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INTRODUCTION

L’eau constitue un élément essentiel dans la vie et I’activité humaine. C’est une
composante majeure du monde minéral et organique. Actuellement, I’eau participe a toutes
les activités quotidiennes notamment, domestiques, industrielles et agricoles ce qui la rend un
élément récepteur exposé a tous les genres de pollution. Dés lors, I’eau sera considéree
comme un transporteur potentiel de maladies [01].

Depuis quelques dizaines d’années, I’humanité se trouve devant une explosion
démographique, une expansion industrielle et une croissance alarmante de la pollution des
eaux. Par conséquent, les causes de pollution se sont étendues et sont devenues plus en plus
massives et plus variéees [02].

Les eaux marines peuvent étre particulierement soumises a des pollutions chimiques et
microbiennes apportées par les eaux douces superficielles. Les apports de microorganismes
pathogenes dans le milieu marin sont dus a des rejets de stations d’épuration et des apports
diffus par les eaux de ruissellement, dans les régions d’élevage intensifs. Au développement
acceléré des loisirs et en particulier des baignades en mer, correspond un accroissement des
risques infectieux [03].

Si la fréquentation des plages est devenue un besoin social de plus en plus impérieux de
détente, de récupération et de bien étre et si elle présente d’indéniables avantages pour la
santé physique et mentale, il faut prévenir les risques multiples que celle ci peut engendrer.

Dans cette intention notre travail s’est porté sur I’analyse microbiologique des eaux des
plages de la ville de Annaba dans le but d’estimer le degré de pollution microbienne. Les
causes possibles de pollution seront discutées sur la base des critéeres environnementaux
cernant chaque site.

Notre étude a été effectuée au niveau du laboratoire de microbiologie (département de
biochimie- Université d’Annaba) et du laboratoire d’hygiéene (centre de santé d’Annaba).

Le controle bactériologique réalisé dans ce contexte, porte sur la quantification des
germes indicateurs de contamination fécale : les coliformes et les streptocoques fécaux.
D’autres indicateurs non spécifiques ont été utilisés comme complémentaires : les germes
totaux et les Clostridium sulfito-réducteurs.

L’analyse bactériologique effectuée implique aussi la recherche de certains germes
pathogenes : Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Vibrio, Pseudomonas aeruginosa et les
staphylocoques. La recherche des ces bactéries a été choisie dans les limites des milieux et
des produits disponibles. En outre, nous avons recherché des levures : Candida albicans, et
des champignons dont certains sont responsables de dermatoses.

Par ailleurs, nous avons testé plusieurs antibiotiques sur les bactéries isolées en se basant
sur leur spectre d’action et leur utilisation thérapeutique. L’objectif de cette étape est
d’évaluer le degré de dissemination de la résistance aux antibiotiques dans le milieu marin et
son impact sur I’efficacité du traitement par les antibiotiques des maladies a transmission
hydrique.
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I. Généralités sur les eaux de mer

1. La mer réservoir d’eau douce :

L’incapacité des ressources naturelles a contenter les besoins croissants en eau douce a depuis
quelques années, conduit les spécialistes de ces questions, obtenir I’eau douce a partir d’eau de mer
ou saumatre. Les usines de dessalement d’eau de mer existent et permettent d’extraire de la mer
quelques millions de m® d’eau douce par jour.

2. Faune et flore marines :

2.1. Phytoplancton :

Les principaux constituants sont :
- Diatomées
- Chrysophycées
- Xanthophycées d’ou la couleur verte de 1’eau
- Péridiniens ou Dinoflagellés
- Flagellés calcaires
- Flagellés silicieux ( sillicoflagellés)

2.2. Zooplancton :

- Foraminiféres :des protozoaires formant appartenant aux rhizopodes.

- Radiolaires

- Tintinides

- Crustacés (Cadipodes, Cladoceres, Ostracodes, Amphipodes, Ephausiaces)
- Mollusques

- Ccelentérés

- Tuniciers

- Vermidiens

3. Flore microbienne de I’eau de mer :

Les microorganismes rencontrés dans 1’eau de mer sont de trois types : des germes typiquement
aquatiques, des germes telluriques et des germes de contamination humaine ou animale.

Les germes typiquement aquatiques : sont des algues microscopiques et des bactéries. Les
bactéries appartiennent le plus souvent aux genres Vibrio, Pseudomonas, Achromobacter,
Chromobacterium, Corynebacterium, Spirillum, Crenothrix, Sphaerotilus, Galionella, etc. Les
algues sont de type eucaryote ou procaryote (cyanobactéries) : quelques-unes sont toxinogeénes mais
elles sont rares et cette toxicité a peu ou pas d’incidence sur la qualité de I’eau.

Les germes telluriques: rencontrés dans I’cau sont des bactéries sporulées (Bacillus,
Clostridium) ou appartenant au genre Streptomyces et quelquefois des spores fongiques.

Les germes de contamination humaine ou animale : les contaminations microbiennes sont liées,
aux végétaux, aux animaux et humains (baignade, contamination fécale, industries biologiques). La
contamination fécale peut étre animale (poissons et autres) ou humaine (par I’intermédiaire de
rejets).
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Chez I’homme prédominent les coliformes fécaux ou thermotolérants: de 10%a 10'° germes /g
dont, au départ, 80 a 90% d’ Escherichia coli, dont le nombre relatif décroit rapidement par rapport
aux coliformes. On rencontre ensuite des entérocoques (107 a 10° germes/g), d’autres bactéries
(Bacteroides, Bifidobacterium, Lactobacillus, etc), des virus (10%a 10° germes/g ; parfois jusqu’a
10° germes/g). On trouve aussi des bactéries sporulées anaérobies (Clostridium perfringens).

Une contamination microbienne industrielle peut étre directe, liée au rejet des levures et
bactéries lactiques (industries de fermentations alimentaires) ou indirecte : flores associées aux
rejets sucrés, amylacés (industries alimentaires), protéiques (abattoirs), divers (papeterie, tannerie,
etc.)

Les germes de pollution fécale humaine ou animale sont trés fréquents et souvent pathogénes.
I1 s’agit d’Entérobactéries (Escherichia coli, coliformes, Salmonella, Shigella), de streptocoques
fécaux, de Clostridium perfringens, de virus, etc. On peut également rencontrer dans 1’eau, surtout
sous climat tropical, mais parfois aussi en climat tempéré, des protozoaires et autres parasites
animaux. Dans le cas d’eaux conditionnées, on peut rencontrer des contaminations par
Pseudomonas aeruginosa.

La contamination par les germes pathogeénes est souvent une contamination de la nappe.
Cependant il peut arriver qu’elle soit due a une détérioration des installations et des infiltrations
dans celles-ci, d’eaux souillées.

En définitive, bien que la majorit¢ des germes rencontrés couramment dans 1’eau soit des
germes banaux mésophiles peu dangereux, les problémes microbiologiques posés sont
essentiellement des probleémes sanitaires dus a des germes pathogénes souvent en quantité limitée
[04].

I1. Pollution marine :

L’eau est 1’élément autour duquel se maintient et se développe la vie. L’humanité se trouve
depuis quelques années devant une explosion démographique, une expansion industrielle et une
croissance alarmante de la pollution des eaux [05].

1. Définition de la pollution de I’eau :

La pollution comprend toute nuisance apportée a un écosystéme qu’elle soit une modification
chimique, physique ou biologique de la qualité de I’eau. C’est la contamination de 1’eau par les
corps et substances étrangers tels que des micro-organismes, des produits chimiques, des déchets
industriels ou autres ; dues a des déversements, écoulements, rejets, dépdts directs ou indirects de
matieres de toute nature et, plus généralement, tout a fait susceptible de provoquer ou d’accroitre la
dégradation des eaux en modifiant leurs caractéristiques, chimiques, biologiques ou
bactériologiques [06,07,08].

2. Sources de la pollution marine :

Il n’y a pas pollution d’un milieu sans souillure et dégradation de celui-ci. Qui dit pollution
marine pense obligatoirement a une altération de la qualit¢ du milieu marin, le plus vaste des
écosystémes de la biosphére [09].
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2.1. Rejets d’effluents urbains :

Ces rejets sont de deux origines : origine domestique et origine industrielle.

2.1.1. Eaux usées domestiques :

Elles sont essentiellement porteuses de pollution organique, qui peut étre de deux types:
* ecaux ménageres: qui ont pour origines salles de bains et cuisines, chargées de
détergents, graisses et solvants ainsi que de débris organiques.
= caux de vannes: ce sont les rejets de toilettes riches en diverses matiéres organiques
azotées, germes fécaux, germes pathogenes, virus, et parasites [08,10,11].

Dans une étude de rejets d’une agglomération, il a ét¢ montré que le déversement d’effluents
urbains a raison de seulement 7,5 m’/sec a suffit a dégrader voir a détruire totalement le peuplement
sous-marin sur plus d’une centaine d’hectares jusqu’a une profondeur de 40 m [12].

2.1.2. Eaux useées industrielles :

En plus des matiéres organiques azotées ou phosphorés, elles contiennent également des
produits toxiques, des solvants, des métaux lourds, des micropolluants organiques, des
hydrocarbures. Elles ne doivent étre mélées aux eaux usées domestiques que si elles ne présentent
pas de danger pour les réseaux de collecte [08].

2.2. Eaux usées pluviales :

Pendant les périodes orageuses, elles peuvent constituer une importante source de pollution des
cours d’eau. Quand I’eau de pluie se charge d’impuretés au contact de I’air (fumées industrielles) ou
quand, pendant son ruissellement, elle se contamine par des résidus: huiles de vidanges, carburants
dans le périmeétre urbain, et engrais et pesticides en zones rurales [08].

2.3. Eaux usées d’origine agricole :

Les engrais, indispensables a 1’agriculture moderne, modifient la faune et la flore naturelle des
cours d’eau et la composition chimique des eaux souterraines(ruissellement et lessivage par les eaux
naturelles). Ces engrais sont composés de nitrates, phosphores, insecticides et herbicides chlorés et
phosphorés, détergents, mouillants et matic¢res organiques fermentescibles [13,14].

