation... ... ...c..iuieiie i e e
LLEXraction de PADN ... ...t e e e e e e e e e e e e e e

1.2.Méthodes de PUrfICAtION. ... .ot e e e e e
2. Electrophorese : Analyse des fragments d’acides nucléiques..............cocovevivennnns

Matériel et Methodes
IO O o [ (=0 I (o[
A |V T -
2.1.Matériel de préleVemMENES. ......c.oir it
2.2.Matériel de 1aboratoire. .. .. e e e e e e e et e e e
K FO |V =11 T T [
B TB O o =] oL T 0T
311 Lieu de PréleVement. . ... e et e e e e e e
3.1.2. Période de Prélevement. ... ....ovuuie it e e
3.1.3. Technique de préleVeMENt. .. ... ccoui it e e e e
3.1.4. Transport des échantillons......... ..o
3.2.REChErChE 0ES gEIMES. ..\ e e e e e e e e
3.2.1. Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM)..........c.ccoininini.
3.2.2. Pré-enrichissement, enrichissement, isolement et identification........................
3.2.3. Profil électrophorétique de PADN total............ccoeiii i,

Résultats et discussion

RESUIALS. . . e e e e e e e e e e e e e e
1. Dénombrement de la FTAM . ... e e e e e e

25
25
25
25
27
27
27
27
28
28
28
28
29
35

36
36



2. ASPECES CUITUIAUX . .o t. et et e e et et e e e e e e e e et et et e e eaeeaeeaeaen s
2.1.EXamMen MACIOSCOPIGUE. .. .. e e een et ettt e et et e et eae et eas e e e e e e eae e enees
2.2. EXamMen MICTOSCOPIGUE. . «. e et ea e e e et et et et et e et ee ete et e e ae e et e aeeeeees
T TS A (=3 0 4o - =P
A, TeSt e CALAlASE. .. ... ettt e e e e e
5. Test de Nitrate rEAUCTASE. .. ... ov ittt e e e e e e e e e e e e
6. Recherche de I'utilisation du glucose, du lactose, de la production de gaz et H2S sur
MITEU KA B TSl e e e e e e e e
7. Recherche de I"utilisation du CItrate............ooeiiii i e,
8. Test du mannitol MODIlItE. .. ... ...
9. Recherche de I’indole et mise en évidence de I'uréase etde la TDA.....................
10. LeteSt de RM BL AU VP ... et e e e e e e e e e e e
11. Recherche de la B-galactosidase : test ONPG
12.Galerie AP 20 E....vn i e e e e e e
13. Profils électrophorétiques de PADN.. ...ttt e e e e

(BT o] | P

CONCIUSION. e e e e

REFERENCES BIBLIOGRAPHIQUES
ANNEXES

36
36
38
38
38
38

38
39
40
40
41
42
42
47
48

o1



LISTE DES ABREVIATIONS

Liste des abréviations

ADH : Arginine Dihydrolase

ADN: Acide désoxyribonucléique

AMY : Amygdaline

AND: Acide désoxyribonucléique

API : Appareillage et Procédé d’ldentification
ARA : Arabinose

ARNTr : Acide ribonucléigue ribosomique
BET : bromure d’éthidium

CIT : Citrate de Simmons

DCL : Milieu Désoxycholate citrate lactosée
ECAD: Escherichia coli a adhésion

ECEA : Escherichia coli entéroaggrégatifs
ECEP : Escherichia coli Entéropathogenes
ECET : Escherichia coli Entérotoxinogéne
EDTA : Acide Ethylene Diamine Tétra acétique
EHEC : Escherichia coli Entérohémorragiques
EIEC : Escherichia coli Entéro-invasifs
EPEI : Eau peptonée exempte d’indole

ERU : Eau Résiduaire Urbaine

FTAM : Flore Totale Aérobie Mésophile
GEL : Gélatinase

GLU : Glucose

GN : Gélose nutritive

H,S : Sulfure dihydrogéne

HCI: Chlorure d’hydrogéne

IND : Indole

kb: kilobase

KIA : Kligler-Hajna

KOH: Hydroxyde de potassium

LDC : Lysine Décarboxylase

LPS : lipopolysaccharide



LISTE DES ABREVIATIONS

MAN : Mannose

MEL : Mélibiose

Ng : nanogramme

ODC : Ornithine décarboxylase

ONP : Orthonitrophenyl

ONPG : Orthonitrophényl-p-D-galactopyrannoside
pb: Paire de base

PCA : Plate Count Agar

PDA: Phenylalanine désaminase

pH : Potentiel hydrogéne

PLP : Protéines de liaison aux pénicillines
RHA : Rhamnose

RM : Rouge Méthyle

rpm: Rotation par minute

S: Svedberg

SAC : Saccharose

SFB : Sélénite F Broth

SHU : syndrome hémolytigque et urémique
SOR : Sorbitol

SS : Salmonella-Shigella

STEC : Shiga Toxin Escherichia Coli
TBE : Tris Borate EDTA

TDA : Tryptophane désaminase

TSI : Triple Sugar Iron Agar

UFC : Unité Formant Colonie

VBNC: Viable But Non Culturable

VP : Voges-Proskauer


https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine
https://fr.wikipedia.org/wiki/P%C3%A9nicilline

LISTE DES FIGURES

Figure 1:
Figure 2 :
Figure 3 :
Figure 4 :
Figure 5 :
Figure 6 :
Figure 7 :
Figure 8 :
Figure 9 :
Figure 10

Figure 11 :
Figure 12 :
Figure 13:
Figure 14 :
Figure 15:
Figure 16 :
Figure 17 :
Figure 18 :
Figure 19 :
Figure 20 :
Figure 21 :
Figure 22 :
Figure 23 :
Figure 24 :
Figure 25 :

Liste des figures

Structure et aspect microscopique des Enterobacteriaceae ...................

Mécanismes d’action des antibiotiques

Sites de prélevements dans oued Boumerzoug..

Aspect des colonies sur BCP............cccccevevinenee

Aspect des colonies sur milieu SS.....................

Aspect des colonies sur milieu DCL..........oooviiii i

Révélation du test d’oxydase

Résultat du test de catalase

Aspects des colonies testées sur le milieu KIA................ciinn,

- Aspect sur milieu citrate de Simmons..........
Aspect du milieu Mannitol-Mobilité
Résultat du test de I'uréase.......................

Aspect du test de I’indole
Aspect du test de la TDA

Reésultat de la galerie API 20 E de la souche 3
Reésultat de la galerie API 20 E de la souche 4

Reésultat de la galerie API 20 E de la souche 6

Reésultat de la galerie API 20 E de la souche 7
Reésultat de la galerie API 20 E de la souche 8

vi

Test du rouge de méthyle (RM)........cooviirii i e,
Résultats dutest A’ONPG.......cooiiii e e,
Reésultat de la galerie AP1 20 Ede lasouche 1..........cooviviiiiniiinnnnn,
Reésultat de la galerie AP1 20 E de lasouche 2..........ccccvvviiiiiiinnnnn,

Reésultat de la galerie AP1 20 Ede lasouche 5..........cooviiiiiiiiinnnnn,

Profils électrophorétiques de I’ADN des souches............ccccoevennnn.



LISTE DES TABLEAUX

Tableau 1 :

rencontrés..

Tableau 2 :

Tableau 3 :

Tableau 4 :

Tableau 5 :

Tableau 6 :

Tableau 7 :

Tableau 8 :

Tableau 9 :

Tableau 10

Tableau 11

Tableau 12

Tableau 13

Liste des tableaux

Les caractéres d’identification biochimiques des genres les plus fréquemment

Classification d’entérobactéries Courantes et rareS. .. ........eeee e oeeeeeeeiaiaenens 7

Principales maladies d’origine hydrique et les bactéries pathogénes associées...20

Périodes de préléevements des échantillons...............coooiiiii e, 27
Valeurs moyennes en UFC/mI du dénombrement sur PCA............cccoevvnnn. 36
Reésultats de la galerie API1 20 Ede lasouche 1........ccooviiiiiiiiiiin e, 42
Reésultats de la galerie AP1 20 Ede lasouche 2..........cooveviiii i, 43
Reésultats de la galerie AP1 20 Ede lasouche 3........coviiiiii i, 43
Résultats de la galerie APl 20 E de la souche 4..........ccccoovevevieiiecicciciiee e e 44
: Résultats de la galerie API 20 Ede lasouche 5.............ccciiiiiininnnnn.. .44
: Résultats de la galerie API 20 Ede lasouche 6.............ccoviiiiiiiiieann .. 45
: Résultats de la galerie API 20 Ede lasouche 7...............ccoceiviivennnnnn 45
: Résultats de la galerie API 20 Ede lasouche 8................cocceviiiinnennen. .46

vii



LISTE DES ORGANIGRAMMES

Liste des organigrammes

Organigramme 1 : Etapes pour I’évaluationde la FTAM.........cocoiiiiiiiiie i 28

ST <



6\

INTRODUCTION




INTRODUCTION

Introduction

Les entérobactéries sont des bactéries Gram négatif, aéro-anaérobies facultatifs,
retrouvés partout dans le sol dans I’eau et surtout dans I’intestin de I’lhnomme et des animaux.
Elles comprennent un nombre trés élevé de genres et d’espéces. Leur abondance dans
I’intestin, leur mobilité, la rapidité de leur multiplication, I’acquisition fréquente de
mécanisme de résistance aux antibiotiques expliquent qu’elles soient les bactéries les plus

impliquées en pathologie infectieuse humaine surtout en milieu hospitalier. [1]

Les eaux usées représentent & la fois une ressource et un danger. Les eaux usées non
traitées renferment divers organismes excrétés, y compris les agents pathogénes, dont le type
et le nombre dépendent des niveaux de fond des infections correspondantes dans la
population. Les flambées épidémiques provoquent une augmentation des concentrations
d’agents causals dans les eaux usées et les excréta. Les types et les concentrations d’agents

pathogénes pouvant étre treés variables. [2]

Ces organismes peuvent contaminer les cultures, les sols, les eaux de surface, les eaux
souterraines. Les eaux usées représentent un important véhicule d’agents biologiques et
chimiques issus de I’activité humaine et/ou industrielle. Les agents pathogénes peuvent étre
transmis a I’homme lors du contact direct avec les eaux usées ou indirectement par la
consommation de cultures irriguées avec ces eaux usées, ou encore par des produits d’origine

animale. [3]

Parmi les problématiques les plus répandues et qui s’écoulent actuellement dans le
monde, on cite celle de la réutilisation des eaux brutes surtout en agriculture qui consomme

plus de 80% des ressources hydriques exploitées et aussi I’utilisation pour la consommation.

3]

Nous nous sommes intéressés aux eaux usées d’oued Boumerzoug de Constantine dans
le but de récolter des données locales pour évaluer la présence de pathogénes et des

indicateurs de contamination fécale tels qu’E. coli.

