TP N°4 : Recherche des bactériophages fécaux dans l’eau
Introduction 

          Les bactériophages sont des virus qui infectent les bactéries. Certains peuvent infecter une variété de bactéries appartenant à une famille ou un genre bactérien. D’autres sont très spécifiques à une espèce et ils peuvent alors servir à identifier l’espèce hôte et ses sous groupes (exp.: typage de Salmonella) .

           Lors du traitement des eaux, certains bactériophages des bactéries coliformes(aussi appelés coliphages) qui ont retenu l’attention . comme les bactéries coliformes, particulièrement les coliformes fécaux, ont déjà une fonction indicatrice importante (pollution fécale), les virus infectant ces bactéries sont donc d’un intérêt particulier.
            Les bactériophages des coliformes sont scindés en deux groupes : les coliphages somatiques qui infectent la bactérie en s’attachant à la paroi cellulaire, et les coliphages males spécifiques (virus à ARN) qui s’attachent aux pili sexuels ou F.  La présence des pili sexuels étant observée seulement lorsque les conditions de croissance sont excellentes, par exemple une température supérieure à 30 °C, les coliphages males spécifiques ne se reproduisent généralement pas dans l’environnement et, de plus, infectent essentiellement E. coli. 

Au contraire, les coliphages somatiques peuvent plus facilement se reproduire dans l’environnement et infectent une gamme d’hôtes qui est beaucoup plus grande (non limité à E. coli).
             Les coliphages (somatiques ou males spécifiques) peuvent donc servir d’indicateurs de pollution fécale, pour des eaux qui ne sont pas traités (eaux surface ou souterraines) puisqu’ils sont associés aux bactéries fécales.

La détection des coliphages dans l’eau d’un cours d’eau se fait dans une culture de la bactérie hôte (E. coli), la bactérie infectée est lysée et il se forme une plage de lyse dans un milieu solide.

Matériel et milieux de culture 

· Eau peptonnée (flacons de 50ml et tubes de 5ml)

· La bactérie hôte : E. coli
· Gélose nutritive ordinaire 

· Echantillon d’eau prélevé d’un cours d’eau  
Mode opératoire 

· On mélange dans un flacon 50ml d’eau peptonnée

· Après agitation, le flacon reçoit 20 gouttes d’une culture fraiche en eau  peptonnée d’une souche d’E. coli
· Après une incubation pendant 10 heures à 37°C pour multiplier les phages, 5 à 6 ml du flacon sont prélevés dans un tube stérile et chauffés pendant 30 mn à 56°C pour détruire les corps bactériens.
· On réalise une culture en boite de Pétri contenant de la gélose nutritive en étalant 2 à 3 gouttes de culture en eau peptonnée  d’E. coli (la culture doit être confluente)

· On laisse sécher puis on dépose à la surface en un point précis l’ose de la suspension chauffée.

· on laisse sécher 20 à 30 mn et on incube à 37°C pendant 18-24 h.

Lecture

On observe la présence éventuelle de plages de « non culture » bactériennes aux endroits inoculés de l’ose. Le résultat est déclaré positif ou négatif pour 50ml d’eau analysée.