2.4. Effluents des établissements hospitaliers : [15]

Les effluents hospitaliers ont une qualité proche des eaux usées domestiques avec un volume
supérieur. Les effluents générés par I’activité hospitaliere peuvent présenter un danger potentiel
pour I’homme et son environnement compte tenu de la nature et de I’importance des substances
spécifiques qu’ils contiennent(résidus médicamenteux, réactifs chimiques, antiseptiques, détergents,
révélateurs et fixateurs de radiographies...) et en raison de leur évacuation, au méme titre que les
rejets urbains classiques, vers le réseau d’assainissement communal sans traitement préalable.
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I1 existe plusieurs types de rejets hospitaliers :
% Rejets de nature domestiques :

I1 s’agit des prélévements et rejets destinés exclusivement a satisfaire les besoins des personnes
physiques. Dans cette catégorie, on trouve : les rejets des cuisines, les rejets des produits détergents,
les rejets des garages et ateliers, ceux de la blanchisserie, de la chaufferie et de la climatisation.

% Rejets de nature spécifique a I’hdpital ou a certains soins :
» Rejets de nature spécifique a I’hopital :

Ces rejets spécifiques communs aux différents services de soins sont les produits désinfectants
et antiseptiques, les rejets de germes pathogenes, les médicaments et les métaux lourds(mercure,
argent).

En ce qui concerne les désinfectants et les antiseptiques, les produits les plus utilisés sont
principalement des dérivés chlorés, les produits contenant des aldéhydes (glutaraldéhyde : molécule
toxique pour ’homme et I’environnement), la bétadine...

En effet, les rejets médicamenteux émis aprés métabolisation par les patients représentent une
quantité importante.

L’hopital rejette également des germes pathogenes issus des personnes malades qui peuvent se
retrouver dans les eaux des vannes en ayant développé une résistance aux antibiotiques. La flore
hospitaliere est composée de la flore des malades et des germes de I’environnement. Ainsi les
germes pathogenes que 1’on trouve dans les eaux usées hospitalieres peuvent étre :

-des bactéries présentes dans les selles ou les urines (Salmonella, Shigella, Vibrio,
Coliformes, entérobactéries, streptocoques...) ou des bactéries responsables d’infections
nosocomiales (Staphylocoques, Streptocoques, Pseudomonas aeruginosa...). Toutes ces bactéries
sont dangereuses car elles acquierent une résistance aux antibiotiques.

-des virus (virus des hépatites, entérovirus, rotavirus...)

-des parasites (amibes, Taenia, Ascaris...) et des champignons.

» Rejets spécifiques a certains soins :

Certains services nécessitent 1’utilisation de certains produits toxiques. C’est le cas de:
I’hémodialyse qui rejette des toxines et des produits chimiques, du service de médecine nucléaire
qui génere des effluents radioactifs, des laboratoires et de la pharmacie dont la possibilité
d’évacuation de certains produits dangereux dans le réseau d’égout.

3. Les types de pollution :

3.1. Pollution physique :

Elle peut étre thermique, radioactive ou due au transport de mati¢res en suspension. Ces
dernicres créent la turbidité qui donne a I’eau un aspect peu agréable, causent des dommages aux
poissons et freinent le développement des organismes photosynthétiques. Les pollutions
radioactives et thermiques proviennent quant a elles du rejet de radio-isotopes ou d’eaux chaudes
ayant servi au refroidissement des centrales €lectriques et nucléaires. Les conséquences directes de
ce rejet, est I’élévation de la température des eaux naturelles, ce qui modifie le taux d’oxygene,
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augmente D’activité cellulaire et la respiration de la biocénose, diminue la diversit¢ du
phytoplancton et peut provoquer la prolifération d’espéces thermophiles [10,16,17].

3.2. Pollution chimique :

Les polluants chimiques sont nombreux et d’origines diverses : déchets industriels minéraux et
organiques. IlIs peuvent étre dégradables (substances dont la nature est modifiée ou la quantité
réduite par des phénomenes biologiques, chimiques ou physiques) ou non dégradables (ne sont pas
modifiés par les processus biologiques qui se déroulent dans les eaux naturelles) [17]. Ce sont les
engrais agricoles, les pesticides, les composés organochlorés, les hydrocarbures, les détersifs.
Certains éléments toxiques (plomb, arsenic,mercure...) dits bio-accumulables, peuvent, a travers la
chaine alimentaire depuis le plancton, atteindre I’Homme, et provoquent des altérations graves de
certains organes [05,14,16,18,19,20,21].

3.3. Pollution microbienne :

La pollution microbienne est principalement liée aux eaux usées urbaines. Ces derniéres sont
trés chargées en coliformes, bactéries pathogénes, virus et parasites (Tableau 01) [06,22,23].

Le réservoir majeur des bactéries responsables des maladies a transmission hydrique se trouve
étre ’appareil digestif de ’Homme et des animaux. L’élimination de ces bactéries par les matieres

fécales contamine les égouts urbains, les ecaux résiduaires hospitalic¢res et les eaux de surface [19].

Tableau (01): Concentration de quelques micro-organismes dans les eaux usées urbaines [23]

Microorganismes Concentrations
Escherichia coli 2.10% germes /litre [24]
10® -10° germes /litre [25]
107 germes /litre
Streptococcus faecalis 107 germes /litre [24]
107-10* germes /litre [25]
107 germes /litre [26]
Salmonella 250 germes4/litre [27]
(1700 types sérologiques) 200 a 16.10" germes /litre [28]
20 4 10.10" germes /litre [29]
Mycobacterium 10°a 1606 germes /litre [30]
(au moins 80 sérotypes) 1,5.10° germes /litre [31]
Entérovirus 38 2 466 NPPU(C/litre [32]
(plus de 100 sérotypes) 80 a 2000 NPPUC/litre [33]
15 a 160 U.F.P/litre [34]
Giardia lamblia (kystes) 8.10" germes /litre [35]
Helminthes (ceufs) 30 germes flirte [31]
Bactériophages 3.10°a 10° germes /litre [36]

NPPUC : nombre le plus probable d’unités cytopathogenes
UFP : unités formant plages
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4. Effets de la pollution de I’eau :

Parmi les principaux effets de la pollution de I’eau, on cite :
= La dégradation de la qualité de I’eau en la rendant impropre aux usages souhaités.
= Les maladies a transmission hydrique.
= La destruction des organes bienfaisants et le bouleversement du processus d’auto-épuration et
éventuellement la modification de fagon défavorable du milieu vivant [37,38].

Dans le méme contexte, on peut citer le phénoméne d’eutrophisation. C’est une fertilisation
excessive des eaux due a un apport massif de composés azotés et phosphorés provenant de 1’activité
agricole et des rejets domestiques et industriels. Ces composés favorisent le développement des
micro-algues (phytoplanctons) et des macro-algues qui constituent le premier maillon de la quasi-
totalité des chalnes alimentaires. L’eutrophisation induit un dysfonctionnement de 1’écosystéme,
elle conduit a son asphyxie par épuisement des réserves d’oxygéne [12,38,39].

I11. Equilibre biologique et pouvoir auto-épurateur de la mer : [40]

La stabilité biologique du milieu marin, en dépit des rejets continus en son sein des eaux
résiduaires riches en bactéries telluriques et en dépit des populations souvent trés denses qui, depuis
des millénaires, entourent certaines mers comme la Méditerranée, pose un probléme d'un extréme
intérét. Ce phénomene repose sur une qualité spécifique du milieu marin que 1'on a qualifié de
capacité d'auto-épuration. On va aborder le comportement des bactéries telluriques entrainées dans
le milieu marin et les mécanismes connus qui en limitent 1'extension et la prolifération.

1. La dispersion bactérienne en mer :

En ce qui concerne le phénoméne bactériologique, c'est-a-dire 1'agent bactérien responsable de
la pollution, il faut savoir que les bactéries, au cours de leur vie et tout au long du chemin qui les
mene vers la mer, se sont fixées sur les particules en suspension, minérales ou organiques. Ainsi,
ces particules qui les transportent ont un avenir différent selon leur dimension. Les études faites
dans ce domaine montrent que les grosses particules, surtout celles d'un poids spécifique élevé, ont
une tendance progressive a la sédimentation, alors que les particules de faible dimension
(inférieures a 20 microns) suivent la destinée de la diffusion turbulente des eaux et, de ce fait, sont
entrainées dans les couches océaniques superficielles. La majeure partie de la charge bactérienne
des eaux résiduaires, soit environ 98,5%, suit les particules de faible dimension. Ainsi, c'est en
surface et au large des émissaires que 'on retrouvera la plupart des bactéries rejetées, alors que, sur
le fond adjacent, la charge bactérienne sera d'extension relativement plus faible.

Ces eaux polluées, de densité plus faible, vont dériver a la surface de la mer ; et c'est 1a que les
mécanismes de dispersion des bactéries vont intervenir. Progressivement vont s'établir une lente
diffusion et une dilution des eaux usées dans la masse marine. De nombreux auteurs ont pu étudier
ces phénomenes d'une maniére relativement précise par des méthodes de marquage colorés ou grace
a I'emploi de corps radioactifs de vie plus ou moins courte (Brome 82, lode 131). Ils ont pu aussi
mesurer la dilution de ces eaux, a des distances plus ou moins grandes a la sortie de 1'émissaire et
en tirer les lois mathématiques sur la dispersion des eaux résiduaires en mer. Mais quand on fait ces
mesures d'ordre physique ou chimique, on se rend compte que, contrairement a ce que l'on pourrait.
croire, le nombre de bactéries initiales se trouvant dans I'eau d'égout, qui est en moyenne voisin de 2
a 3 millions de micro-organismes par millilitre, diminue beaucoup plus vite que ne le laissent
présager les phénoménes de dilution (Figure 01).



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

Des formules mathématiques assez complexes permettent de prévoir, en fonction de la distance,
de la vitesse des courants (c’est-a-dire du temps pendant lequel ces bactéries vont étre soumises au
contact du milieu marin), la charge bactérienne des eaux de mer en tenant compte également de la
qualité des bactéries, plus ou moins sensibles a ces actions auto-épuratrices. Elles ont permis, a
partir de trés nombreuses mesures physiques et bactériologiques, de préparer 1’implantation de
nombreux points de rejets d’eaux résiduaires en mer, dans le but de les rendre non polluants pour
les rivages adjacents. En effet, on peut trouver des points de rejets ou les eaux polluées ont la
possibilité¢ d'avoir une extension en mer suffisante pour que l'action auto-épuratrice joue avant
qu'elles ne soient ramenées vers les zones littorales.

L'ensemble des études relatives a la disparition des bactéries telluriques des eaux d'égout apres
leur rejet en mer met en évidence une différence constante entre la diminution réelle du nombre de
ces germes et celle qui pourrait étre normalement prévue par les simples phénoménes de dilution.
Le graphique montre les résultats obtenus par trois auteurs,dans des conditions expérimentales
différentes: J. BONDE, dans le cas d'un rejet en Baltique,B. KETCHUM pour un rejet en estuaire
(Raritan River, U.S.A.), et M. AUBERT pour I'émissaire d'eaux usées de Nice. L'intervalle AB
matérialise le pouvoir auto-épurateur propre a 1'eau de mer.