L’objectif de notre travail est I’isolement et I’étude de quelques entérobactéries

pathogenes spécifiguement E. coli, Salmonella spp., Shigella spp. et Yersinia enterocolitica



INTRODUCTION

dans les eaux usées d’Oued Boumerzoug, un écosysteme constituant une niche

écologique.
Pour développer ces aspects, nous avons adopté la méthodologie suivante :

- Evaluation de la flore totale aérobie mésophile (FTAM) de ces eaux
- Isolement et identification de ces entérobactéries pathogenes
- Extraction et visualisation de I’ADN total des souches identifiées.
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Chapitre I : Généralités sur les entérobacteries

1. Définition et caractéristiques générales

Les entérobactéries constituent une famille bactérienne hétérogéne regroupant un grand
nombre d’espéces. Au niveau phénotypique, ce sont des bacilles Gram négatif droits ; mobiles
par flagelles péritriches, ou immobiles (Figurel); non sporulés; aérobies facultatifs,
produisant de I’acide a partir du glucose ; pas de besoin en sodium, ni de stimulation ; catalase
positive ; oxydase négative ; réduisent habituellement les nitrates en nitrite (pas en Nj) ;
ARNTr 16S de gamma-protéobactéries. [4] [5]

Les différences entre les nombreux genres et especes viennent de critéres plus
précis (Tableau 1), comme la fermentation des différents sucres, la production ou non de
sulfure, la production d'indole, la production d’uréase, la présence ou I’absence

d’enzymes du métabolisme (désaminases, décarboxylases)...etc. [6]

Leur principale particularité commune est d’étre présente dans la flore digestive de
I’lhomme et des animaux a sang chaud. Leur distribution dans la nature est néanmoins plus
large, puisqu’on les retrouve notamment chez les végétaux et dans I’environnement (sol et
eau). Par leur particularité métabolique, certaines entérobactéries participent au cycle naturel
des matiéres organiques, d’autres peuvent coloniser et dégrader des produits agroalimentaires

ou encore provoquer des maladies parfois graves chez I’homme ou chez I’animal. [4]

La famille présente une grande facilité de culture : les milieux les plus simples (gélose
ordinaire) suffisent et le substrat énergétique de base (glucose) est également suffisant. La

température optimale de développement se situe entre 24 et 37°C (germes mésophiles). [4]

Toutes les entérobactéries possedent des antigénes de paroi (somatiques) ou antigénes
O qui correspondent aux polyosides fixés sur les lipopolysaccharides (LPS) et qui
constituent les endotoxines des bactéries a Gram négatif. Les especes mobiles possédent en
plus des antigénes de flagelles ou antigenes H de nature protéique, constitués de
flagellines. Certaines souches possédent en plus un antigéne K qui masque I’antigéne
O, et qui correspond a une enveloppe polyosidique constituant une véritable capsule et

donnant un aspect muqueux. [6]
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Figure 1 : Structure et aspect microscopique des Enterobacteriaceae. [7]
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Tableau 1 : Les caractéres d’identification biochimiques des genres les plus fréqguemment

rencontrés. [8]
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+ : Résultat positif

d : différents types biochimiques

+* : positif lent (uréase+ en 18-24 heures)

- . Résultat négatif
+* et d* : positif a 22°C, négatif a 37°C

(+) : positifen 3 a 7 jours
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2. Position taxonomique

Les entérobactéries constituent un grand groupe de bactéries ayant une forte similitude. La
création de ce groupe a été proposée par Rahn en 1937 qu’il dénomma Enterobacteriaceae. Si
le nom de famille est toujours maintenu, en revanche le classement (Tableau 2) des bactéries

dans la famille a beaucoup évolué. [9]

Actuellement, les entérobactéries sont classées sur la base du séquencage des ARNr 5S et
16S dans :

e Domaine : Eubacteria.

e Phylum XII : Proteobacteria.

e Classe : Gammaproteobacteria.
e Ordre : Enterobacteriales.

e Famille : Enterobacteriaceae.

44 genres dont les genres récents Alterococcus, Arsenophorus, Brenneria,
Pectobacterium, Raoultella, Samsonia, Sodalis. [10]

Les genres de cette famille sont regroupés en cing tribus, d’aprés leurs propriétés

fermentatives: Escherichiae, Klebsielleae, Proteae, Yersiniae et Erwiniae. [11]
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Tableau 2 : Classification d’entérobactéries courantes et rares. [10]

Genres
Escherichia

Especes
Six espéces: Escherichia coli...

Salmonella

Salmonella bongori, S. enterica, S. subterranean...

Shigella

Quatre espéces : Shigella dysenteriae, S. flexneri, S.
sonnei, S. boydii.

Citrobacter

Douze especes : Citrobacter freundii, C. youngae,
C. braakii, C. koseri...

Klebsiella

Quatre espéces : Klebsiella pneumoniae,
K. pneumoniae subsp. ozaenae...

Entérobactéries ENnterobacter
Courantes

Quatorze espéces : Enterobacter aerogenes,
E. cloacae, E. sakazakii...

Hafnia Espéce unique : Hafnia alvei

Serratia Onze especes : Serratia marcescens subsp.
marcescens, S. odorifera, S. rubidaea...

Proteus Six especes : Proteus vulgaris, P. mirabilis,
P. penneri...

Morganella Une espece : Morganella morganii subsp. Morganii

Providencia Cing especes : Providencia alcalifaciens, P. stuartii,
P. rettgeri...

Yersinia Onze especes : Yersinia pestis, Y. enterocolitica
subsp. enterocolitica, Y. pseudotuberculosis...

Erwinia Onze especes

Cedecea

Ewingella

Pantoea

Rahnella

Budvicia

Buttiauxella

Entérobactéries Kluyvera

rare ou

. Leclercia
récemment

décrites Moellerella

Trabulsiella

Yokenella

Edwardsiella

Leminorella

Obesumbacterium

Pragia

Photorhabdus

Tatumella

Xenorhabdus
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3. Etudes de quelques genres et espéeces particuliers
3.1. Escherichia coli

Le genre Escherichia comprend cinq especes: E. coli, E. albertii, E. fergusonii, E.
hermanii, E. vulneris, E. blattae. Cependant, au sein de ce genre, I’espece E.coli représente la
quasi-totalité des isolats humains. L’espece E. coli présente une grande diversité sur le plan

génétique et sur le plan pouvoir pathogéne. [7]

Isolée pour la premiere fois par Escherich en 1885, Escherichia coli est l'espéce
bactérienne qui a été la plus étudiée par les fondamentalistes pour des travaux de

physiologie et de génétique. [12]
3.1.1. Habitat

Les E. coli sont des hétes normaux du tube digestif, de la partie distale de I’iléon et du
colon de I’lhomme et de la plupart des animaux a sang qu’ils colonisent dés les premieres

heures de la naissance. [8]

La présence de cette bactérie dans le sol, I’eau et/ou les aliments témoigne d’une
contamination fécale et suggére la possibilité que d’autres bactéries ou virus d’origine
digestive s’y trouvent. On considére que leur présence rend I’eau ou les aliments impropres a

I’utilisation ou a la consommation. [4]
3.1.2. Mode de transmission

Les études d’épidémiologie analytiqgue et les investigations d’épidémies ont
permis d’améliorer les connaissances sur les modes de transmission et les sources de
contamination des Shiga Toxin Escherichia coli (STEC). A I’heure actuelle, les quatre
principales voies d’infection a EHEC sont [I’ingestion d’aliments, la transmission
hydrique (eau de boisson ou de baignade), la transmission interhumaine et le contact

avec les animaux de ferme et leur environnement. [13]

e La majorité des infections est le résultat d’une transmission alimentaire. En effet,
un grand nombre des infections a E. coli O157:H7 a été relié épidémiologiquement a la
consommation de denrées animales. La viande de bceuf constitue la source majeure

de contamination suite principalement a une cuisson insuffisante. [14] [15]
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Les épidémies d’origine hydrique sont généralement associées a la consommation
d’eau de boisson ou a I’ingestion accidentelle d’eau lors de baignades. [13]

Le portage sain humain de STEC existe mais semble rare et transitoire. La majorité des
cas resulte d’une contamination indirecte mise en évidence chez les personnes en
contact avec les malades. [16] [17]

La transmission d’E. coli O157:H7 a I’homme, par contact direct ou indirect avec
des animaux de ferme ou leurs déjections, a eteé décrite lors de cas sporadiques mais

aussi lors d’épidémies. [13]

3.1.3. Pouvoir pathogéne

Les colibacilles, hotes normaux de lintestin, ne provoquent normalement pas de

maladie. Cependant ils possédent un potentiel pathogéne qu'ils expriment dans certaines

circonstances (pathogeénes opportunistes). Les infections a E. coli sont de deux types:

infections intestinales a type de diarrhée et infections extra-intestinales. [18] [7]

Les E. coli entériques ou intestinaux sont responsables de gastro-entérites infantiles ou de

diarrhée des voyageurs. [4]

On distingue six pathovars entérovirulents :

Les ECEP : E. coli entéropathogénes responsables de gastro-entérites infantiles. Elles
ne sont ni invasives ni toxiniques mais peuvent adhérer aux membranes des
entérocytes et provoquer la destruction de leurs microvillosités. S’ensuit une diarrhée
aqueuse importante mais autolimitée. [7] [4]

Les ECET : E. coli entérotoxinogenes sont une cause fréquente de diarrhée chez les
enfants dans les pays en voie de développement. lls sont aussi régulierement
responsables de la diarrhée du voyageur. [19]

Les EIEC: E. coli entéro-invasifs encore appelés Escherichia coli shigella-like,
responsables de syndromes dysentériques avec invasion de la muqueuse intestinale.
[20]

Les EHEC: E. coli entérohémorragiques responsables d’épidémies de diarrhées
sanglantes d’origine alimentaire pouvant se compliquer de syndrome hémolytique et

urémique (SHU) chez I’enfant par production de Shiga toxines. [7]
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e Les ECEA: E. coli entéroaggrégatifs provoquent une diarrhée persistante chez les

enfants, particulierement dans les pays en voie de développement. [19]

e Les ECAD : E. coli a adhésion diffuse qui seraient responsables de diarrhées aqueuses
chez I’enfant. [7]

Les E. coli extradigestifs (extra-intestinaux), sont responsables d’infections urinaires
(E. coli uropathogenes), de septicémies, prostatites, méningites... Ces germes ne produisent
pas d’entérotoxines et n’entrainent pas I’apparition de diarrhées. [4]

3.2.  Shigella

Ces bactéries furent decrites la premiere fois par Chantemesse et Widal en 1888. Ils

avaient isolé des selles de malades présentant un syndrome dysentérique. [8]

Nommé Shigella en I'honneur du bactériologiste japonais Kiyoshi SHIGA qui a
découvert le bacille de la dysenterie en 1897. [21]

Bien que faisant partie sur le plan génétique de I’espéce Escherichia coli, le genre Shigella
a été conservé dans la taxonomie pour des raisons médicales. Ce genre comprend quatre
« espéces » ou sous-groupes A, B, C, D pouvant comporter un ou plusieurs serotypes : groupe
A, S. dysenteriae avec 15 serotypes; groupe B, S. flexneri avec 6 serotypes; groupe C,

S. boydii avec 18 serotypes ; et groupe D, S. sonnei avec un seul serotype. [7]
3.2.1. Habitat

Les shigelles sont des bactéries strictement humaines. Elles ne font pas partie de la flore
intestinale normale. On ne les retrouve que chez les malades, les convalescents et les rares

porteurs sains. [22]

Ils peuvent survivre relativement longtemps dans le milieu externe : 10-11 jours dans les

matiéres fécales, 8 jours sur les vétements des malades et 2-3 jours dans I’eau. [4]
3.2.2. Mode de transmission

La transmission est directe ou indirecte par voie fécale-orale a partir d'un malade ou d'un
porteur. Les mauvaises pratiques d'hygiene contribuent a propager l'infection de fagon

directe, par contact physique, ou de fagon indirecte, par contamination des aliments.

10
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La transmission par l'eau, le lait, les blattes et les mouches peut survenir par suite de la
contamination fécale directe. La dose infectante est généralement comprise entre 10 et 100
bactéries. [21] [4]

3.2.3. Pouvoir pathogene

S. dysenteriae type 1 ou bacille de Shiga est I’agent de la dysenterie bacillaire stricto
sensu. [7]

Les autres sérotypes provoquent des colites infectieuses chez [P’adulte et des
gastroentérites chez I’enfant. Les Shigella provoquent des ulcérations de la muqueuse
intestinale et une réaction inflammatoire. En conséquence, les selles sont sanglantes avec des
leucocytes, des glaires et des fausses membranes, douleurs abdominales, épreintes et ténesme
caracterisent le syndrome dysentérique. Les localisations extra-digestives sont peu fréquentes.
Les moins rares sont les infections urinaires. On observe parfois des formes bactériémiques,

des arthrites, des méningites. [23]
3.3.  Salmonella

Les salmonelles sont des entérobactéries, pour la plupart pathogenes pour I’homme, agent
de nombreuses infections comme les fiévres typhoides et paratyphoides, de gastro-entérites et

de toxi-infections alimentaires parfois collectives. Ces maladies sont & déclaration obligatoire.