—— AUBERT
4 Nombrede  ----- BONDE
bactéries /ml —-— KETCHUM

»

10 Temps (heure)

(01)(02)(05) : Traceur biologique
(03)(04)(06) : Traceur radioactif

Figure (01) : Disparition des bactéries telluriques des eaux d’égout apres leur rejet en mer [40]

2. Le pouvoir auto-épurateur de I’eau de mer :

De nombreux auteurs ont étudié la survie des bactéries terrestres, et plus particulierement celle
des germes entériques présents dans les eaux d’égout, dans 1’eau de mer naturelle. Cette survie, tres
courte en eau de mer fraiche, est considérablement augmentée dans la méme eau apres autoclavage
ou simple filtration. Cette observation a conduit les recherches vers I’étude des facteurs d’origine
biologique pouvant étre responsables de I’auto-épuration de 1’eau de mer.
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Considérons maintenant les phénoménes qui vont se développer vis-a-vis des micro-
organismes exogenes au cours de leur dérive dans les eaux marines. Pour I'immense majorité des
cas, l'expérience montre qu'ils y sont détruits aprés des temps de survie plus ou moins courts
(Tableau 02). Cette rapide décroissance n'est cependant pas totale, car il existe des formes
microbiennes résistantes mais celles-ci ne représentent qu'un faible pourcentage. Ainsi Zobell
indique que 99,9% des bactéries des eaux usées meurent en 48 heures dans 1'eau de mer, le reste
survivant plus d'un mois.

Il est classique de décrire ainsi, la courbe de mortalit¢ et de survie des germes des eaux
résiduaires. D'abord, une phase de repos, au cours de laquelle la population reste sensiblement
constante. Sa durée est trés variable suivant les germes. Ensuite, apparait une phase de décroissance
qui suit une courbe logarithmique au cours de laquelle la population subit une rapide diminution.
Puis, vient la phase de résistance que 1'on voit s’amorcer a la fin de la phase de décroissance et les
cellules bactériennes résistantes commencent a se multiplier.

Des études mathématiques ont permis d’exprimer sous forme de formules chiffrées 1'évolution
des populations bactériennes des eaux résiduaires mises en contact avec de 1'eau de mer. I1 semble
d'ailleurs que les bactéries ne soient pas seules a subir ces effets antagonistes, les virus également y
sont sensibles. Cette résistance est d'ailleurs inversement proportionnelle a la concentration initiale.
Elle évolue parallélement a l'abaissement de la température ainsi qu'a I'addition d'eaux d'égout.

Cette action due a l'eau de mer, n'est pratiquement valable qu’a la condition que l'eau de mer
soit fraichement prélevée et n'ait pas subi de traitement, en particulier, de chauffage.

Les résultats des expérimentations montrés dans le tableau ci-dessous nous amenent aux
conclusions suivantes :

¢ L'activité antibactérienne de l'eau de mer s'effectue sur les bactéries pathogeénes d'origine
entérique des égouts; elle diminue si I'eau de mer est filtrée; elle disparait si I'eau de mer est
autoclavée; elle est pratiquement nulle si I'eau de mer est vieillie.

& 1IIs confirment donc la présence d'un facteur antibactérien dans l'eau de mer naturelle,
thermolabile et sensible au vieillissement.

& Ce pouvoir auto-épurateur varie dans le temps et dans I'espace et que son intensité d'action
n'est pas constante. Elle dépend des phénomenes biologiques qui les conditionnent.

Le milieu marin est donc loin de représenter un milieu favorable aux micro-organismes
terrigénes. C'est un milieu de température basse, auquel il manque un taux de matiéres organiques
suffisant pour le développement microbien, encore que, prés des égouts, l'apport en substances
azotées ne soit pas négligeable. Certains auteurs ont pensé que des facteurs comme la salinité ou les
taux de métaux lourds dissous (Cu, Zn, Co, Ni, Pb, Hg) avaient une influence entravante pour la
multiplication des agents bactériens. En réalité, les quantités de métaux dissous dans l'eau de mer
sont bien au-dessous des seuils limitants et la salinité ne joue pas un role important, car on connait
beaucoup de bactéries qui peuvent étre cultivées dans des milieux hypersalés, ces espéces
halophiles ou halotolérantes ayant par ailleurs des temps de survie particulierement courts en eau de
mer fraiche (Staphylococcus aureus).

Ce sont donc surtout des phénomenes d'ordre biologique qui interviennent dans cette auto-
¢épuration, et non pas des phénomeénes simplement chimiques.

En effet, a coté des phénomenes de défense passive du milieu, il existe des phénomenes actifs,
intervenant directement contre les bactéries rejetées dans la mer. Ces phénomeénes se différent selon
l'endroit ou se produisent ces attaques contre les bactéries rejetées.
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Tableau (02) : Survie de quelques bactéries rejetées dans 1’eau de mer [40]

Eau de mer
Aurteurs Date Cond. Gearmas Taux de mortalleé
Souroe Traitement d'Exp.
De Glaxa 1889 Baie de Maples Maturelle Lab. E. typhoza Disparit, en 9 |
: " Stérilisde " " Digparit. en 25 j
* Maturelle " Vibrio comma  |Dlsparit. en 4 |
”' Starilisés " " Disparit. en 3& |
Burdenl . . . . ... 1894 — - - E. typhosa Disparlt. en 14 j
Soper . . . . . ... 150% — — — E. typhosa Dizp. an 2-3 sem.
Trawinski . . . . . . 1929 - —_ - Typhoide Disp. en 12-16 h
‘ - — - Dysentrie Disp. en 12-16 h
-_— —_ . Paratyphoide |Disparit. en 21 j
Kiribayashi et Aflda . .| 1934 | Port de Kellung Maturelle Océ, Vibrio comma  |Disparit. en 10 |
Beard, Meadowcroft 18935 B. 5an Francisco Maturella Cice, E. typhosa 950 en 24 h
" Flitrée — . 904, en 2 |
* Maturelie — E. cofi 900, en 3,5 |
. Flltrée —_ " 904, en 4,6 |
Zobell . . . .. ... 1916 Pacifique Maturelle Océ, B. eaux d'égouc | 972 en 2 h
- - L " 999% un 2
" Filtrés " " B1% en 2 h
" Autoclavée " " 642, en 2 h
Carpenter . . . 1938 - - - B. eaux d'égout B0% en 1/2h
VWeston st Edwards . 1949 Part de Boston Maturelle Lab. B. eaux d'égout | 404 56% en 4h
- . " Coliformes 0% en 4 b
Départ. Santé Fuhhquu
California .. 1942 B. Santa Monica Maturella Lab. Coliforme 972 99% en 24 h
Yacearo, Briges . 1943 | Vineyard Socund Maturelle Lab, E. coli 0% en 24 h &g
Ketchum: . . . . . . 1949 H " " " 909; an 4 hiver
" Autoclavée o " 90%, en 21 |
Williams . . . . . + .« 1950 Puget Sound Maturelle e E. coli #0% en 14 1]
Orleb . . . ... .. 1951 Paclfique Maturalle r Collformes Feu. en 2
Tanon . . . . ..o, 1952 Méditerranée Maturelle " B. eaux d"égouts Destruction
Heim de Balzac " . Autoclavée " " Frolifération
Buttiaux et Leurs 1953 Manche Maturelle - Samonel[es 383 47% en 44 1
Musbaum et Carver. .| 1955 | Bale de San Biego Maturelja " Collformes 909, en 1,5
ke Autocdavae r - 0% en 8 |
Gevaudan et Tamalat .; 1957 B. Marseilla Maturelle " E. cali 20% en 24 h
" Altoclavée r " Fa% en 24 h
" Maturelle " 5. typh, 86% en 2 |
" Autotlavés H “ 859, an 2 |
Aubert et Lebout 1942 Bale de Mice Matupelle H B. eaux dégoue | 839% en 72 h
" Autaclavéa H " Proliférat. en 24 h
Pramer, Carlucel et
Scarpino| 1963 Atlantique Maturelje ” E. coli 949 an 48 h
- ” Filtree o o 859 en 48 h
* Autocliavés b H 53% en 4B h
Saz, Watsen et eoll. . .| 1963 | Vineyard Sound Maturelle " Staph. oureus 994, an 24 h
" Inactlve ” 0% de mortalita

Pour simplifier le probléme, on doit considérer trois zones :

= |a zone d’estuaire : c’est la zone méme du rejet du fleuve ou de I'égout ;

» la zone benthique :

rattachées aux particules qui ont sédimenté ;
» la zone pélagique : c’est la zone qui s'étend vers la pleine mer ou vont dériver les eaux
superficielles.

c’est la zone du fond marin ou ont été englouties les bactéries

A chacune de ces zones correspondent des mécanismes spécifiques ou l'auto-épuration
s'¢élabore d'une manicre particuliere :
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¢ Dans la zone d’estuaire, proche de l'arrivée des eaux d'égouts, le taux bactérien est élevé :
une ville de 300 000 habitants rejette environ 1,5m’ d’eaux résiduaires par seconde, donc chaque
centimétre cube contient en moyenne 2 a 3 millions de germes bactériens. Dans cette zone
d'estuaire, divers mécanismes auto-épurateurs apparaissent, relevant de l'action de microprédateurs
tels que les bactériophages ou les Bdellovibrio bacteriovorus. Des études ont montré que ces
bactéries parasitent les germes entériques habituels dans l'eau d'égout et les font éclater. Ces
phénomeénes sont trés actifs et importants dans la zone d'estuaire. De plus, il existe des
macroprédateurs, des animaux pluricellulaires, qui se nourrissent directement des bactéries rejetées.

¢ Dans la zone benthique, qui comprend la couche sédimentaire et la strate aqueuse qui la
recouvre, on voit jouer un double phénomene: l'action antagoniste des bactéries spécifiquement
marines et l'activité antiseptique des sécrétions algacées. Les bactéries marines sont en effet trés
nombreuses dans la couche sédimentaire benthique, ou elles atteignent couramment des
concentrations de 10°* a 10° cellules/g de boue. Elles y trouvent une richesse en matiéres organiques
qui favorise leur développement ; elles y jouent le rdle que les bactéries du sol jouent au niveau des
terres émergées et sont a I'origine des cycles de la maticre.