[4]

Les hybridations ADN/ADN ont démontré que toutes les souches de salmonelles
appartenaient a deux especes, Salmonella enterica et Salmonella bongorii, qui est

exceptionnellement isolée chez I’homme. L’espéce S. enterica est divisée en six sous-especes.

[7]
3.3.1. Habitat

Le réservoir naturel est constitué par le tube digestif des especes contaminées :
mammiféres (y compris I’homme), volailles, reptiles, escargots, grenouilles, animaux de
compagnie (chiens et chats)... Les déjections de ces espéces peuvent contaminer le sol et/ou
I’eau. Si elles ne peuvent s’y multiplier de maniere significative, elles peuvent y survivre, en
particulier dans le sol, pendant plusieurs semaines ou méme plusieurs mois si les conditions

de température, de pH et d’humidité sont favorables. [4] [8]

11
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3.3.2. Mode de transmission

Les salmonelles sont éliminées par les matiéres fécales, et de maniére inconstante par les
urines. La maladie est contractée par absorption d’eau ou d’aliments contaminés, directement

ou indirectement, par des excréments. [8]
3.3.3. Pouvoir pathogéne

Du point de vue médical, il convient de distinguer deux grands groupes a I’intérieur du

genre Salmonella :

e Les salmonelles majeures, agents des fievres typhoides et paratyphoides — S. typhi,
S. paratyphi A, S. paratyphi B, S. paratyphi C. Ces sérovars sont responsables de
septicémies a point de départ lymphatique par envahissement des ganglions
mésentériques.

e Les autres serovars « mineurs» habituellement responsable de toxi-infections
alimentaires qui se manifestent par des gastro-entérites avec diarrhées et
vomissements survenant dans les 8 & 10 heures suivant I’injection de I’aliment
contaminant et dont I’évolution est en régle spontanément favorable dans quelques

jours. [7]

3.4. Yersinia enterocolitica

Y. enterocolitica s’imposa en 1962, par la vague épizootique qui détruisit les élevages de
chinchillas d’Europe occidentale. Elle atteignit ensuite les lievres puis les porcs. A partir de
1964, les cas humains apparaissent et, les années suivantes, la liste des especes atteintes et
celle des infectés ne cessent de s’accroitre. Par la suite, la découverte de souches gardées en
collection, isolées aux Etats-Unis des 1939 ou en Suisse en 1949, montra qu’en fait cette

espéce attendait seulement les conditions nécessaires a sa diffusion. [8]
3.4.1. Habitat

Y. enterocolitica a un réservoir trés vaste : environnement (eaux, sols,), ou animaux
(rongeurs, porcs, etc.), avec souches adaptées ou non a des especes animales voire a I’lnomme.
Ainsi, les biovars 4 (Sérogroupe O : 3), 3 (O : 5) et 2 (O: 9) sont les plus fréquent chez

I’homme en Europe. [7]

12
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3.4.2. Mode de transmission

La transmission par voie féco-orale est la plus importante; elle se fait par I’ingestion
d’aliments ou d’eaux contaminées, ou par un contact avec des animaux ou des personnes
infectés. [24]

Des cas de transmissions nosocomiales et de transmission par des produits sanguins

infectés ont été signalés. [25]
3.4.3. Pouvoir pathogéne

Y. enterocolitica  est responsable d'entérocolite chez le jeune enfant, d'adénite
mésentérique chez I'adolescent et I'adulte jeune. Les formes septicémiques sont plus rares et
surviennent sur un terrain fragilisé, immunodéprimé, et des manifestations cliniques

variées ont été decrites (abcés profonds, endocardite, méningite, etc.). [7]
4. Bases moléculaires de I’antibiorésistance chez les entérobactéries

La connaissance des bases moléculaires de la résistance naturelle et acquise
(caractéristiques et variété des supports génétiques, multiplicité des mécanismes impliques,
différents modes de transfert des déterminants de la résistance entre bactéries) est
indispensable pour comprendre comment I’utilisation des antibiotiques exerce une pression de

sélection sur les micro-organismes et influence leur état de résistance. [26]

4.1. Antibiotiques
4.1.1. Définition

Les antibiotiques sont des molécules chimiques ou de synthéses capables de détruire les
micro-organismes ou du moins de limiter de maniere significative leur multiplication. Ce
terme est généralement réservé aux molécules dont I’action est antibactérienne (bactéricides

ou bactériostatiques). [4]

Ils agissant spécifiqguement sur des cibles moléculaires perturbant une étape essentielle du
métabolisme des bactéries (synthése protéique, synthése des acides nucléiques, réplication,

transcription, transport transmembranaire...) [27]

13
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4.1.2. Mécanisme d’action des antibiotiques

Les antibiotiques, contrairement aux antiseptiques, agissent sur les bactéries en inhibant
des fonctions physiologiques précises (Figure 2) telles que la synthése de la paroi (B-
lactamines, glycopeptides, fosfomycine), la réplication/transcription de I’ADN (4-quinolones,
rifampicine, sulfamides, triméthoprime), la synthése protéique (aminosides, tétracycline,
macrolides et apparentés, chloramphénicol) ou encore la respiration cellulaire (polymyxines,
daptomycine).

Pour exercer leur action, ils doivent se lier a des cibles moléculaires spécifiques le plus

souvent intracellulaires. [28]

Les antibiotiques les plus utilisés pour lutter contre les infections humaines interférent avec
les réactions structurales ou physiologiques qui sont particuliéres aux pathogenes infectieux.
Ceci est possible car les bactéries sont physiologiquement tres différentes des eucaryotes. Par
conséquent, les antibiotiques antibactériens peuvent exploiter ces différences et détruire les
« envahisseurs » sans dommages significatifs a I’hdte humain. [29].

(1) Inhibition de la synthése (2) Inhibition de la synthése
de la paroi b\a:tenenne de la membrane cytoplasmique
”'/" /// T \\\\.\,
ll. 'I' l
IJ |
)7
o //. /’

Inhibition de la

synthése protéique @ Inhibition de la
synthese de 'ADN

@ Autres mécanismes

Figure 2 : Mécanismes d’action des antibiotiques. [30]
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4.2. Résistance aux antibiotiques

La résistance bactérienne se définit comme la capacité de continuer a croitre ou a survivre
en présence de lantibiotique. Les conditions d’activité d’un antibiotique sont de
posséder une cible spécifique, de demeurer sous forme active, d’accéder a la cible et

d’interagir efficacement avec elle en la désactivant.

Il existe de nombreux mécanismes aboutissant a I’expression de la résistance et suivant son

caractere inné ou acquis : la résistance naturelle et la résistance acquise.

La résistance naturelle est programmeée sur le génome et constante a l'intérieur du taxon ;
elle constitue un critere d'identification stable d’une espece. Les résistances acquises sont

quant a elles consécutives a des modifications de I'équipement génétique. [31]
4.2.1. Résistance naturelle

La résistance naturelle est un caractere présent chez toutes les souches appartenant a la
méme espece. Ce type de résistance est détecté des les premiéres études réalisées afin
de déterminer [Iactivit¢ d’un antibiotique et contribue a définir son spectre
antibactérien. Elle peut étre due a I’inaccessibilité de la cible pour I’antibiotique qui est
une conséquence des différences existant entre les structures pariétales bactériennes, a une

faible affinité de la cible pour I’antibiotique, ou encore a I’absence de la cible. [32]

La résistance naturelle est stable, transmise a la descendance mais pas ou peu
transmissible sur un mode horizontal. La résistance naturelle a pour support génétique

le chromosome bactérien. [33]

Ainsi, les membres de la tribu des Proteae sont naturellement résistants aux
nitrofuranes et a la colistine. Concernant la sensibilité aux p-lactamines, les entérobactéries

sont classiquement divisées en quatre classes :

e Celles qui ne produisent pas naturellement de B-lactamase comme Salmonella et
Proteus mirabilis ou produisent une céphalosporinase a trés bas niveau comme
Escherichia coli et Shigella (classe 1) ;

e Celles qui produisent naturellement une pénicillinase comme Klebsiella, Citrobacter

diversus, Citrobacter amalo-naticus et Escherichia hermanni (classe 2) ;

15
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e Celles (les plus nombreuses) qui produisent naturellement une céphalosporinase
(classe 3) ; et
e Celles qui produisent a la fois une pénicillinase et une céphalosporinase comme

Yersinia enterocolitica (classe 4).

D'autres enzymes particuliéres ne rentrent pas dans cette classification : céfuroximase
de Proteus vulgaris et Proteus penneri ou B-lactamase & spectre étendue (BLSE)
chromosomique de Kluyvera, Rahnella, Citrobacter sedlakii et Erwinia persicina. [7]

4.2.2. Résistance acquise

Ce terme est utilise pour désigner le résultat d’un processus permettant a des bactéries
d’une espece originellement sensible de devenir résistante a un ou plusieurs antibiotiques.
[31]

La résistance bactérienne acquise n’apparait que chez quelques souches d’une espéce

donnée normalement sensible, elle est due a I’emploi en thérapeutique des antibiotiques. [32]

Sur le plan génétique, la résistance peut étre acquise par deux voies totalement
distinctes, soit des mutations affectant des génes présents sur le chromosome, soit
I’acquisition de génes étrangers. Ces génes peuvent provenir du chromosome
d’espéces différentes ou étre véhiculés par des éléments génétiques mobiles pouvant étre

transférés d’une bactérie a I’autre, on parle alors de transmission. [34]
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Chapitre 11 : Généralités sur les eaux usées

En parlant des eaux usées, il semble important d’avoir une idée sur leur définition, leurs

origines et caractéristiques ainsi que les maladies qu’elles peuvent véhiculées.
1. Définition des eaux usees

Selon Rejsek, les eaux résiduaires urbaines (ERU), ou eaux usées, sont des eaux chargées
de polluants, solubles ou non, provenant essentiellement de I’activité humaine. [35]
Les activités humaines, domestiques, agricoles et industrielles produisent toutes sortes
de déchets et de souillures qui sont transportés par voie liquide. lls sont susceptibles
d’engendrer différentes sortes de pollution et de nuisance dans le milieu récepteur. Cet
ensemble d’eau rejetée et de déchet constitue ce qu’on appelle les eaux usées. [36]

Donc sous la terminologie d’eau résiduaire, on groupe des eaux d’origines trés diverses qui
ont perdu leurs puretés ; c'est-a-dire leurs propriétés naturelles par I’effet des polluants aprés

avoir été utilisées dans des activités humaines (domestiques, industrielles ou agricoles).
2. Origines des eaux usées

Selon Demers, on distingue trois catégories d’eaux usées [37]:

e Les eaux domestiques, provenant des usages residentiels tels la lessive, I’eau de
vaisselle, la cuisine, les toilettes et les douches. Les eaux domestiques peuvent étre
traitées collectivement (eaux municipales) ou individuellement (systéme autonome tel
gu’une fosse septique) ;

e Les eaux industrielles, qui sont les rejets des procédés industriels qui utilisent de I’eau
dans la composition, la fabrication et le nettoyage d’un produit ;

e Et les eaux pluviales sont celles qui proviennent des précipitations
atmosphériques. Sont assimilées a des eaux pluviales celles provenant des eaux
d’arrosage et de lavage des voies publiques et privées, des jardins, des cours
d’immeubles, des eaux de vidange de bassins de natation. Ce sont donc
essentiellement des eaux de ruissellement de surface. [38]

L’urbanisation et le développement de I’industrie ont passablement changé ce qu’on

appelle les eaux usées. En plus de la matiére organique, on y retrouve des résidus de produits

nettoyants domestiques et des rejets industriels et commerciaux variés. [37]
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3. Bactéries pathogénes des eaux usées

Les bactéries sont les plus fréquentes des agents pathogénes microbiens présents dans les
eaux usées. Il existe une large gamme d'agents pathogenes bactériens et des agents pathogénes
opportunistes qui peuvent étre détectés dans les eaux usées. Les eaux usées contiennent en
moyenne 10’ & 10° bactéries/Il. La concentration en bactéries pathogénes est de I’ordre
de 10* /I. Le nombre de germes peut étre multiplié par 1 000 dans les eaux de riviéres
aprés un rejet urbain. [39] [40]

Les bactéries des eaux usées ont été caractérisées et appartiennent aux groupes suivants :

e Bactéries Gram négatives anaérobies facultatives : par exemple, Aeromonas,
Plesiomonas, Vibrio, Enterobacter, Escherichia, Klebsiella, et Shigella.

e Bactéries aérobies a Gram négatif : par exemple, Pseudomonas, Alcaligenes,
Flavobacterium, Acinetobacter.

e Bactéries sporulantes Gram positif : par exemple, Bacillus spp.

e Bactéries non sporulantes Gram positif : par exemple, Arthrobacter,
Corynebacterium, Rhodococcus. [41]

Beaucoup d’agents pathogénes bactériens sont d’origine entérique, cependant, les agents

pathogénes qui causent des maladies non entériques (par exemple, Legionella spp.

Mycobacterium spp. et Leptospira) ont également été détectées dans les eaux usées. [39]

Les infections gastro-intestinales sont parmi les maladies les plus courantes causées par des
pathogenes bactériens des eaux usées. Celles-ci comprennent la diarrhée, les exemples les
plus connus sont le choléra causé par Vibrio cholerae et les salmonelloses causées par un
certain nombre d'espéces de Salmonella ; et la dysenterie causée par diverses especes de
Shigella, ainsi que des especes de Salmonella. [39]

Campylobacter, Helicobacter et Arcobacter sont attribués au fait d'étre les principales
causes de I'entérite aigué humaine. [39]

Les maladies bactériennes non entériques qui peuvent étre transmises par des agents
pathogénes présents dans les eaux usées comprennent la légionellose (maladie du
Légionnaire) une pneumonie potentiellement mortelle causée par les especes de Legionella; la

leptospirose, une infection zoonotique causant une maladie fébrile causée par Leptospira
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interrogans et la mélioidose, une maladie semblable a la pneumonie causée par Pseudomonas

pseudomallei. [39]

En plus des agents pathogénes établis, un certain nombre d’agents pathogenes
opportunistes (micro-organismes qui provoquent des infections et des maladies sous des
conditions optimales, généralement chez les tres jeunes, les personnes agées et immuno-
deprimeés) peuvent étre trouvés dans les eaux usées non traitées et traitées. Ces agents
pathogénes opportunistes comprennent des especes de Pseudomonas, Streptococcus,
Flavobacterium et Aeromonas. [39]

Une compilation des bactéries les plus importantes qui peuvent étre pathogénes pour
I'nomme et qui peuvent étre transmises directement ou indirectement par le biais de I’eau est

représenté sur le tableau suivant (tableau 3) :
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Tableau 3 : Principales maladies d’origine hydrique et les bactéries pathogénes associées.
[42]

Choléra Vibrio cholerae 10 Diarrhée sévere,

déshydrations

Diarrhée aqueuse souvent
Salmonelloses Salmonella spp. avec des crampes

abdominales, des nausées,

des vomissements

fievre et frissons

Fatigue, maux de téte, des
Fiévre typhoide Salmonella typhi <1000 douleurs abdominales, une

température élevee. taux de

mortalité Environ 4%

Diarrhée aqueuse souvent
Gastroentérite ou Campylobacter <500 avec des crampes
Campylobactériose jejuni abdominales, des nausées,

des vomissements

fievre et frissons

Diarrhée sanglante, des

crampes abdominales, des

douleurs rectales. La plupart
Dysenterie ou shigellose  Shigella spp. ~ 10 des especes virulentes,

S.dysenteriae, produit une

toxine causant le syndrome

hémo-urémique

Etat grave, condition

Colite hémorragique et Escherichia coli systémique qui se produit
syndrome hémolytique 0157 :H7 Inconnu principalement chez les
et urémique enfants de moins de 10 ans

Fievre, infection rénale
pouvant entrainer une
Leptospirose Leptosira spp. Inconnu insuffisance rénale. Dans
certains cas, il y a une
hémorragie interne, y
compris hémorragie

pulmonaire
Legionella Pneumonie aigué, une forte
Légionellose pneumophila Inconnu fievre, des maux de téte, de la
toux, des expectorations peu
Ulcere gastro-duodénal  Helicobacter Plaie ou trou dans la paroi de
et cancer de I'estomac pylori Inconnu I'estomac ou du duodénum.
Cancer
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Les bactéries pathogenes d’origine hydrique sont responsables de la mort de 3 a 10
millions de personnes par an dans le monde. Et les pays industrialisés ne sont pas
épargnés : ainsi, une inondation au Canada qui avait fait déborder les égouts et souillé
le réservoir d’eau potable d’une ville, diffusant alors des bactéries de contamination fécale, a
provoque 400 intoxications dont 5 cas mortels. [40]
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Chapitre 111 : Analyse de I’ADN bactérien

1. Extraction et purification

L’extraction et la purification des acides nucléiques sont les premiéres étapes dans la plupart

des études de biologie moléculaire. [43]
1.1. Extraction de ’ADN

L’extraction d’acides nucléiques d’un matériau biologique requiert la lyse cellulaire,
I’inactivation des nucléases cellulaires et la séparation de I’acide nucléique souhaité de débris
cellulaires. La procédure de lyse idéale est souvent un compromis de techniques et doit étre
suffisamment rigoureuse pour briser le matériau de départ complexe (par exemple, le tissu),
mais suffisamment douce pour préserver I’acide nucléique cible. Les procédures de lyse

courantes sont les suivantes :

e la rupture mécanique (ex. : broyage ou lyse hypotonique),
e le traitement chimique (ex.: lyse détergente, agents chaotropiques, réduction des
thiols)

e et la digestion enzymatique (ex.: protéinase K).

La rupture de la membrane et I’inactivation des nucléases intracellulaires peuvent étre
combinées. A titre d’exemple, une solution simple peut contenir des détergents pour
solubiliser les membranes cellulaires et des sels chaotropiques puissants pour inactiver les
enzymes intracellulaires. Aprés la lyse cellulaire et I’inactivation du nucléase, les débris

cellulaires peuvent étre aisément retirés par filtrage ou par précipitation. [43]
1.2.  Méthodes de purification

Les méthodes de purification des acides nucléiques issus d’extraits cellulaires sont

généralement des combinaisons de deux ou plusieurs des techniques suivantes :

e Extraction/précipitation,
e Chromatographie,
e Centrifugation et

e Séparation par affinité. [43]
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Il existe aujourd’hui des Kits commerciaux permettant de réaliser rapidement I’extraction et la

purification & I’aide de réactifs prét a I’emploi. [44]
2. Electrophoreése : Analyses de fragments d’acides nucléiques

Les acides nucléiques sont des macromolécules polyanioniques uniformément chargées a
pH 8 qui vont pouvoir migrer sous l'effet d'un champ électrique: ils migrent vers le pole
positif (anode). [44]

La vitesse de migration d'une molécule d'acide nucléique sera fonction de :

- sa masse moléculaire donc du nombre de bases (ou de paires de bases). Plus une

molécule sera de faible masse moléculaire, plus sa vitesse de migration sera grande.

- la concentration d'agarose ou d'acrylamide du gel.

La migration est inversement proportionnelle au logarithme de la masse molaire exprimée
en général en nombre de bases ou paires de bases. Le gel est étalonné avec des fragments
d’ADN ou d’ARN de taille connue. [44]

#+ Choix du support:

- le gel d'agarose est le support le plus utilisé. Les tailles de fragments qu'il est possible
de séparer sont comprises entre 0,1 et 30 kb. La migration s’effectue en position
horizontale.

- le gel de polyacrylamide est utilisé pour la séparation des petits fragments de moins
de 0,1kb = 100 pb. Le gel est coulé entre deux plaques de verre a l'abri de I'oxygéne.
La Migration est verticale. L’électrophorése sur gel de polyacrylamide est une
méthode d’analyse plus résolutive car on peut séparer les fragments d’ADN a une
base prés. L’électrophorese sur gel de polyacrylamide est utilisée dans la méthode de
séquencage de I’ADN

+ Visualisation des acides nucléiques:

Les acides nucléiques sont visualisés par coloration du gel au bromure d'éthidium
(BEt) qui est un agent s'intercalant entre les plateaux de paires de bases et émettant
une fluorescence orange lorsqu'il est éclairé par des UV courts (200-300nm).

4+ Le seuil de détection est de I'ordre de quelques nano grammes : 2 a 3 ng/ bande.

#+ L'électrophorése permet aussi de séparer des molécules d'acides nucléiques suivant
leur structure, par exemple les différentes formes d'un plasmide. [44]
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Matériel et méthodes

1. Cadre d’étude

Notre travail se porte sur Iisolement et [Iidentification de quelques espéces
d’entérobactéries pathogenes isolées au niveau des eaux usées d’oued Boumerzoug dans la

ville de Constantine.

Dans notre étude nous avons utilisé des méthodes d’isolement classiques connues pour la
recherche de ces germes et ce travail a eu lieu au niveau du laboratoire de Microbiologie
(Laboratoire 11) de la Faculté SNV (Université Freres Mentouri Constantine) qui s’est étalée

sur une période allant du mois de Février au mois de Mai 2016.

2. Matériel

2.1.  Matériel de prélévements
Le matériel de prélevement est constitué :

- Des flacons stérilisés au préalable pour les prélevements des échantillons;
- D’un sac isotherme pour le transport des échantillons;
- D’un marqueur pour identifier les flacons.

- Des gants

2.2.  Matériel de laboratoire

- Matériel de stérilisation : Four Pasteur, bec Bunsen, autoclave;

- Matériel de pesée : Balance de précision;

- Matériel d’incubation : étuves a 30°C, 37°C et 44°C;

- Matériel divers : pipettes, micro-pipettes, béchers, porte-tubes, boites de Pétri,
pipettes Pasteur, flacons, vortex, réfrigérateur; pince, microscope optique, lames et
lamelles, compteur de colonies, cuve a électrophorese, tubes d’eppendorf, imageur.

- Milieux de culture et réactifs (Annexe 2 et 3) :

e Gélose PCA Plate Count Agar (Institut Pasteur d’Alger)
e Gélose nutritive ordinaire (GN) (Institut Pasteur d’Alger)
e Gélose lactosée au pourpre de bromocrésol (BCP) (Institut Pasteur d’Alger)

e Gélose salmonella-Shigella (SS) (Institut Pasteur d’Alger)
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Gelose désoxycholate citrate lactosee (DCL) (Institut Pasteur d’Alger)
Bouillon nutritif (Institut Pasteur d’Alger)

Bouillon nitraté (Institut Pasteur d’Alger)

Milieu Kligler-Hajna (KIA) (Institut Pasteur d’Alger)

Milieu Triple Sugar Iron Agar (TSI) (Institut Pasteur d’Alger)

Milieu Mannitol-Mobilité (Institut Pasteur d’Alger)

Milieu Citrate de Simmons (Institut Pasteur d’Alger)

Milieu Urée —indole (Institut Pasteur d’Alger)

Galerie APl 20E (BioMerieux)

Eau peptonée exempte d’indole (EPEI) (Institut Pasteur d’Alger)
Bouillon Sélénite F Broth (SFB) (Institut Pasteur d’Alger)

Eau distillé stérile,

Eau oxygénée (10V),

Reéactif de Kovacs,

Réactif VP I Alpha naphtol a 6%,

Réactif VP Il KOH a 40%,

Nitrate réductase | acide sulfanilique (en solution & 8 %o en acide acétique 5N),
Nitrate réductase Il Naphtylamine (en solution & 6 % en acide acétique 5N),
Réactif TDA (Tryptophane désaminase) solution de per chlorure de fer,
Poudre de zinc,

Disques d’ONPG (2-NitrophenylIB-D-galactopyranoside) (Fluka),
Disques d’oxydase (Fluka)

Huile de paraffine et de vaseline

Tris Borate EDTA a 10X(Sigma)

Protéinase K (Gene On)

Solution de bromure d’éthidium (BET) 10 mg/ml (Promega)

Marqueur de taille (DNA ladder) 1kb (Biomatik)

Tampon de charge (DNA loading buffer) (Biomatik)

Tris HCla 5 mM (pH 8.2)

Gel d’agarose a 1% (Promega)
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3. Méthodes

Les Enterobacteriaceae comprennent un nombre trés élevé de genres et d’espéces. Ainsi
nous avons jeté notre dévolu sur la recherche de ces quatre entérobactéries: Escherichia coli,
Salmonella spp., Shigella spp. et Yersinia enterocolitica.