Des travaux ont permis de déterminer certains mécanismes biologiques qui sont a la base de
cette action antagoniste. Ils nous ont conduit a considérer que la destruction des antagonismes
interspécifiques existant au sein des populations indigénes et qui s'exercent d'une maniére
particulierement intense vis-a-vis des germes terrestres « étrangers », dont la compétitivité est tres
faible par rapport a celle des micro-organismes adaptés au milieu marin. De tels antagonismes
s'exercent en fait par l'intermédiaire de substances chimiques antibiotiques ou enzymatiques.
D'autre part, dans cette zone benthique, existent des algues qui tapissent le fond de la mer ; or, ces
végétaux rejettent dans le milieu environnant des substances qui ont une action fortement
antibactérienne : ce sont en particulier des phénols, des tanins, divers dérivés terpénoides et
certaines substances de dégradation des chlorophylles.

Ainsi donc, dans cette zone benthique, on trouve d'une part un mécanisme de type antibiotique
da aux bactéries spécifiquement marines et d'autre part un mécanisme de type antiseptique di aux
algues.

¢ Au niveau de I'immense domaine pélagique, ou est rejetée la majeure partie des bactéries
entrainées dans les couches d'eaux superficielles et véhiculées par les courants, les mécanismes
d'auto-épuration sont vraisemblablement plus complexes. On retrouve, les actions prédatrices dues
aux petits crustacés planctoniques, mais c'est par ailleurs dans cette zone pélagique que se trouve la
plus grande partie de la biomasse phytoplanctonique. Il a ét¢é montré que le phytoplancton, ou du
moins certaines especes, libérait dans I'eau de mer des substances qui ont une action antibactérienne
et qui achévent de détruire la plus grande partic des bactéries qui diffusent dans ces zones
pélagiques. Il s'agit 1a surtout de micro-algues appartenant essentiellement a la classe des
Diatomées et a celle des Chrysophycées. La nature chimique de certaines de ces substances a pu
étre déterminée : il s'agit d'un acide gras en Cy, et d'un arabinosyl-nucléoside dans le cas d'une
Diatomée trés abondante, Asterionella japonica (Planche 01) et de I'acide acrylique naissant chez
une Chrysophycée commune dans les eaux froides polaires, Phaeocystis pouchettii.

Il a ét¢ montré que la proximité d'une espéce de Péridinien Prorocentrum micans et d'une
espece de Diatomée antibiotico-productrice Asterionella japonica, arréte la synthése de la
substance antibiotique secrétée par cette Diatomée, en bloquant ainsi l'action antibactérienne. Le
télémédiateur excrété dans le milieu par le Péridinien et agissant a distance était une protéine qui se
retrouve dans les cellules de Prorocentrum micans et dans le milieu ou il a vécu. Cette action
spécifique s'effectue ainsi par un processus biologique a trois étages, dont chaque étape a pu étre
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précisée et chimiquement identifiée. Ce processus fait donc apparaitre I'existence de télémédiateurs
de type secondaire, d'action indirecte.

Ainsi, au lieu d'un blocage arrétant la sécrétion d'antibiotique par la Diatomée, une action d'un
médiateur qui provoque au contraire l'induction de cette synthése a été mise en évidence. En effet,
pour que la synthése de l'antibiotique soit réalisée par la Diatomée, il est nécessaire que dans l'eau
de mer ou vivent ces Diatomées existent certaines substances qui sont des nucléoprotéines.

D’autres rapports entre bactéries telluriques et bactéries marines ont été démontrés. En effet, il
est apparu que les bactéries marines (Chromobacterium et Pseudomonas) qui produisent des
substances antagonistes de certaines bactéries telluriques, peuvent étre amenées a arréter cette
sécrétion par la présence d'autres bactéries marines d'espéces différentes (Achromobacter,
Flavobacterium). I1 nous apparait donc que, comme pour l'action antibactérienne des Diatomées la
présence de phénomenes d'induction de cette sécrétion peut-€tre réalisée par I'action de
télémédiateurs issus d'autres bactéries marines d'especes également différentes.

L'antibiogramme, permet de mettre en évidence que
certaines especes du phytoplancton libérent des substances
qui possédent une action antibiotique. Lorsqu'une culture
bactérienne est mise en présence de ces substances, elle ne se
développe plus et on obtient un antibiogramme qui montre la
zone d'inhibition du développement de la bactérie a I'endroit
ou I'on avait déposé la substance supposée antibactérienne.

Planche (01) : L'antibiogramme obtenu par un extrait de Diatomée sur une culture bactérienne
(Staphylococcus aureus) [40]

Ainsi, dans I'ensemble du milieu marin, s'établit un certain nombre de dispositifs qui, par le jeu
alterné de différents facteurs antagonistes spécifiques, réglent d'une manicre constante la pollution
bactérienne d'origine terrestre. Cette notion d'équilibre biologique constamment rattrapé constitue
un des ¢éléments de base les plus importants du milieu marin : sa stabilité.

1V. Survie des microorganismes dans I’eau :

1. Facteurs influencant la mortalité des microorganismes :

L’eau est un milieu hostile pour la plupart des microorganismes pathogenes. Aprés leur
introduction, ceux-ci vont disparaitre a des vitesses variables selon leur nature et leurs propriétés.
Ce sont surtout les pathogénes de D’intestin qu’il parait opportun de considérer puisque les
contaminations sont en effet pour la plupart d’origine fécale. Dans I’environnement, les bactéries
sont fréquemment soumises a des agressions, a des atteintes, a des stress qui les rendent incapables
de se multiplier sur un milieu habituellement favorable.

Ces agressions physiques (température, radiations, pression...) ou chimiques (pH,
antiseptiques, antibiotiques...) produisent des altérations cellulaires ou moléculaires, structurales ou
fonctionnelles qui ne sont pas nécessairement fatales, car, le plus souvent, réparables dans certaines
conditions. On les qualifie d’agressions subléthales. Ces bactéries, impuissantes a se multiplier,
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possedent pourtant toutes leurs capacités, tout leur potentiel enzymatique en particulier ; on dit
souvent qu’elles sont viables c’est a dire aptes a vivre et a croitre.

La mortalité des bactéries pathogenes est influencée par les facteurs environnementaux :

= Le taux de mortalit¢ augmente avec la température. Il est donc plus élevé en été qu’en hiver a
cause de la température mais aussi du fait de I’action du rayonnement solaire.

= ]l est bien connu également que les valeurs de pH comprise entre 6 et 8 sont les plus favorables a
la survie ; les fortes acidités ou alcalinités sont nuisibles ; les modifications subites de pH, au
dessus ou en dessous de la neutralité, accélérent la vitesse de la mortalit¢ d’une fagon
considérable.

= [’aérobiose serait aussi plus favorable a la survie que 1’anaérobiose.

= Le réle des facteurs nutritionnels est complexe : un taux de substances nutritives ¢levé, comme
celui qui se présente dans les effluents d’eaux usées ou dans les suspensions de maticres fécales,
peut prolonger la survie ou méme favoriser la croissance bactérienne. D’un autre point de vue,
ces constituants peuvent favoriser la croissance des prédateurs bactériens. En présence d’un taux
faible de substances on observe habituellement une réduction substantielle des bactéries [23,41].

2. Survie des bactéries :

La survie des microorganismes varie selon qu’il s’agit d’une bactérie, d’un virus ou d’un
protozoaire. Il n’est pas toujours simple de faire la part de ce qui revient aux propriétés de résistance
propres des microorganismes ou aux facteurs environnementaux. En ce qui concerne les bactéries,
on admet par exemple, que les Salmonella sont particuliérement résistantes [42]. De toutes les
bactéries pathogenes, Yersinia enterolitica aurait la plus grande aptitude a survivre. Cette espéce a
la particularité remarquable d’étre pathogéne pour I’homme et de se multiplier pourtant a des
températures basses a + 4°C ce qui pourrait expliquer sa grande stabilité dans les milieux hydriques.
Les E.coli entéropathogénes ont un faible taux de survie (environ 10 jours) trés inférieur a celui des
E.coli non pathogeénes (environ 60 jours) [23,41]. D’une maniére générale, les bactéries du systéme
intestinal ne survivent généralement pas dans le milieu aquatique. Elles sont soumises a un stress
physiologique et perdent graduellement la capacité de se multiplier sur des milieux différentiels et
sélectifs. Ces coliformes stressés peuvent étre revivifiés avant qu’ils ne soient identifiés [01].

3. Survie des virus et des protozoaires :

Dans les milieux hydriques, les virus sont évidemment incapables de se multiplier ; ils vont
donc tendre a disparaitre sous 1’effet des facteurs physico-chimiques et biologiques. La température
aurait un role déterminant ; les basses températures favorisent la survie, les températures élevées au
contraire inactivent les virus. Le pH alcalin, dii aux composés ammoniacaux favorise également
I’inactivation. Plus 1’eau est pure et exempte de matiére organique, plus la survie serait longue ;
c’est dans 1’eau distillée ou désionisée que la persistance serait la plus durable.

Les protozoaires, sous leurs formes kystiques, sont doués d’une résistance exceptionnelle, plus
¢levée que celle des virus et des bactéries. Les kystes de Giardia ne peuvent étre détruits par la
chloration usuelle et leur élimination ne peut &tre obtenue qu’apres des traitements de coagulation,
de sédimentation et de filtration [23,41].
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Tableau (03) : Principales caractéristiques épidémiologiques de quelques agents pathogénes présents dans les excréta [04]

Concentration (b) © Multiplication in fg:ctJ?:use il:‘rﬁsg?tlg:;[ Hote
Agents pathogenes dans . en dehors de - P . e
e (2) Latence Persistance VoA . médiane autre que intermédiaire
les excréta I’h6te humain @ )
(IDsp) I’homme
Bactéries

Campylobacter jejuni 10 0 7 jours Oui P E(?) Oui Aucun
Escherichia coli © 10° 0 3 mois Oui E Non (?) Aucun
Salmonella o

S. typhi 10% 0 2 mois Oui E Non Aucun

Autres salmonelles 108 0 3 mois Oui P E Oui Aucun
Shigella spp 107 0 1 mois oui M Non Aucun
Vibrio cholerae 107 0 1 mois (?) Oui E Non Aucun
Yersinia enterolitica 10° 0 3 mois Oui E(?) Oui Aucun
Leptospira spp urine ( ?) 0 7 jours Non F Oui Aucun

Virus
Entérovirus © 10 0 3 mois Non F Non Aucun
Virus de ’hépatite A 10°(?) 0 Non F(?) Non Aucun
Rotavirus 10°(?) 0 Non F(?) Non (?) Aucun
Helminthes
Ascaris lumbricoides 10 10 jours 1 an Non F Non Aucun
Ankylostome ® 10 7 jours 3 mois Non F Non Aucun
Taenia saginata i
. g . @) 10* 2 mois 9 mois Non F Non Beeuf (T saginata)

et Taenia soliste ou porc (T.solium)
Schistosoma .