3.1. Preélévement
3.1.1.Lieu de prélévement

Les prélevements ont eté faits a partir des eaux usées au niveau d’Oued Boumerzoug
(Figure 3) a Chaébat Erssas et I’ancienne gare SNTV a Constantine a des périodes
différentes.
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Figure 3 : Sites de prélevements dans oued Boumerzoug

3.1.2.Période de prélevement

Deux sorties ont été faites a 2 stations différentes et & des périodes différentes avec des
échantillons de 200 ml dans des flacons stérilisés au préalable (Tableau 4).
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Tableau 4 : Périodes de prélevements des échantillons.

Sites de prélevement (Stations) Périodes de prélevement
Chaabat Erras (1) 23/02/2016
Gare SNTV 23/02/2016
Chaébat Erras (2) 11/04/2016

3.1.3. Technique de prélévement

- Se désinfecter les mains

- Sortir le flacon stérile de son emballage et le plonger a I’horizontale. Le redresser
jusqu'a ce que le volume d’eau recueillie soit suffisant tout en gardant un volume
d’air dans le flacon pour permettre une agitation correcte avant I’analyse.

- Toutes les informations concernant le prélevement (site, lieu, date, heure...) sont

mentionnées.

3.1.4. Transport des échantillons

Le transport des échantillons au laboratoire a été effectué dans un sac isotherme qui

permet de maintenir la température des prélévements.
3.2.  Recherche des germes

Les germes recherchés dans la présente etude sont Escherichia coli, Salmonella spp.,
Shigella spp. et Yersinia enterocolitica.

3.2.1. Dénombrement de la flore totale aérobie mésophile (FTAM)

+ Préparation des échantillons

Les échantillons étudiés ont été dilués avec de l'eau physiologique jusqu'a la dilution
10°.
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«» Dénombrement et Isolement

A partir des dilutions 10 *,10 et 10 ®, I'ensemencement a été effectué dans la masse sur
gélose PCA. Les boites ensemencées sont incubées a 30°C pendant 24 heures.

L'organigramme suivant représente le mode opératoire adopté:

Dilutions décimales 10“,10°et 10°

1ml

Ensemencement dans la masse
sur PCA

Incubation a 30°C/24h Dénombrement de la FTAM

Organigramme 1 : Etapes pour I’évaluation de la FTAM

3.2.2. Pré-enrichissement, enrichissement, isolement et identification

La recherche de ces germes est souvent compliquée par leur faible concentration dans
I’échantillon & analyser. Une premiére solution consiste en un enrichissement mécanique ou
physico-chimique lorsque cela est possible (centrifugation, précipitation au lait d’alumine).
Une deuxiéme solution plus fréquemment pratiquée consiste a utiliser des milieux
d’enrichissement (et parfois de pré-enrichissement) liquides qui permettent la multiplication
des germes avant leur isolement et identification. [45]

«* Pré-enrichissement

Le pré-enrichissement est destiné a revivifier les cellules de fagon a faciliter la culture dans

les bouillons d’enrichissement. [45]
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Cette étape concerne la recherche de Salmonella. Il est réalisé a I’aide de divers milieux,

par exemple le bouillon au mannitol ou le milieu eau peptonée tamponnée.

- Placer 1 ml de I’échantillon dans un volume adapté d’eau peptonée exempte d’indole

- Incuber a 37°C durant 18 a 24 heures.

«» Enrichissement

L’enrichissement en vue de I’isolement et de I'identification s’effectue sur des milieux
sélectifs, soit directement a partir du produit ou des dilutions, soit le plus souvent a partir du

milieu de pré-enrichissement.

- L’enrichissement des Shigella est réalisé conjointement avec celui des Salmonella.
Ainsi 1 ml du bouillon de pré-enrichissement (eau peptonée exempte d’indole) est
prelevé et placé dans un volume adapté de bouillon SFB et incubé & 37°C durant 16 a
20 heures.

- L’enrichissement des Yersinia est réalisé & 4°C pendant 7 & 15 jours en 1 ml de

I’échantillon mére dans un tube d’eau peptonée exempte d’indole.

«* Isolement

Les entérobactéries pathogenes peuvent étre directement recherchées sur des milieux
sélectifs en boite de Pétri, soit directement, ce qui permet leur numération, soit apres

enrichissement.
- E.coli

La recherche des souches d’E. coli se fait directement sans un enrichissement au préalable.
Ainsi a I’aide d’une anse de platine, une dse de I’échantillon mére bien agité est prélevée et
déposée sur le milieu BCP par des techniques de stries puis le tout est incubé pendant 24h a

37°C et & 44°C vu la thermotolérance de certaines souches d’E. coli.
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- Salmonella et Shigella

La gélose Salmonella-Shigella (SS) est frequemment utilisée dans la recherche de ces
germes. Ainsi une 6se du bouillon d’enrichissement (SFB) est déposée par des stries sur la
gélose SS au préalable coulé dans des boites de Pétri puis incubé a 37°C pendant 24h.

- Yersinia enterocolitica

On réalise un isolement a partir du bouillon d’enrichissement sur gélose Mac Conkey ou
sur gélose DCL et incubation a 37°C pendant 24 heures.

Décontamination par KOH & 5% : On prend également 1ml du bouillon d’enrichissement

qu’on rajoute a 5ml de solution de KOH a 5%, on laisse pendant quelques secondes et on
isole sur gélose Mac Conkey ou DCL, et incubation a 37°C pendant 24 a 48 heures.

s+ Examen macroscopique

L’observation de I’aspect macroscopique des colonies permet d’effectuer une premiére

caractérisation, avec une orientation possible des résultats au cours de I’identification.
D’aprés Joffin et Leyral, les éléments d’identifications macroscopiques sont:

- la forme des colonies : rondes, irréguliéres,...etc.,
- lataille des colonies par la mesure du diametre,

- lacouleur de la colonie,

- I’élévation : convexe, concave, plate,

- I’opacité : opaque, translucide ou transparente,

- lasurface : lisse, rugueuse, séche, dentelée,...etc. [46]

s Examen microscopique

L’observation microscopique consiste a observer les cellules bactériennes aprés une
coloration de Gram (Annexe 1) qui permet de connaitre la forme, la pureté ainsi que la nature

biochimique de la paroi des cellules purifiées.
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¢ ldentification biochimique

L’identification et la classification des entérobactéries sont basees essentiellement sur
I’étude des caracteres suivants, dont les principaux concernent la mobilité, I’utilisation des
sucres (dont particulierement le lactose) et les caractéres : indole, rouge de méthyle, Voges-
Proskauer, inositol (abandonné), citrate. [45]

+ Recherche de I’oxydase

Le disque de papier filtre imprégnés de réactif : I’oxalate de N-dimethyl paraphenyléne

diamine, qui est incolore sous forme réduite et rouge-violet sous forme oxydée a été utilisé.

Déposer, sur une lame porte-objet propre, un disque « Ox » et I'imbiber avec une goutte
d’eau distillée ou d’eau physiologique stérile. Prélever une partie de la colonie a I’aide d’une
pipette Pasteur boutonnée stérile et I’étaler sur le disque. [10]

+ Recherche de la catalase

La catalase est une enzyme qui catalyse la dégradation du peroxyde d’hydrogene (H,0,),
produit toxique du métabolisme aérobie de nombreuses bactéries en H,O et %2 O,.

H,0O, H,O +¥% 0O,

Prendre une lame porte-objet propre. Déposer sur celle-ci une goutte d’eau oxygénée a 10

volumes et émulsionner un peu de la colonie suspecte ou de la culture obtenue sur gélose. [10]
+ Test de nitrate réductase

Le bouillon nitraté est un bouillon de culture permettant la recherche de I’utilisation de

I’ion nitrate par certains micro-organismes, notamment par respiration nitrate.

On met une ou deux gouttes dans du bouillon nitraté cultivé pendant 24 h a 37°C.
S’ils sont présents, ils donnent une coloration rose en présence d’acide sulfanilique et

d’a-Naphtylamine. Ces réactifs portent le nom de réactifs de Griess.
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+ Recherche de I’utilisation du glucose, lactose, production de gaz et H,S sur
le milieu KIA ou TSI

Le milieu KIA ou TSI est utilise principalement pour orienter I’identification des
entérobacteries (bacilles & Gram-). Il permet de permettre en 24 heures les fermentations du
glucose, du lactose et du saccharose (pour TSI), la production d’hydrogene sulfuré (H,S) et de

gaz provenant de la fermentation du glucose.

Ensemencer le culot du milieu par pigdre centrale et la pente en stries serrées, afin d’avoir
une culture en nappe avec la souche bactérienne a tester. Ne pas revisser a fond le bouchon du

tube. Incuber & 37°C pendant 24 heures.
4+ Recherche de I’utilisation du citrate

Le milieu citrate de Simmons est un milieu solide qui permet de mettre en évidence
I’utilisation du citrate comme seule source de carbone et d’énergie. Seules les bactéries

possédant une citrate perméase seront capables de se développer sur ce milieu.

La pente du milieu est ensemencée par des stries sur toute la surface et incubé a 37°C,
pendant 24 heures. En cas de réaction négative, prolonger I’incubation de 24 heures.

4+ Test de Mannitol Mobilité

Le milieu mannitol mobilité est un milieu semi solide qui permet d’étudier simultanément
la dégradation du mannitol (la dégradation en anaérobiose conduit a la formation de fructose
qui est un produit de dégradation du mannose) et la mobilité.

L’ensemencement du milieu s’est fait par piqlre centrale jusqu’au fond du tube avec la
souche a tester a l'aide d’une anse de platine (fil droit sans boucle). Incubation a
37C° durant 24 heures.

+ Recherche de I’indole et mise en évidence de I’uréase et de la TDA

Le milieu urée-tryptophane, improprement appelé urée-indole est un milieu de culture

synthétique utilisé en bactériologie permettant la mise en évidence simultanée :

- De la production de I’indole (par hydrolyse du tryptophane par la tryptophanase)

- De I’hydrolyse de I’'urée (par une uréase)
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- De la désamination du tryptophane par le tryptophane désaminase

Ensemencer abondamment un milieu urée-indole avec quelques colonies de la souche a

étudier et incuber 24 heures a 37°C.
+ Test du Rouge de Méthyle (RM) et du Voges-Proskauer (VP)

Le milieu Clark et Lubs permet de rechercher les voies fermentaires des entérobactéries et

de différencier la fermentation « acides mixtes » et la fermentation « butylene glycolique ».

- Le test RM : permet la mise en évidence grace au rouge de méthyle, de la fermentation
acide mixte par acidification du milieu glucosé aprés fermentation du glucose

- Le test VP : permet la mise en évidence de la production d’acetoine (ou 3-hydroxy-
butanone) au cours de la fermentation butylene glycolique en présence d’une base
forte (soude ou potasse) et d’ a-naphtol, I’acetoine donne une coloration rouge en

milieu trés oxygéné.

Ensemencer un milieu Clark et Lubs avec quelques gouttes de la suspension bactérienne et
étuver 24 a 48 heures a 37°C.

Apres incubation le milieu est partagé en deux tubes pour réaliser les tests.
+ Recherche de la g-galactosidase : test ONPG

Il s’agit d’une recherche particuliere dans le cadre de I’étude de la dégradation du lactose,
dans le cas de bactéries lactose négatif (dans le but de préciser I’origine de I’incapacité a

utiliser le lactose).

Le test ONPG consiste & rechercher la présence de B-galactosidase. On utilise comme
substrat, non pas le lactose, mais un autre B-galactoside : I’ortho-nitro-phenyl-galactoside
(ONPG) qui présente I’avantage d’étre hydrolysé en un produit coloré (I’orthonitrophenol
ONP). Ceci est possible car la B-galactosidase n’est pas spécifique du lactose, mais des B-

galactosides.