S haematobium @ 4 /ml d’urine 5 semaines 2 jours Oui (k) F Non Mollusque

S.japonicum 0 40 7 semaines 2 jours oui ® F Oui Mollusque

s mansoni @ 40 4 semaines 2 jours Oui ® F Non Mollusque

Protozoaires

Entamoeba histolytica 10° 0 25 jours Non F Non Aucun
Giardia lamblia 10° 0 25 jours Non F Oui Aucun
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@ F= faible (<10%) ; M= moyenne (de I’ordre de 10*) ; E= élevée (>10°%) ; ? = incertaine.

®) Nombre moyen type d’organisme par gramme de matiéres fécales (sauf pour les espéces
Schistosoma haematobium et Leptospira, qui se trouve dans I’urine).

© Laps (intervalle) de temps minimal type entre ’excrétion et I’infectivité.

@ Durée maximale estimative de la phase infectieuse & 20-30°C.

©Y compris le E.coli entérotoxinogénes, entéroinvasifs et entéropathogénes.

® La multiplication a lieu principalement sur les aliments.

®Y compris le poliovirus, I’echovirus et les coxsackies

™ Ancylostoma duadenale et Necator americanus.

@ La latence correspond a I’intervalle entre I’excrétion par I’homme et la réinfection possible de
I’homme. La persistance désigne ici le temps de survie maximale au stade infectieux final. Le

_ cycle de vie suppose un hote intermédiaire.

0 Latence et persistance comme pour I’espéce Taenia. Le cycle de vie suppose deux hotes
intermédiaires.

®) La multiplication a eu lieu dans le mollusque qui sert d’héte intermédiaire.

V. Infections d’origine hydrique :

Au cours du 19°siécle, les maladies d’origine hydrique ont été responsables dans le monde de
vastes €épidémies de dysentéries, fievre typhoide, choléra...etc. Aujourd’hui, I’O.M.S considere que
la mauvaise qualité microbiologique des eaux consommées reste la premiere cause des problémes
de santé [43,44,45,46].

Les maladies d’origine hydrique sont le plus souvent transmises par voie féco-orale et la
contamination de ’homme se réalise alors soit par consommation d’aliments contaminés par I’eau,
soit lors d’un bain ou d’un contact avec des eaux a usage récréatif [45]. Ces maladies sont
généralement liées a la présence de bactéries strictement pathogeénes ou opportunistes. Des
protozoaires, des parasites et des virus sont également impliqués. Il faut signaler aussi que des
intoxications peuvent étre liées a la présence d’algues eucaryotes ou de cyanobactéries [06,47].

Toutefois les maladies a transmission hydrique recouvrent un large éventail de manifestations
pathologiques d’origine bactérienne, parasitaire ou virale détaillées dans le tableau 04.

Les progres scientifiques associées aux progres de 1’hygiene collective et individuelle, au
développement des techniques de production d’eau potable et a des contrdles stricts des eaux
destinées a la consommation humaine ont permis 1’éradication presque compléte dans le monde
occidental des plus graves de ces maladies, qui continuent a constituer un fléau dans certains pays
en voie de développement [45].
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Tableau(04) : Infections transmissibles par I’eau ou étroitement liées a 1’eau [03,04]

classification microorganisme pathologie Origine de contamination

Aeromonas spp GE et syndromes cholériques I

Campylobacter jejuni/ GE I

Campylobacter coli

Clostridium perfringens GE 1

E.coli entéropathogenes, | GE et syndromes cholériformes I

entérotoxiques,

entéroinvasives

Legionella pneumophila

Pneumopathie ,fiévre

Inhalation d’aérosols

Leptospira spp

Leptospiroses ictérohémorragiques

C (baignade,eaux,aliments)

Pseudomonas aeruginosa

Infections cutanées, suppuratives,ou éruptives

C

@ Surinfections ,pneumopathies
> Salmonella typhiques Fiévres typhoides I (eaux,coquillages)
=} et paratyphiques
,58 Salmonella typhimurium GE I
Salmonella enteridis Infections systémiques
Shigella dysenteriae GE et dysentérie I
Shigella sp GE C (baignades)
Staphylococcus aureus Infections cutanées C
suppuratives
Vibrio cholerae ;Vibrio spp GE et cholera I (eaux,coquillages)
infections cutanées
Vibrio parahaemolyticus GE Coquillages,poissons
Yersinia enterolitica GE |
Adénovirus GE I
Pharyngite,conjonctivite C,piscines
Entérovirus Poliomyélite,affections I
2 neurologiques,respiratoires,cutanées,musculaires
= et cardiaques
> Hépatite A virus(HAV) Hépatites I (eaux,coquillages)
Hépatite E virus(HEV)
Papilloma virus verrues C (en piscine)
Rotavirus GE I
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Suite du tableau (04)

classification microorganisme pathologie Origine de contamination

Amibes : Amibiase I (kystes)

& Naegleria,Entamoeba , kératite C

| . -

'S Acanthamoeba,Balantidium

o

N Cryptosporidium pavum GE I

+—J

£ Giardia lamblia, GE ! (kystes)
Giardia intestinalis giardiase y
Anguillules anguillulose C (baignades en piscine)

%) |

% Ankylostoma duodenale Ankylostomiase C (larves)

c Ankylostoma brasiliensis

e Ascaris lumbricoides Ascaridiose I (larves)

© Schistosoma Bilharziose C (voie transcutanée)

L Taenia saginata Teniasus I irrigation par eaux usées
Taenia solium

— Candida albicans Candidose C(baignades en mer,piscines)

? Dermatophytes : Mycoses cutanées C(eaux de mer,sables)

lf Trichophyton,Microsporium
Trichosporium

| : contamination par ingestion d’eau
C : contamination par contact avec 1’eau contaminée
GE : gastro-entérites(se traduisant par douleurs abdominales,diarrhées,vomissements,fi¢vre,a des degrés divers)
spp : diverses especes
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1. Principaux risques sanitaires liés a la baignade dans I’eau de mer :

Si la baignade constitue une activité de loisirs qui permet détente et exercices physiques
bénéfiques pour la santé, elle peut néanmoins présenter certains risques. Ces derniers sont liés soit a
la qualité de I’cau soit aux activités associées a la baignade (Tableau 05) [03,48].

Les eaux utilisées a des fins récréatives peuvent étre contaminées par le contact direct avec
I’étre humain et par les polluants provenant de sources extérieures (eaux usées, eaux de pluie et
eaux de ruissellement d’origine agricole) [49].

Par ailleurs de nombreuse études épidémiologiques récentes montrent que la baignade dans une
eau polluée augmente de facon significative les risques de maladies gastro-intestinales et des

maladies de 1’appareil respiratoire supérieur [49,50,51,52,53,54].

Tableau (05) : Principaux risques sanitaires liés a la baignade [48]

Risque Cause
Risque liés a la qualité de I’eau :
- Dermatites (inflammation de la peau)
- Infections bénignes (cercaires)
- Gastro-entérites Eaux contaminées
- Infections O.R.L
- Leptospiroses

Dangers liés a la baignade ou aux activités associées :
- Plaies Contact avec le sable
- Dermatites mycosiques(affections de la peau
- provoquées par des champignons)
- Toxi-infection Coquillages

2. Pathologie associée aux produits de la mer :

Les fruits de la mer concentrent les bactéries et les virus d’un facteur 10 a 100 par rapport a la
concentration dans I’eau de mer [50]. Les huitres interviennent surtout dans la transmission des
fievres typhoides, paratyphoides, de I’hépatite virale. Les moules ont été responsables de
nombreuses épidémies de fievres typhoides et de cholera. Les gastro-entérites sont fréquentes chez
les consommateurs de palourdes et de coques méme en absence de bactéries spécifiquement
pathogenes. Certaines pollutions bactériennes sont d’ordre spécifiquement marines. Il en est ainsi
de Vibrio parahaemolyticus; un des plus fréquents agents de gastro-entérites (coquillages et
poissons) [03].

Les bactéries pathogénes des produits de la mer peuvent étre commodément classées en deux
grandes catégories comme indiqué au tableau 06.

Les bactéries du groupe 01 sont communes et un peu partout présentes dans les milieux
aquatiques des différentes régions du monde.

En plus les fruits de mer peuvent étre responsables de la transmission des maladies virales aux
humains, et les virus entériques semblent étre la principale cause des maladies imputables aux
coquillages et crustacées. A I’heure actuelle, on connait plus de 100 virus entériques qui sont
excrétés dans les fécés humains et qui se retrouvent dans les eaux usées. Toutefois, un petit nombre
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seulement ont été reconnus responsables de maladies associées aux produits de la mer. Il s’agit des

virus suivants :
- Hépatite —type A (HAV)
- Virus de Norwalk

- Agent pathogene (Snow Mountain)

- Calcivirus
- Astrovirus
- Non-A et Non-B

Les virus sont inertes en dehors de la cellule de I’hote vivant, mais ils survivent. Cela signifie
que quelles que soient les conditions de temps, de température ou autres caractéristiques physiques,
ils ne se multiplient pas dans 1’eau ou les coquillages et crustacées. Leur présence dans ces derniers
ne peut étre que le résultat d’une contamination, due soit a des manipulateurs infectés soit a une eau
polluée. Les coquillages qui filtrent leur alimentation ont tendance a concentrer les virus présents
dans I’eau dans laquelle ils vivent. La concentration des virus dans les coquillages est beaucoup
plus importante que dans 1’eau ambiante [55].

Tableau (06) : Bactéries pathogénes transmises par les produits de la mer [55]

Bacteries indigenes (groupe 01)

Bactéries non indigénes (groupe 02)

Clostridium botulinum
Vibrio sp

Vibrio cholerae

Vibrio parahaemolyticus

Salmonella sp
Shigella

E.coli

Staphylococcus aureus

Autres vibrions *
Aeromonas hydrophila
Plesiomonas shigelloides
Listeria monocytogenes

* les autres vibrions sont les suivants :
Vibrio vulnificus, V.hollisae, V.furnsii, V.mimicus, V.fluvialis.

V1. Les bactéries pathogénes :

1. Escherichia coli :

= Habitat :

E.coli fait partie de la microflore intestinale de tous les animaux, y compris les humains. C’est
un commensal de D’intestin ; il représente 80% de la flore intestinale aérobie. Il se trouve en
abondance dans les matiéres fécales a raison de 10® germes /g de fécés. De 14, il se répand dans la
nature : sol et eaux. Sa présence dans le milieu environnant signe toujours une contamination fécale.
Sa mise en évidence dans 1’eau constitue le test primordial de la colimétrie [23,56,57,58,59,60].

= Pouvoir pathogene pour I’homme :
Normalement, E.coli ne provoque pas de maladie, au contraire, elle a une fonction de
suppression de bactéries nuisibles et permet de synthétiser de nombreuses vitamines. Cependant,

certaines souches virulentes peuvent causer des infections humaines [57,58,59].

E.coli est subdivisée en sérotypes, sur la base des antigenes O(171), des antigénes K(80) et des
antigénes H(56). A T’intérieur de I’espéce on reconnait des pathotypes, souvent associés a des
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sérotypes particuliers et responsables d’infections intestinales (gastro-entérites et diarrhées); leur
pouvoir pathogeéne est induit par des facteurs d’adhésion et/ou la production d’entérotoxines [57].

On distingue actuellement, au moins 4 types de souches responsables des entérites :
A. E.coli Entéropathogénes (ECEP) :

Encore appelées E.coli .G.E .l (des gastro-entérites infantiles). Ces souches ont des propriétés
d’adhésion particulieres. Elles forment des pili, codés par des plasmides, qui forment des
"faisceaux" qui se fixent sur les villosités des entérocytes. Les villosités sont progressivement
détruites ("attachement-effacement"). Le cytosquelette des entérocytes est altéré et il se produit trés
rapidement un fuite hydrique [56,57,61].

B. E.coli Entérotoxiques (ECET) :

Ces souches déclenchent des diarrhées aigues "cholera-like" chez les enfants de moins de deux
ans, surtout dans les pays en voie de développement, et sont également considérées comme
responsables d’un nombre important de diarrhée des voyageurs "turista" [23,56].

Ces souches sont pathogenes par sécrétion d’entérotoxine, qui est codée par un plasmide. La
toxine est le plus souvent une toxine thermolabile ou LT (trés voisine de celle du vibrion
cholérique), mais parfois thermostable ou ST. LT entraine aprés une cascade d’événements
biochimiques une hypersécrétion intestinale de 1’eau et de chlorures, un hyper péristaltisme
intestinal et une diarrhée explosive, qui durent 1 & 3 jours. Les plasmides en cause portent aussi des
genes responsables de la production de pili ou fimbriae (adhésines) qui permettent 1’attachement
des E.coli a la muqueuse intestinale [56,57,60].

C. E.coli Entéroinvasives (ECEI) :

Ces souches provoquent des diarrhées aigues ou syndromes dysentériques ("dysentérie-
like")avec présence de mucus, sang, et leucocytes dans les selles. Les ECEI ont la propriété de
pénétrer dans les cellules par invasion de la muqueuse colique. La virulence de ces souches est li¢e
a la présence d’un plasmide trés proche de celui connu chez Shigella. Certaines de ces souches
produiraient une cytotoxine comme les shigelles [56,57].

D. E.coli Entérohémorragiques (ECEH) /producteurs de virotoxines (VTEC) :

Le sérotype O157 :H7 est le plus fréquent. Ces souches provoquent des diarrhées sanglantes,
sans pus, ni fievre, et des colites hémorragiques.

Apres fixation sur la surface des cellules de la muqueuse, abrasion de la bordure en brosse de
villosités intestinales, elles produisent de puissantes cytotoxines, dites virotoxines et appelées
SLT(Shiga-like) car elles ressemblent a la toxine de Shigella dysenteriae. Elles sont produites sous
le controle de bactériophages en situation chromosomique (intégrés) convertisseurs. Les SLT
disséminent par voie sanguine et inhibent la synthése protéique. Les ECEH hébergent un plasmide
codant pour une adhésine [56,57,62,63].
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Tableau (07) : Propriétés des E.coli responsables de diarrhées [61]

E.coli Entéropathogenes Entérohémorragiques | Entérotoxiques Entéroinvasifs
ECEP ECEH ECET ECEI
Diarrhée Aigue et chronique | sanglante liquide Dysentérique
Cible Enfants moins de Intoxication Enfants et voyageurs | Adultes et
lan alimentaire intoxication
alimentaire
Sérotypes 026,055,066, 0157 05,06,015,020, 026,0112,0124,
0111,0114,019, 025,027,063,078, 0136,0143,0144,
0125,0126,0127, 080,085,0115,0128, K 0147,0152,0164
0128,0142 0148,0159
Mécanisme | adhérence Pas invasif attachement Envahissement
Toxines Dysentérique ? Dysentérique LT/ST Dysentérique
Plasmide oul Ooul Ooul oul
Taille 55-72 Md 30-75 Md 140 Md

» Caractéres biochimiques :
E.coli appartient a la famille des Enterobacteriaceae qui se définit par les caractéres suivants :

« bacilles a Gram négatif (2 a 4 p de long sur 0,4 a 0,6 p de large),
« mobiles avec ciliature péritriche ou immobiles,

o poussant sur milieux de culture ordinaires,

« aéro-anaérobies facultatifs,

« fermentant le glucose avec ou sans production de gaz,

« réduisant les nitrates en nitrites,

o dépourvus d’oxydase [57].

Les principaux genres décrits dans cette famille sont : Escherichia, Citrobacter, Enterobacter,
Hafnia, Klebsiella, Morganella, Proteus, Providencia, Salmonella, Shigella, et Yersinia.

o les principaux caractéres biochimiques positifs d’E.coli sont :
indole (+) (exceptions) ; ONPG (+) (exceptions) ; mannitol (+).

o les caractéres suivants sont positifs de fagon moins constante : mobilité, LDC, ODC,
production de gaz lors de I’attaque du glucose,

« sont toujours négatifs : urée, TDA, VP, citrate de Simmons [61].

= Traitement :
Le traitement curatif d’une diarrhée aigue est avant tout un traitement symptomatique par la
réhydratation. La diarrhée des voyageurs peut étre prévenue par des mesures d’hygiene ou par la

prise d’antibiotiques pour certaines. Les fluoroquinolones ou le cotrimoxazole sont utilisés a titre
curatif. La mise au point du vaccin anti-turista progresse [61].

2. Salmonella :

= Habitat :

Les Salmonella sont des parasites de I’homme, des mammiféres (rongeurs), des oiseaux
(volailles) et des animaux a sang froid (reptiles). Elles sont responsables, aprés pénétration par voie
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orale, de nombreuses infections (salmonelloses), notamment des fiévres typhoide et
paratyphoides(maladies a déclaration obligatoire n°1), des gastro-entérites et des toxi-infections
alimentaires collectives (maladies a déclaration obligatoire n°2).

Le principal mode de contamination chez I’homme est 1’ingestion a partir de I’eau (Salmonella
typhi surtout), des aliments (produits laitiers, ceufs, viande) ou d’animaux familiers porteurs
(tortues) [64].

= Pouvoir pathogene naturel :
A. Les fievres typhoide et paratyphoides :
< étiologie :

Les fiévres typhoide et paratyphoides sont provoquées par quatre sérovars de Salmonella,
strictement humains, antigéniquement distincts, mais de pouvoir pathogéne similaire: Salmonella
typhi, S.paratyphi A, S.paratyphi B et S. paratyphi C. Ces Salmonella sont dites " majeures" en
raison de la gravité de la pathologie qu’elles provoquent [57].

< physiopathologie :

Les Salmonella sont ingérées avec une boisson ou un aliment contaminé (coquillages). La dose
infectante serait de ’ordre de 10° bactéries. Elles traversent sans la léser la paroi intestinale et
gagnent les ganglions mésentériques satellites ou elles vont se multiplier. Une partie des
Salmonella se lysent et libérent leur endotoxine. Celle-ci provoque des signes cliniques (fievre,
typhos, bradycardie) et biologiques (leucopénie)et une irritation des plaques de PEYER qui peut
entrainer des hémorragies intestinales et des perforations. A partir des ganglions mésentériques, par
le canal thoracique, des Salmonella gagnent le courant sanguin (hémoculture positive), et
disséminent dans tous les organes (reins, foie, vésicule biliaire) et sont excrétées en faible nombre et
de maniére intermittente dans les selles (coproculture positive). Finalement, 1’organisme infecté
produit des anticorps contre les antigénes bactériens (sérodiagnostic positif), qui contribuent a la
guérison spontanée de la maladie. Sans traitement la mortalité est d’environ 20% [57].

< traitement :

-Le traitement curatif repose sur I’antibiothérapie. Le chloramphénicol a été longtemps
’antibiotique de choix et a été remplacé par les fluoroquinolones et le cotrimoxazole.

-Le traitement préventif repose surtout sur I’hygiéne générale (hygi¢ne alimentaire) et sur la
vaccination TAB (Salmonella typhi, paratyhi A et B). Un vaccin acellulaire spécifique de la fievre
typhoide (TYPHIM) est disponible depuis 1988. 11 est constitu¢ de I’antigéne capsulaire purifi¢ de
Salmonella typhi [57].

B. Gastro-entérites a Salmonella :

Les Salmonella dites "mineures" (Salmonella typhimurium, S.enteritidis, S.dublin,...)
ubiquitaires, sont ingérées avec une boisson ou un aliment contaminé ou apres une contamination
oro-fécale, souvent par les mains sales. Il peut s’ensuivre des infections purement digestives, les
gastro-entérites. Celles-ci se traduisent par de la diarrhée, des vomissements et de la fievre. Leur
évolution est en général bénigne. Certains sujets restent porteurs sains de Salmonella dans leur tube
digestif et peuvent dans certaines circonstances disséminer leur souche.
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Le diagnostic biologique des gastro-entérites repose sur 1’isolement de la Salmonella par
coproculture. Les hémocultures et le sérodiagnostic sont négatifs, la Salmonella reste purement
digestive. Chez le nouveau-né, le jeune enfant, le sujet agé, I’immunodéprimé, les Salmonella
mineures sont susceptibles de franchir la barriére intestinale et de provoquer un syndrome
septicémique de type typhoidique avec hémocultures positives.

Le traitement des gastro-entérites a Salmonella repose essentiellement sur la réhydratation. Le
traitement préventif repose sur I’hygi¢ne générale [57,65].