- Prélever une anse compléte d’une culture bactérienne sur un milieu lactosé gélosé
(pente du milieu Kligler) et faire une suspension dense dans 0.5 ml d’eau distillée
stérile. La réaction est d’autant plus rapide qu’il y a plus de bactéries, donc plus

d’enzymes.
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- Ajouter un disque ONPG (papier filtre stérile imprégné de tampon et d’ONPG
- Incuber au bain-marie a 37°C pendant un temps variant entre 15 a 30 minutes et
jusqu’a 24 heures au maximum, en raison de réactions tardives positives avec

certaines bactéries.

«» Galerie API 20E

L’identification est ensuite complétée par ensemencement sur galerie APl 20E
(Appareillage et Procédé d’ldentification) : la galerie API 20 E comporte 20 microtubes

qui contiennent chacun un milieu déshydraté différent.

On préléve une colonie bien isolée sur gélose nutritive et on réalise une
suspension homogéne dans 5 ml de medium ou d’eau distillée. On inocule la galerie
selon la méthodologie recommandée par la notice technique (Annexe 4) . Les réactions
produites pendant la période d’incubation (24h & 48h & une température de 37°C) se
traduisent par des virages colorées spontanées ou révélés par I’addition des réactifs. On

fait la lecture et on interpréte en se référant au catalogue analytique APl (Annexe 4).
3.2.3 Profil électrophorétique de I’ADN total

Les souches ainsi identifiées vont subir une derniére caractérisation qui consiste a

I’établissement du profil électrophorétique de leur ADN total.
% Extraction de I’ADN

L’extraction de I’ADN total a été réalisée a partir des colonies bactériennes cultivées sur
gélose nutritive. Les cellules ont été traitées a la protéinase K. L’équivalent d’environ 10 pl
de cellules (un 6se métallique pleine) est mis en suspension dans 200 pl de tris HCl a 5mM
(pH 8.2) auquel est ajouté 10 ul de proteinase K a 1.3 mg/ml et le tout est centrifugé pendant
10 s a 13000 rpm. Ce mélange est incubé a 55°C pendant toute la nuit, puis la protéinase K est
dénaturée a 100°C pendant 10 min. A partir du surnageant contenant I’ADN, nous avons

effectué I’électrophorese. [47]
% Electrophorése d’ADN sur gel d’agarose

Afin de vérifier la qualité de la réaction d’extraction, 6ul du surnageant additionné de 2ul

de tampon de charge ont été séparés par électrophorése horizontale sur gel d’agarose
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(Promega U.S.A) a 1 % dans lequel ont été ajouté 4ul de BET (10mg/ml-Promega). Ce gel a
été placé dans la cuve d’électrophorése a 100 V pendant 20 min dans une solution de tampon
TBE (Tris-Borate EDTA 1X) préparé a partir de TBE 10X. La DNA ladder (Biomatik) a été

utilisé comme marqueur de poids moléculaire.

La visualisation a été faite sous UV a I’aide d’un imageur relié a une imprimante. La

présence de I’ADN est révélée grace a la fluorescence du BET piégé entre les molécules.
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Résultats
1. Dénombrement de la FTAM

Le dénombrement sur milieu PCA a été effectué a partir des dilutions 10, 10° et 10°. A
I’aide d’un compteur, seules les colonies dont le nombre compris entre 30 et 300 ont été prises
en compte.

Le nombre a été déterminé selon la formule suivante :

Nc = Nombre de colonies

Nc
N=——— avec

Vx Fd Fd = Facteur de dilution

V = Volume de I’'inoculum V= 1ml

Les résultats sont donnés en UFC/ml dans le tableau suivant :

Tableau 5 : Valeurs moyennes en UFC/mI du dénombrement sur PCA

Echantillons Chaéabat Erssas 1 Chaébat Erssas 2 SNTV

UFC/ml 1.14 10° 13.8 10° 5.54 10°

2. Aspects culturaux
2.1. Examen macroscopique
» Sur milieu BCP, plusieurs colonies de tailles variables entre 1- 4mm de diameétre se sont
formées, de couleurs violette et jaune présentant des aspects différents (rugueuses,
lisses, contour régulier) aussi bien & 37°C qu’a 44°C.

Colonies jaunes

—| lactose +

/d
- 4

Figure 4 : Aspect des colonies sur BCP
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» Sur milieu SS, des colonies transparentes (incolores), de taille comprise entre 1-3 mm

de diamétre présentant différents aspects ont été observées.

/

Colonies transparentes

7/ lactose -

Figure 5 : Aspect des colonies sur milieu SS

» Sur milieu DCL, les colonies observées avaient les aspects suivants :
- Colonies transparentes de petites tailles (1mm)
- Colonies transparentes de taille comprise entre 2-3 mm avec un centre noir

- Colonies roses brillantes de 2-3 mm de diamétre

Colonies transparentes
lactose -

Figure 6 : Aspect des colonies sur milieu DCL

» Sur Mac Conkey, des colonies roses, incolores, de tailles variables présentant divers

aspects ont été observées.

A partir de chaque colonie présomptive, nous avons réaliseé une coloration de Gram, des tests

de I’oxydase et de la catalase.
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2.2. Examen microscopique

L’examen microscopique aprés coloration de Gram, nous a permis d’observer différents

aspects de bacilles colorés en rose. Ce sont des bactéries Gram néegatif.
3. Test de I’oxydase

L’absence de la coloration violette révele un résultat négatif sur les disques d’oxydase.

Figure 7 : Révélation du test d’oxydase
4. Test de catalase

Toutes les colonies testées sont catalase positives dont la présence se manifeste par un
dégagement de bulles d’air dés leur contact avec I’eau oxygénée.

Figure 8 : Résultat du test de catalase
5. Test de nitrate réductase

Apres I’ajout des réactifs Nitl et Nit2, nous avons pu observer une coloration rouge du

milieu.

6. Recherche de I'utilisation du glucose, du lactose, de la production de gaz et H,S sur
milieu KIA et TSI

Apres incubation du milieu KIA, nos souches ont présenté différents aspects.
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L’utilisation du glucose se traduit par un virage au jaune du culot

L utilisation de lactose de traduit par un virage au jaune de la pente. Une pente rouge
désigne la non utilisation du lactose
- Une déformation de la gelosé désigne une production de gaz

- Laproduction de H,S se traduit par un noircissement du milieu

Glu+ Glu+ Glu+
haz; Lac+ Lac+

2 H,S- HoS-
Gaz- Gaz-

Gaz+

Figure 9 : Aspects des colonies testées sur le milieu KIA

7. Recherche de I’utilisation du citrate

L utilisation du citrate se traduit par un virage au bleu du milieu. Certaines souches sont
citrate +, d’autres par contre sont citrate- donc pas d’utilisation du citrate (coloration verte).

- +

Figure 10 : Aspect sur milieu citrate de Simmons




RESULTATS ET DISCUSSION

8. Test du mannitol mobilité

Le virage de I’indicateur coloré rouge de phénol du rouge au jaune témoigne d’une
utilisation du mannitol. De plus la mobilité des souches est avérée par la formation de voiles
autour de la piqQre centrale avec un trouble du milieu. Les colonies testees présentaient divers
aspects. Certaines sont Mobilité + et mannitol+, Mobilit¢ — et mannitol +, Mannitol —

mobilité — et d’autres mannitol — et mobilité +.

Figure 11 : Aspect du milieu Mannitol-Mobilité

9. Recherche de I’indole et mise en évidence de I'uréase et de la TDA

<+ La présence de I’'uréase se traduit par virage au rouge du milieu urée-indole. Certaines
souches possédent une uréase positive (coloration rouge), d’autres par contre n’en
possédent pas (uréase —).

Figure 12 : Résultat du test de I’'uréase

+ La présence de I'indole est révélée aprés ajout du réactif de Kovacs dans le milieu
urée-indole. La formation d’un anneau rouge témoigne de sa présence et un anneau

jaune son absence.
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1

/ Anneau rouge

Aspect négatif Aspect positif
Figure 13 : Aspect du test de I'indole

+ La TDA est mise en évidence apres ajout du réactif de la TDA. Une coloration rouge
brun témoigne de la désamination du tryptophane.

TDA+ TDA-

Figure 14 : Aspect du test de la TDA

10.  Letestde RM etdu VP
<+ La voie des acides mixtes est mise en évidence apres ajout du réactif de RM dans le
milieu. Une coloration rouge désigne un RM+ c’est-a-dire une fermentation acide
mixte. Une coloration jaune est un résultat négatif. La plupart des colonies testees
étaient RM+. Par contre quelques-unes étaient RM-

RM -

Figure 15 : Test du rouge de méthyle (RM)

[ w | <
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<+ La voie du butyléne glycolique est mise en évidence apres ajout des réactifs VP | et
VP 11. Une coloration rouge témoigne d’un VVP+ et la réaction negative est révélée

par I’absence de la coloration rouge.

Les colonies que nous avons testées avaient les profils suivantes : (RM+ ; VP-), (RM-;
VP+) et (RM- ; VP-).

11.  Recherche de la B-galactosidase : test ONPG

Apres incubation, les résultats sont négatifs pour les tubes incolores ONPG- et positif pour
les tubes jaunes ONPG+.

Figure 16 : Résultats du test d’ONPG
12. Galerie API1 20 E

La galerie API 20 E, nous a permis d’affiner nos résultats dans I’identification des souches.

Au total 8 souches présomptives ont été retenues.
Les résultats obtenus apres incubation sont les suivants :
<+ Souche 1

Tableau 6 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche 1

Tests ONPG | ADH | LDC |ODC [CIT |H,S |[URE | TDA |IND |VP

Résultats | + - + + - - - - n 3
Tests GEL |GLU | MAN | INO |[SOR |RHA |SAC | MEL | AMY | ARA
Résultats | + - + - + 5 - - - -
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A partir du catalogue analytique, il s’avere que la souche 1 correspond a Escherichia coli

Figure 17: Résultat de la galerie API 20 E de la souche 1
= Souche 2

Tableau 7 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche 2

Tests ONPG | ADH | LDC |ODC [CIT |H,S |[URE | TDA |IND |VP

Résultats | + - + + - - - - + -
Tests GEL |GLU [ MAN | INO |SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
Résultats | - + + - + + + + - +

A partir du catalogue analytique, il s’aveére que la souche 2 correspond & Escherichia coli.

Figurel8 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche 2
# Souche 3

Tableau 8 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche 3

Tests ONPG | ADH | LDC |ODC [CIT |H,S |[URE | TDA |IND |VP

Résultats | + - + - - - - - + -

Tests GEL | GLU [ MAN | INO |[SOR | RHA |SAC | MEL | AMY | ARA

Résultats | - + + - + + - + - +
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La souche 3 correspond & Escherichia coli a 75% ODC + d’apres le catalogue analytique.

Figure 19 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche 3
= Souche 4

Tableau 9 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche 4

Tests ONPG | ADH | LDC | ODC [CIT |H,S [URE | TDA |IND |VP

Résultats | + - - - + - - - - +
Tests GEL GLU | MAN | INO | SOR | RHA [ SAC | MEL | AMY | ARA
Résultats | - + + - + + + + i +

Avec son caractére IND-, SAC+, la souche 4 correspond beaucoup plus & Enterobacter

agglomerans.

Figure 20 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche 4
# Souche 5

Tableau 10 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche 1

Tests ONPG | ADH | LDC | ODC [CIT |H,S |[URE | TDA |IND |VP

Résultats | - - - + + - ) + - -

Tests GEL | GLU [ MAN | INO |[SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA

Résultats | + + - - = - - - - _
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A partir du catalogue, nous avons pu correspondre la souche 5 a la souche Proteus mirabilis.

Figure 21 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche 5
+ Souche 6

Tableau 11 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche 1

Tests ONPG | ADH | LDC | ODC [CIT |H,S [URE | TDA |IND |VP

Résultats - - - + + - ) + - -

Tests GEL |GLU [ MAN | INO |[SOR | RHA |SAC | MEL | AMY | ARA

Résultats 1 + - - = - - - - _

A partir du catalogue, nous avons pu correspondre la souche 6 a la souche Proteus mirabilis.