C. Toxi-infections alimentaires collectives a Salmonella :

La consommation simultanée par plusieurs personnes d’un aliment massivement contaminé par
des Salmonella mineures entraine un tableau de gastro-entérite, qui, simulant un véritable
empoisonnement, est appelé toxi-infection alimentaire collective (TIAC). La période d’incubation
est de 10 a18 heures. Les troubles durent en général 2 a 5 jours. Les complications sont rares sauf
chez les sujets a faibles moyens de défense. Le diagnostic se fait par la recherche de Salmonella
dans les selles des malades et dans I’aliment incriminé. Le traitement est le méme que celui des
gastro-entérites [57].

= Caracteéres biochimiques :

Les salmonelles sont des entérobactéries et en posseédent les caractéres généraux.
Elles sont: lactose (-), uréase (-), HoS (+), citrate (+). Certains sérovars ont des caractéres
particuliers [60].

3. Shigella :

» Habitat, pouvoir pathogéne, épidémiologie :

Les shigelles sont des bactéries strictement humaines. Elles ne font pas partie de la flore
intestinale normale; on ne les trouve que chez les malades, les convalescents et les porteurs sains.
Elles sont responsables de I’historique "dysentérie bacillaire" qui décimait les armées en campagne.
Actuellement, elles sont la cause, chez I’adulte, de colites infectieuses et chez ’enfant, de gastro-
entérites séveres avec diarrhée mucopurulente et sanglante, fievre et déshydratation. Ces infections
surviennent par petites épidémies familiales ou "de cantine". En France, c’est Shigella sonnei que
I’on isole le plus souvent [60].

En ce qui concerne la transmission de Shigella en eau de mer, on a pu démontrer que la
shigellose, une maladie qui pouvait étre causée par 1’ingestion de 10 a 100 microorganismes
seulement, pouvait étre contractée au cours de baignades dans des eaux polluées [49].

= Physiopathologie :

Apres pénétration par voie orale, les Shigella envahissent la muqueuse de la partie terminale de
I’iléon et du gros intestin. La dose infectante serait de 100 bactéries. Elles y forment des micro-
abceés qui donnent naissance a des ulcérations superficielles qui saignent et se recouvrent d’une
pseudo-membrane faite de mucus, de débris cellulaires, de leucocytes et de Shigella. La virulence
est liée a la présence de grands plasmides (120-140 Md) codant pour des protéines nécessaires a la
phagocytose par les cellules M des plaques de PEYER et a la multiplication intracellulaire, et au
passage de cellule a cellule. Certaines souches de Shigella produisent aussi une toxine a activité
entérotoxique et neurotoxique, responsable du syndrome hémolytique urémique (SHU) [57,65].
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= Caracteres biochimiques :

Les Shigella sont des entérobactéries a faible pouvoir métabolique, toujours immobiles. Elles
sont extrémement proches des E.coli [60], mais ne fermentant pas le lactose. Elles ont les caractéres
suivants :

« clles n’ont pas d’uréase,

« fermentation du glucose sans production de gaz (exceptions avec certains biotypes de
S.flexneri 6 et S.boidii 13 et 14 et S.dysenteriae 3),

« elles ne produisent jamais d’H,S,

« absence de LDC et de tryptophane-désaminase,

« pas de culture sur milieu citrate de Simmons [57,61].

= Traitement :

- Le traitement curatif repose sur 1’administration d’antibiotiques: ampicilline,
cotrimoxazole, fluoroquinolones et si besoin, sur la réhydratation .

- Le traitement préventif: la dysentérie bacillaire est par excellence une maladie de
transmission fécale-orale : mains « maladie des mains sales », aliments, eau. Ce sont les mesures
d’hygiéne publique qui sont les plus importantes: contréle de 1’eau potable, des aliments; entretien
des réseaux d’égouts; isolement des malades et désinfection des excréta; détection des porteurs
sains, en particulier chez les professionnels de I’alimentation. Il n’y a pas encore de vaccin
disponible [57].

4. Yersinia enterolitica :

= Habitat :

Bactérie ubiquitaire, trouvée chez 1’animal et dans ’environnement (sol,eaux), contaminant
I’homme et les animaux par voie digestive. Yersinia enterolitica est surtout responsable de gastro-
entérites, mais aussi des syndromes appendiculaires, des polyarthrites, ou un érythéme noueux [60].

= Pouvoir pathogene naturel :

Le bacille pénétre par voie digestive et se multiplie dans les ganglions mésentériques. Chez le
sujet fragilisé, I’évolution peut se faire vers la septicémie. L’entérocolite a Yersinia enterolitica est
le plus souvent particuliére: elle est a début brutal et associe diarrhée intense, vomissements,
douleurs abdominales et fievre [61].

» Caracteéres biochimiques :

Les Yersinia présentent les caractéres généraux des Enterobacteriaceae cités précédemment.
Les ¢léments importants de 1’identification sont : I’absence de mobilit¢ a 37°C et la mobilité en
dessous de 29°C. La réaction de 1’uréase est toujours fortement et rapidement positive. Le test de
I’ONPG est positif. L’absence de LDC et d’ADH est constante. La production de H»S et la culture
sur citrate de Simmons sont négatives [61].

= Traitement :

La streptomycine semble ’antibiotique de choix, avec la tétracycline et le chloramphénicol
[57].
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5. Vibrio :

5.1.Vibrio cholerae :

= Habitat :

Vibrio cholerae se trouve dans les selles des malades et de certains sujets (porteurs sains). Il
survit dans les eaux polluées ainsi que sur les objets contamings.

L’homme peut étre infecté par ingestion d’eau ou d’aliments contaminés, et par contact inter-
humain direct [57,66,67].

= Pouvoir pathogéne :

Apres ingestion, V.cholerae se multiplie dans I’intestin gréle sans traverser la paroi intestinale.
I1 libére une exotoxine thermolabile protéique (entérotoxine) dont 1’action déja décrite chez E.coli
(ECET) entraine une hypersécrétion d’eau et de chlorures dans la lumiére intestinale et inhibe la
réabsorption du sodium. La dose infectante est importante, de 1’ordre de 10® bactéries.

Aprées une incubation de 12 4 jours, le début de la maladie est brutal et marqué par des nausées,
des vomissements, une diarrhée profuse et des crampes abdominales. Les selles ressemblent a de
I’eau de riz et contiennent du mucus, des cellules épithéliales et beaucoup de vibrions. Les pertes en
eau (plusieurs litres d’eau par jour) et en électrolytes entrainent déshydratation, collapsus
circulatoire et anurie. En I’absence de traitement, la mort survient en 2 a 5 jours dans 50% des cas
environ [57,67,68,69].

= Caractéres biochimiques : [61]
-Métabolisme respiratoire : oxydase (+), catalase (+), nitrate-réductase (+).
-Métabolisme glucidique :
-glucose (+) fermenté sans gaz, saccharose (+),
-lactose (-), ONPG (+), arabinose (-),
-VP (-) pour biotype classique, (+) pour El Tor.
-Métabolisme protéique :
-gélatine (+), indole (+),
-LDC (+), ODC (+), ADH (-).

-Métabolisme lipidique :
-estérase (+), lécithinase (+).

= Traitement :
-Le traitement curatif: la réhydratation et le remplacement des électrolytes constituent
I’essentiel du traitement. L’administration orale de cyclines raccourcit la période d’excrétion des

vibrions et diminue la diarrhée.

-Le traitement préventif: la prophylaxie repose surtout sur I’hygiéne générale [57].
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5.2. Vibrio parahaemolyticus :

= Habitat :

Vibrio parahaemolyticus est une espéce halophile, saprophyte des eaux de mer cotiéres;
pendant la saison froide, les organismes sont présents dans les alluvions marins; au cours de la

saison chaude, ils existent a 1’état libre dans les eaux cotieres, dans le poisson et les crustacées
[67,70].

= Pouvoir pathogene :

La transmission de la maladie se fait par ingestion de fruits de mer crus ou insuffisamment cuits
ou de tout aliment exposé a la contamination croisée (préparation dans des locaux ou on manipule
des fruits de mer crus) ou encore, par ringage a I’eau de mer contaminée; I’aliment doit reposer
pendant un certain temps a la température ambiante pour que I’organisme s’y multiplie et atteigne
une dose infectieuse (>10° bactéries); exposition d’une plaie ouverte a 1’eau de mer contaminée. La

période d’incubation est habituellement entre 12 a 24 heures, mais peut varier de 4 a 96 heures
[67,70].

Ce Vibrio produirait une entérotoxine thermolabile, mais le mécanisme de la diarrhée est assez
complexe et une action entéro-invasive n’est pas exclue [61].

V.parahaemolyticus est un pathogéne strict de I’homme. Il provoque une gastro-entérite
caractérisée par de la diarrhée liquide et des crampes abdominales; nausées, vomissements, fievre et
céphalées peuvent parfois se manifester; a ’occasion se présente comme une maladie ressemblant a
la dysentérie accompagnée de selles sanguinolentes ou glaireuses, d’une forte fievre et d’une
numération leucocytaire élevée; les plaies ouvertes peuvent s’infecter; les infections généralisées et
les décés sont rares [70].

= Caracteres biochimiques :

V.parahaemolyticus est VP (-), ONPG (-), saccharose (-), arabinose (+). Il tolére 7 a 8% de
NaCl [61].

= Traitement :

Les souches sont résistantes a I’ampicilline, sensibles a la gentamycine et a la tobramycine, aux
tétracyclines, au chloramphénicol et au triméthoprime-sulfaméthoxazole [61].

5.3. Vibrio alginolyticus :

Il s’agit d’un vibrion halophile dénué de pouvoir entéropathogene, qui peut étre isolé a partir
d’infections cutanées (ulceres, cellulite, conjonctivite, infection de I’oreille), souvent a la suite d’un
contact avec de I’eau de mer.

Vibrio alginolyticus est VP (+), ONPG (-), saccharose (+), arabinose (-) ; il supporte jusqu’a
10% de NaCl [61].
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5.4. Vibrio vulnificus :

Vibrio vulnificus est une espéce du milieu marin. Elle est responsable, chez I’homme, de deux
types d’infections: une forme septicémique grave, survenant 24 heures apres 1’ingestion de fruits de
mer, chez des patients a défenses compromises (cirrhose par exemple) et des formes cutanées
consécutives a un traumatisme et un contact avec de I’eau de mer ou des aliments d’origine
halieutique. Le caractere ONPG rapide, lactose (+) et sa résistance constante a la colistine sont les
¢léments majeurs d’orientation vers le diagnostic bactériologique [61,71,72].