Figure 22 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche 6
= Souche 7

Tableau 12 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche 7

Tests ONPG | ADH | LDC | ODC | CIT | HS | URE | TDA | IND | VP

Résultats - - - + 5 - + + - 3
Tests GEL | GLU | MAN | INO | SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA
Résultats - + - 5 - - - - - -
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Avec un résultat positif a ODC, URE, TDA et GLU, nous avons pu correspondre la souche a

Proteus morganii a 97% IND+.

Figure 23 : Résultat de la galerie API 20 E de la souche 7
+ Souche 8

Tableau 13 : Résultats de la galerie API 20 E de la souche 8

Tests ONPG | ODC | ADH | LDC [CIT |H,S |[URE | TDA |IND |VP

Résultats | - - - - = - - - - -

Tests GEL |GLU [ MAN | INO |[SOR | RHA | SAC | MEL | AMY | ARA

Résultats | - - - - - - - - ¥ _

Les résultats de la souche 8 de la galerie APl 20 E ne nous permet pas de la faire
correspondre a aucune souche du catalogue analytique vu les résultats négatifs obtenus sur les
différents tests.

Figure 24: Résultat de la galerie API 20 E de la souche 8

En marge de la galerie APl 20 E nous avons pu correspondre une colonie présomptive a
une souche de Pseudomonas spp. aprés isolement sur gélose nutritive et obtention d’un
pigment verdatre.
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13.  Profils électrophorétiques de I’ADN

L’électrophorése du surnageant contenant I’ADN nous a permis d’établir les profils
électrophorétiques de 7 souches identifiées (Figure 25).

Figure 25: Profils électrophorétiques de I’ADN des souches

Si: E. coli S4: Enterobacter agglomerans
S,: E. coli Ss : Proteus mirabilis
Ss: E. coli Se : Proteus mirabilis

M: Marqueur de taille 57 Proteus morganii



RESULTATS ET DISCUSSION

Discussion
1. Dénombrement de la FTAM

Notre étude avait pour but principale, I’isolement et la caractérisation de certaines espéces
d’entérobactéries isolées a partir des eaux usées. Afin de procéder a notre isolement, une
étude au préalable a été faite pour évaluer la flore totale aérobie mésophile (FTAM) de nos
échantillons (eaux usées). Les résultats de la FTAM se situent entre 1.14 10° UFC/ml & 13.8
10° UFC/ml. Cela montre que les eaux usées sont chargées en bactéries. Nos résultats tendent
vers ceux de Baumont [40] qui trouva que les eaux usées contiennent en moyenne 10’ & 10°
bactéries/l. Il rajouta également que le nombre de germes pathogénes avoisinait les 10*
bactéries/l. De plus, une étude réalisée en 2011 par Lezzar [48] sur les eaux usées d’oued
Rhumel qui a comme principal affluent oued Boumerzoug a fait état d’une FTAM avoisinant
les 1.8 10° UFC/m. Cette charge élevée de bactéries pourrait sans doute s’expliquer par la
teneur en matiére organique qui favorise la prolifération des bactéries mais aussi par la
contamination continue de ces eaux (rejets domestiques...) qui apporte a chaque fois une
nouvelle communauté de bactéries. Baumont [40] révele que le nombre de germes peut étre

multiplié par 1 000 dans les eaux de rivieres apres un rejet urbain.
2. lsolement et identification

Les milieux d’isolement spécifiques BCP, SS, DCL et Mac Conkey ont présenté une
sélectivité plus ou moins efficace qui a permis a de nombreuses colonies suspectes de cultiver

mais aussi plusieurs autres colonies ont pu croitre sur ces milieux.

L’isolement sur ces milieux spécifiques, nous a permis de tester les colonies présomptives
prélevées sur ces milieux. Ainsi la plupart des colonies testées présentaient une oxydase
négative, une catalase positive, une nitrate réductase positive et aussi la coloration de Gram
nous a montré des bacilles Gram négatif. Ces tests sont donc fondamentaux pour orienter le

diagnostic et classer les souches dans la famille des entérobactéries.

La fermentation du glucose sur milieu KIA est aussi un élément important qui définit les
entérobactéries et les différentie des autres bacilles Gram- non fermentaire. Ainsi toutes nos

souches testées fermentaient le glucose.
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Les résultats de [I’identification biochimique par la galerie classique des souches
préesomptives montrent qu’elles sont des bacilles & Gram négatif, oxydase negative,
catalase positive avec des variations concernant la mobilité, I’utilisation des sucres (dont
particulierement le lactose) et les caractéres : indole, rouge de méthyle, Voges-Proskauer,

citrate.

Ces tests nous ont permis de sélectionner 8 souches présomptives dont I’identification a
révélé sur galerie API 20 E : 3 souches d’Escherichia coli qui difféerent par I’utilisation des
sucres (RHA, SAC, MEL, AMY, ARA), 1 souche d’Enterobacter agglomerans, 2 souches de
Proteus mirabilis et 1 souche de Proteus morganii. La derniére souche n’a pas pu étre
identifiée.

De plus des espéeces de Pseudomonas spp. ont également été trouvées présentant une
oxydase positive ainsi qu’une pigmentation verdatre sur gélose nutritive. Elles ont été aussi
retrouvées en 2015 par Pierre [30] dans leurs travaux sur la recherche de Vibrio dans les eaux

usées d’oued Boumerzoug.

Parmi les germes recherchés seules les Escherichia coli se sont révélés présentes vu leurs

caracteres ubiquitaire ainsi que leur facilité de culture.

L’absence des Salmonella spp., Shigella spp. et Yersinia enterocolitica dans notre
recherche ne signifie en aucun cas leur inexistence. Bien au contraire la présence de ses

germes a été confirmée par les travaux de EI Ouali [49] en 2014 ainsi que Bitton [41]

L’absence des salmonelles a été observée également par les mémes travaux de EI Ouali
[49] sur le contr6le microbiologique des eaux usées domestiques et industriels de la ville de

Fes au Maroc dans certains points de préléevements.

Les données bibliographiques relatives a ce sujet sont trés variées car la concentration de
ces bactéries pathogenes dans les eaux usées dépend des conditions épidémiologiques et

environnementales des régions ou sont réalisées les études. [49]
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Ainsi I’absence de ces germes pourrait s’expliquer par un certain nombre d’hypotheses :

- Une fois rejetées dans le milieu naturel, ces bactéries se trouvent confrontées a des
conditions défavorables telles que la limitation en nutriments, le stress osmotique, de
faibles températures et des variations de pH ainsi que face a de multiples prédateurs.
Une partie de ces bactéries peuvent survivre a ces conditions défavorables en entrant
dans I’état VBNC [50]. En effet, de nombreuses publications montrent qu’aprés leur
introduction dans un milieu aquatique naturel, les bactéries fécales perdent assez
rapidement leur faculté de croitre dans/sur les milieux spécifiques utilisés pour
leur dénombrement mais conservent beaucoup plus longtemps certaines activités
métaboliques.[50] [51] [52] [53]

- Elle peut s’expliquer également par le caractére instantané des prélevements,
I’absence de porteurs de germe. En effet, la survie des bactéries d'origine
anthropique dans I'environnement ne dépend pas uniquement de la qualité du milieu

récepteur, mais également de leur historique avant rejet. [49]

Les autres especes que nous avons identifiées a savoir Enterobacter agglomerans, Proteus
mirabilis et Proteus morganii font également partie des especes isolées souvent dans les eaux

usées et sont fréeqguemment diagnostiquées en pathologie infectieuse humaine.
3. Profils électrophorétiques

L’extraction d’ADN des souches ainsi que leur électrophorese sur gel d’agarose a permis
d’obtenir des bandes fluorescentes apres observation sous UV. Cette fluorescence témoigne
donc de I’efficacité de la méthode d’extraction qui fut utilisée chez les bactéries nodulantes

Rhizobium dans les travaux de Laguerre [47].

Ces profils ainsi obtenus ne nous permettent de tirer d’avantages d’information concernant
certains aspects de nos souches comme le poids moléculaire. Néanmoins, cela reste une
initiative a I’indentification des bactéries par les techniques de biologie moléculaire qui vont

leur apparition ces derniéres années dans ce domaine.
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Conclusion

Les entérobactéries sont des bacilles & Gram négatif qui constituent une part importante
des bactéries isolées lors du diagnostic bactériologique des infections humaines. Leur
abondance dans I’intestin, leur mobilité, leur rapidité de multiplication, leur fréquente
résistance aux antibiotiques expliquent qu’elles soient les bactéries les plus impliquées

en pathologie infectieuse humaine.

Les eaux usées constituent un milieu aquatique rassemblant [I’essentiel des rejets
domestiques. Par leur richesse en matiere organique, ils constituent un environnement

favorable pour la prolifération des bactéries.

La presente étude s’est intéressée a la recherche et la caractérisation de quelques

entérobactéries pathogenes dans les eaux usées d’oued Boumerzoug.

Il ressort de cette étude apres évaluation de la FTAM que ces eaux usées sont une véritable

niche écologique pour les bactéries vu la charge tres élevée de ces derniéres.

Parmi les germes recherchés, seules les souches d’E. coli se sont révélées présentes et les
plus fréquentes. L absence des Salmonella spp., Shigella spp. et Yersinia enterocolitica dans
notre recherche ne signifie en aucun cas leur inexistence. Leur absence pourrait s’expliquer

par un certain nombre d’hypothése parmi elle, le faible nombre de nos échantillons.

Outre les germes recherchés, nous avons pu mettre en évidence la présence d’autres souches

d’entérobactéries qui pourraient s’avérer pathogenes.

Une initiation a I’étude moléculaire nous a permis également de réaliser une extraction

ainsi que des profils électrophorétiques de I’ADN total des souches isolées.

Les résultats préliminaires obtenus dans le cadre de cette étude nous permettront de penser

aux perspectives suivantes :

Etaler notre étude sur une large zone (plusieurs sites) pendant une peériode
longue avec plusieurs prélévements.

- Déterminer les sérotypes

- Etudier I’antibiorésistance des germes recherchés

- Réaliser une étude moléculaire variée (PCR, RLFP, Profils de restriction...)

- Comparer les souches avec celles isolées dans les milieux hospitaliers.

o1
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ANNEXE 1 : Coloration de Gram

1. Prélevement

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

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

e A partir de produits alimentaires ou biologiques : prélever un aliquote du produit

(dilué ou non) a I’anse (ou a la pipette stérile) aprés avoir homogeénéisée le milieu

2. Réalisation du frottis

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

Le frottis réalisé doit étre :

- MINCE et HOMOGENE, étendu sur la lame sans toucher les bords

- Réalisé sur une lame propre et dégraissée, une goutte d'eau déposée en surface
doit s'y étaler completement.

3. _Séchage
- alatempérature du laboratoire, si possible

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

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

e Fixation par la chaleur :

- autiliser seulement pour les frottis effectués a partir de cultures bactériennes
- passer la lame-frottis situé sur le dessus dans la flamme chauffante,
LENTEMENT et 3 a 4 fois de suite (attention de bien tenir la lame avec une pince) et

laisser refroidir.

e Fixation par I'alcool : employé quel que soit le produit traité.
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- recouvrir la lame pendant 5 min avec de I’alcool puis rincer a I’eau déminéralisé et

égoutter le frottis avant coloration.

5. Coloration

Principe: La coloration permet de distinguer les bactéries GRAM + des GRAM - grace a

leurs différences de nature de paroi.

ETAPES MODE OPERATOIRE TEMPS PRINCIPE
- Recouvrir la lame de cristal violet ou Le colorant violet pénétre dans
COLORATION violet de gentiane les cellules bactériennes
PRIMAIRE - Rincer a I’eau distillée et récupérer le
cristal violet dans un bécher (ne pas le | 1 minute
jeter dans le bac a coloration)
- Recouvrir de Lugol Il se forme un complexe chimique
MORDANCAGE - Rincer a I’eau distillée et I’égoutter entre le violet et le Lugol qui fixe
1 minute le violet et colore le cytoplasme
de toutes les bactéries en violet.
-Tenir la lame inclinée et faire couler L'alcool dissout le violet de
pendant quelques secondes de l'alcool a gentiane, si la paroi bactérienne
95° jusqu'a écoulement incolore. est perméable a l'alcool (les
DECOLORATIO lipides sont dissous par I’alcool),
N - Rincer immédiatement a I’eau celui-ci pénétre dans les
distillée et égoutter 5 secondes | bactéries et décolore leur
environ cytoplasme : les bactéries
deviennent incolores.
Si les bactéries ont une paroi
imperméable a l'alcool (épaisse et
sans lipides), elles restent colorées
en violet et elles sont dites
GRAM + ou positif.
- Recouvrir la lame de fuschine La fuschine recolore en rose les
COLORATION bactéries précédemment
SECONDAIRE - Rincer aI’eau distillée 1 minute décolorées : les bactéries Gram —
ou négatif.
SECHAGE - Egoutter entre 2 morceaux de papier-

filtre et laisser sécher
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ANNEXE 2: Milieux de Culture

Milieu Gélose Plate Count Agar (PCA)

I/ 010 0= P X ¢ 11|
Extrait autolytique de levure..........coooo i, 259/
GIUCOSE. .. e e e 19/l
AGAEN QAN ... et e e 15¢g/I
pH du milieu prét a I'emploi a 25°C: 7,0 +/- 0,2.

Milieu Eau peptonée exempte d’indole
T PIONE o e 10g/1
Chlorure de sodium ... 5¢/1
pH final a 25°C : 7,3 £0,2

Milieu Gélose nutritive
Extrait de viande ... 1,0 g/l
Extrait de levure ... 2.59/l
PeptONe 5,049/l
Chlorure de sodium ........cccoiiiiii i e 2. 5,0 0
Al 15,0 g/l
pH 7,0

Milieu Gélose lactosée au pourpre de bromocrésol (BCP)
PEPIONE. ... s 5¢/1
EXtrait de VIaNde..........coooieiininiin e 3g/1
LACLOSE ... ettt e 109/l
B O P e 0,025¢g/1
AAE e 15¢g/1

pH final =7
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Milieu Gélose Désoxycholate Citrate Lactose (DCL)

EXtrait de VIANAE ........cooeiiiiicie e 59/
Peptone bacteriologiqUe...........ocvevvieiiiiie e 59/l
Désoxycholate de sodium .........ccceveviiiiiiiienice e, 59/l
Thiosulfate de SOdIUM  ....cooiiiiiiie e 5,4 g/l
Citrate ferrique. ... ..o 19/l
Citrate de SOOIUM.....cc.eiiiiiiiee e s 8,5 g/l
LACLOSE. ..ttt 10 g/l
ROUQE NBULIE. ... e 0,02 g/l
AN ... e e 12 g/l
pH final = 7,3

Milieu Gélose Salmonella-Shigella (SS)
Extrait de viande de beeUf ........ccooviiii 5¢/1
POIYPEPLONE. ... 5¢/1
Sels DIlAIrES ..o 8,5¢/I
Thiosulfate de SOdiUM ..o 8,5¢/I
Citrate ferrique..........oo i e e 10
Citrate de SOTIUM ....ceiiiiiiecie e 10g/1
LACLOSE ..ottt 10g/1
Vertbrillant ... e 12..0,000330/1
RouUge NEULIE ..o e e e eee22.0,02501
AGAN e e 13,59/

pH final = 7,0

Milieu Gélose T S |
Mélange de peptones .........ccoovvveveiieeiieeiiieineennnennn.... 189/l
Extrait de levure ... 39/
Extraitde viande.............cooiiiiiiiiiiii e A0
LACLOSE. .. et et e e 10g/1

SACCNAIOSE ...t e e e e e e
D-glIUCOSE. ...ttt

Chlorure de sodium .......coooevievieiiinian....
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Citrate d’ammonium ferriqgue ... 0.3¢/l
Thiosulfate de sodium............ccooeeiiii i e 0.3/
Rouge de phénol ..........cooiiiiiii 0.025g/I

pH final : 7,4 £ 0,2

Milieu Kligler-Hajna

Extrait de viande de DeeUT.........cccooiii i, 39/
EXErait de [eVUIE.......ccviiiee s 39/
PEPIONE. ... s 20 g/l
NACL . e 59/
CItrate ferriqUe. .....oouvieieie e e 0,39/l
Thiosulfate de SOQIUM........cccuiiiriiieee e 0,3g/l
LACLOSE. ..ttt ettt ettt 10 g/l
GIUCOSE. ..ottt s 19/
Rouge de PhenOL..........ccooiiiiieice e 0,05 g/l
AN e e 12 g/l
pH=74

Milieu Mannitol-Mobilité

PepPtONe 209/

Nitrate de Potassium ... ....coooiiiiiiiie e 19/l

Mannitol ... 20

Rouge de Phénol 2 1% .......ccovviis cieviiiiie e, 4ml

Al 49/l
pH=8, 1

Milieu Citrate de Simmons

Sulfate de Magnésium .........ccooveiiiiiiiiie e 0,29/
Phosphate mono ammoniaque .............ccceevvevievnenn.... 10/l

Phosphate dipotassique ..........ccocoiiiiiiiiiiiniie e, 19/l
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Citrate de Sodium  ......coooviiiiiiiiiiii e 201

NACl e 5g/1
Bleu de bromothymol ... 80mg/I
AQar e 120
pH=6,8

Milieu Urée-indole
L-tryptophane ..o, 3/l
Phosphate monopotassique ..........ccoevceveineenninnnn 19/l
Phosphate bipotassique ............ccoiiiiiiiiiiiis 19/l
NaCl 5g/l
PP~ O X0 1|
Alco0l 95° .. 10ml
Rouge de phénol .........coooiiiiiiiii i, 25ml

pH=6,7

Milieu Clark et Lubs
Peptone tryPSIQUE......ee et e e e 5a7g/l
GIUCOSE. .. e 5¢/1
Phosphate bipotassique.............c..ccceevevvvevnen..... 50/l

pH =7

Bouillon Nitraté
Infusion cceur-cervelle.............oooiiiiin 25,00/1
Nitrate de sodium..........cccvviiiiiiiiiiiiiiie e 10, g/l
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ANNEXE 3 : Réactifs utilisés

Réactif de la recherche de I’oxydase

Disques imprégnés d’une solution & 1% de chlorhydrate de
Tetraméthylparaphénylénediamine.

Réactif de Kovacs

P-dimethyl aminobenzaidéhyde..............ccoooiiiiiiiiiiiie e, 7g/l
Alcool amylique.........oouiiii e e DM

Acide chlorhydrique concentré ...........ccooviieiiiiiiiiiii e, 20ml

Réactif de Voges-Proskauer

VP I
Hydroxyde de POotasSiUum..........cuviiiier i it e e eae e e 409/l
AU, . e 2. 100m

VP II
a-NAPhtol ..o e, B O
Ethanol ... e e, 100m

Réactif TDA

Perchlorure defer ..o 3440

Eau distillée stérile ..........ooovoie e 100mMI

Réactif pour la recherche de la Nitrate réductase (NR)

Réactif |
Acide sulfanilique............cooeiii i e 222.0,80/
Acide Acétique SN.......ccoeiiiiiii e e en. 2. 100mI

Réactif 11
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Naphtylamine.........ccccoiii i e e 0,501
Acide acetique 5N ..ot e 22, 100mI

Solution de I’eau oxygénée a 10 % :

Eau OXYQENEE Q10 V...t iiie i 0,5ml
BaUu diStillEe ... .. e 14,5ml

Composition de la solution tampon Tris — Borate —- EDTA

TRISBIMM)...ccoiiiiiiiiiii 220 10,78 @
Acide borique (89 mMM)..........ccciiiiiiie i ns...5,50 g
EDTA(2MM)...ccoiiiiiiiiiiiiiiiiieeie e e e e 20,58 @

Bau distillée. .....oe e e e 1000ml

Gel d’agarose
Tampon TBE......co 100ml

AGAIOSE ...ttt et e e e 0,89
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ANNEXE 4 : Galerie APl 20 E

Inoculation de la galerie API 20 E

Avec la suspension bactérienne et la pipette ayant servi au prélevement, remplir tubes

et cupules des ests

t
| CTI| VP | GEL |

- Remplir uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests.

- Créer une anaérobiose dans les tests ADH, LCD, ODC, URE, H,S en remplissant leur

cupule d’huile de paraffine.

- Refermer la boite d’incubation et la placer dans I’étuve a 35 - 37° C pendant 18 a 24

heures

Cupule

Tube

Inoculation de la galerie Détail d'un tube © Georges Dolisi

Référence]

HE00 088088000 &

ONPGADH LDC ODC | CIT| H25 URE TDA IND | VP GEL{ GLU MAN INO 350R RHA SAC MEL AMY ARA E
Frenom
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Tableau d’identification de la galerie API 20 E

Jaune

Rouge ou Jaune
Rouge ou Jaune
Rouge ou Jaune
Turquoise ou bleu
foncé
Dépot noir
Rouge ou Jaune
Brun-rouge

Anneau rouge
Rose foncé ou

rouge

Diffuse du pigment

Jaune

Incolore

Jaune
Jaune
Jaune

Vert pale ou jaune

Aucun dépdt noir

Jaune
Jaune

Jaune
Incolore ou rose

pale

Aucune diffusion,
incolore

Bleu ou bleu-vert

Une teinte jaune pale est souvent
obtenue, la considérer comme une
réaction négative.

La lecture se fait dans la partie
superieure de la cupule (en aérobie)

Ajouter 1 goutte de chlorure de fer
a10%. Lire immédiatement la
réaction

Ajouter 1 goutte du reactif de
James. Lire la réaction
immediatement

Ajouter 1 goutte de KOH a 40%
puis 1 goutte d’alpha-naphtol a 6%.
Lire la réaction aprés 10 minutes.
La répartition des particules solides
a travers la cupule doit étre
considérée comme une réaction
negative.

La fermentation des sucres
commence dans la partie la plus
anaerobique du microtube (partie
inferieure). Il faut lire ces réactions
a partir de la base de la cupule vers
le haut. Une couleur jaune au fond
indique une réaction positive
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Résumé
Les eaux usées sont susceptibles de renfermer et de véhiculer une grande variété d’agents pathogénes

pour I’homme. Les organismes pathogénes présents dans les eaux usées d’une collectivité, en refletent I’état
sanitaire.

Les entérobactéries représentent une des principales familles de bacilles a Gram négatif se retrouvant
partout y compris les eaux usées. Ce sont les plus impliquées en pathologie infectieuse humaine surtout en
milieu hospitalier.

Notre travail s’inscrit dans le cadre de la recherche et I’étude de quelques entérobactéries pathogenes
dans les eaux usées d’oued Boumerzoug. Ainsi une évaluation préalable de la FTAM a été effectuée sur nos
échantillons avant de procéder a des isolements sur milieux spécifiques ainsi qu’une identification par des
méthodes microbiologiques standardisées puis une réalisation de profils électrophorétiques de I’ADN total
des souches identifiées.

Sur trois échantillons étudiés, les résultats de la FTAM varient entre 1.14 10° et 13.8 10° UFC/ml qui
témoignent d’une charge microbienne importante des eaux usées. Quant a I’isolement, sur un total de quatre
germes recherchés, nous avons pu isoler et identifier 3 souches d’E. coli et une absence de Salmonella spp. ,
Shigella spp. et Yersinia enterocolitica a été observée. Par contre d’autres germes ont été isolés comme
Proteus mirabilis, Proteus morganii, Enterobacter agglomerans et Pseudomonas sp. . Les profils
électrophorétiques de I’ADN total des souches identifiees ont été aussi obtenus.

La presente étude nous a permis de récolter des données locales relatives a la présence de pathogenes et
des indicateurs de contamination fécale tels qu’E. coli. et une contribution & I’extraction de I’ADN total

des souches isolées.
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