6. Aeromonas hydrophila :

= Habitat :

Aeromonas hydrophila a une répartition géographique mondiale et les eaux douces, les eaux
de faible salinité, la vase, les sédiments et, d’une maniere générale, I’environnement aquatique
constituent 1’habitat principal de ce germe.

A.hydrophila peut contaminer les eaux de boisson dans lesquelles leur nombre est plus
important lors des saisons chaudes. La contamination des eaux potables et des eaux d’abreuvement
des animaux pourrait expliquer I'infection de mammiféres domestiques non inféodés au milieu
aquatique ainsi que le portage intestinal mis en évidence chez I’homme, les bovins les ovins, les
chevaux, les chiens et les chats. Les végétaux et divers aliments d’origine animale tels que les
poissons et produits de la mer, viande de beeufs, de veaux, d’agneaux, et de volailles peuvent étre
contaminés [55,73,74].

Les especes Aeromonas peuvent étre isolées dans les maticres fécales des animaux a sang
chaud, les eaux usées, 1’eau douce et les eaux salées qui sont en interface avec des eaux douces.

Aeromonas a été trouvé a des pH allant de 5,2 a 9,8 et a des températures comprises entre 4 et

45 °C. On ne le considére pas comme halophile, parce que sa tolérance au sel varie entre 0 et 4%
[49,62].

= Pouvoir pathogene :

Les infections chez les humains provoquées par Aeromonas surviennent de fagon
prédominante pendant la période qui s’étend de mai a novembre, probablement en raison de
I’origine aquatique des bactéries. Les infections causées par Aeromonas ont été divisées en quatre
catégories:

cellulite ou infection d’une plaie attribuable a 1’exposition a I’eau ;

diarrhée aigué de courte durée ;

septicémie, le plus souvent accompagnée de troubles biliaires ou pancréatiques ;

autres infections :infections des tissus mous,infections urinaires,méningite, péritonite, otite
et endocardite, en particulier chez les personnes immunodéficientes [49,74].

A A A A

Les facteurs de pathogénicité ont fait I’objet de nombreux travaux: ces bactéries peuvent
produire des hémolysines, des endotoxines, des cytotoxines, des protéases et elles possedent des
facteurs d’attachement. De plus, certaines souches de A.hydrophila produisent une aérolysine qui
est une protéine extracellulaire, hydrophile, douée a la fois d’une activité hémolytique et cytolytique
[55,73]. Les espéces Aeromonas provoquent des troubles diarrhéiques aigus évoluant spontanément
a la guérison, et dont la spécificité est confirmée par la découverte de diverses exotoxines. L’une
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d’entre elles, I’entérotoxine cytotoxique, a été détectée chez le jeune souriceau. C’est une molécule
thermolabile et acidophile qui provoque une lyse cellulaire dans les cultures de tissus [49].

= Caracteres biochimiques :

Les principaux caractéres biochimiques permettant d’identifier A.hydrophila sont les suivants :
oxydase (+), nitrate-réductase (+), glucose (+), VP (+), activité d’hémolyse du sang de mouton (-
hémolyse visible sur la gélose au sang) [61].

s Traitement :

A.hydrophila est résistante aux pénicillines, sensible aux aminosides(sauf la streptomycine), au
chloramphénicol ,aux tétracyclines, au triméthoprime-sulfaméthoxazole [56].

7. Campylobacter jejuni :

= Habitat :

Campylobacter jejuni est une bactérie commensale du tube digestif des volailles,qui peut étre
isolée a partir des eaux de surface contaminées, de la boue, chez le bétail et chez les chiens et les
chats. Les oiseaux en particulier constituent un réservoir bien documenté, car de faibles quantités de
fientes d’oiseaux tombées dans 1’eau peuvent libérer de nombreux micro-organismes de
Campylobacter [23,49].

= Pouvoir pathogene :

C. jejuni est une autre espéce voisine C. coli , sont responsables de gastro-entérites chez
I’homme.

Sous sa forme la plus habituelle, ’entérite a C.jejuni survient aprés une incubation de 1 a 3
jours, elle se caractérise par de la diarrhée (constante), des douleurs abdominales (fréquentes), de la
fievre(inconstante) et, quelquefois, des vomissements. La guérison survient spontanément en une
semaine environ [23,61].

Les Campylobacter sont doués d’un caractére invasif permettant de pénétrer dans les
entérocytes. Ils possédent deux toxines: une cytotoxine thermolabile voisine de la toxine cholérique
responsable de la diarrhée et une toxine thermostable voisine a celle produite par Shigella ayant une
activité cytotoxique [61].

Les modes de transmission aux humains comprennent le contact avec des animaux,la
manipulation de poulet cru,le contact entre personnes et la consommation d’aliments contamings,
de lait non traité et d’cau [49].

» Traitement :
L’antibiotique de choix est I’érythromycine. Les Campylobacter sont aussi sensibles aux

aminosides, aux tétracyclines,au chloramphénicol et a la combinaison amoxicilline-acide
clavulanique. La sensibilité a I’ampicilline est inconstante [61].
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8. Pseudomonas aeruginosa :

= Habitat :

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie ubiquitaire trés répandue dans la nature [56]. Elle
vit normalement a 1’état saprophyte dans 1’eau et le sol humide ou sur les végétaux. Elle résiste mal
a la dessiccation. Elle fait partie de la flore commensale de I’homme. On le trouve dans le tube
digestif,la peau et les muqueuses et rarement la salive. Le bacille pyocyanique peut survivre et se

multiplier dans une infinie variété de liquides et de milieux,de supports et de matériels,surtout s’ils
sont humides [61,75,76,77].

» Facteurs de virulence :
Le bacille pyocyanique ¢élabore des protéines et des substances toxiques pour I’homme,l’animal
et les plantes. On distingue principalement :une hémolysine thermostable, des exo-enzymes
(protéases, phospholipase) et des toxines protéiques (exotoxine, entérotoxine). Sa virulence est

multifactorielle [61].

Tableau (08) : Facteurs de virulence de Pseudomonas aeruginosa [77]

Facteur de virulence Effet(s) biologique(s)

Facteurs extracellulaires

Dommage cellulaire

Exotoxine .
Toxique pour les macrophages

Phospholipase et glycolipide | Destruction superficielle de tissus pulmonaires

Envahissement de tissus,dommage cellulaire,inhibition
Protéases du complément médiateur de la défense et le clivage
de IgG

Facteurs intracellulaires

Lipide A Effets endotoxiques

Antigéne O Possibilité de I’inhibition des phagocytes

Effets anti-phagocytaires

Polysaccharide mucoide o . .
y “ Diminution de la fonction pulmonaire

Pili Adhérence de 1’épithélium

Toxique pour les neutrophiles,effets similaires a celles

Slime polysaccharidique des endotoxines

= Pouvoir pathogeéne :

P.aeruginosa est considéré comme une bactérie pathogeéne opportuniste ¢’est le germe-type des
infections hospitaliéres ou nosocomiales [61].

Les infections a P.aeruginosa sont remarquablement polymorphes dans leurs expressions
cliniques et dans leurs localisations. Elles sont rarement observées chez les sujets préalablement en
bonne santé. Il s’agit alors d’infestations massives (nageurs de piscines contaminées...) ou
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d’inoculations traumatiques directes dans un tissu ou une cavité (méningites ou ostéomyélites
d’inoculation) [56,78].

« Infections de I’oreille :

Une étude approfondie a permis de faire ressortir une relation entre la concentration de
P.aeruginosa dans les eaux de baignade et le risque d’infection de I’oreille [49].

P.aeruginosa n’est pas un saprophyte courant du conduit auditif externe. Seul 1% des individus
sains en est porteur. Il est par contre isolé chez 45-65% des sujets ayant une otite externe banale.
Celle-ci s’observe en particulier chez les nageurs en raison de la prédilection de la bactérie pour les
milieux humides (les normes exigées pour les eaux de baignade ne font pas mention des pathogenes
hydriques d’origine non fécale comme P.aeruginosa), mais également en zone tropicale ou apres
un traumatisme.

Une forme d’otite externe a bacille pyocyanique a été décrite sous le terme « d’oreille des
plongeurs », atteignant les plongeurs en mer. P.aeruginosa est en cause également dans les
périchondrites du pavillon [61,79].

« Infections cutanées :

Des infections cutanées a bacille pyocyanique peuvent s’observer en climat chaud et humide,
mais également chez tout sujet en contact avec une eau contaminée. Un risque existe également
pour les baignades dans des eaux stagnantes ou mal renouvelées ou non épurées (gravicres,anse du
bord de mer sans courants ou a faible marée surpeuplées en été) ou sont associées, bien sir d’autres
bactéries hydriques [80]. Des sérotypes de P.aeruginosa ont été isolés dans des 1ésions cutanées de
baigneurs [49,79].

« Entérites :

Leur mécanisme physiopathologique est proche de celui d’autres entérites. Elles sont trés rares.
Parmi les formes cliniques des entérites a P.aeruginosa on distingue :
- Dentérite aigué consécutive a I’ingestion d’aliments trés contaminés.
- Dentérite hydrique (Fiévre de Shagai) avec un tableau de fievre typhoide, liée a I’absorption
d’eaux polluées [80].

= Caractéres biochimiques : [81,82]

- Le métabolisme glucidique est typiquement oxydatif sans acidification des milieux.

- La plupart des souches n’attaquent aucun glucide, certaines cependant acidifient le glucose
sans dégagement de gaz.

- Les réactions de Voges-Proscauer et rouge de méthyle sont négatives.

- Les nitrates sont réduits en nitrites puis en azote gazeux.

- P.aeruginosa possede une catalase, une cytochrome oxydase et une arginine dihydrolase.

= Traitement :

Les antibiotiques ayant en général une bonne activité sur P.aeruginosa sont : la ticarcilline, la
pipéracilline, 1’azlocilline, la ceftazidime la cefsulodine, I’imipinéme et les aminosides. Les souches
résistantes a la colistine sont trés rares. Parmi les cyclines, la vibramycine est la plus active. Mais
I’activité de tous ces antibiotiques n’est pas réguliére [61].
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9. Staphylococcus aureus :

= Habitat :

Bactéries ubiquistes, trés répandues dans la nature (air, eau, sol). Staphylococcus aureus est un
commensale de la peau et des muqueuses de I’homme et des animaux(rhino-pharynx,intestin). On le
trouve sur la muqueuse nasale d’un tiers environ des sujets normaux. Eliminé dans le milieu
extérieur, cette bactérie peut survivre longtemps dans 1’environnement [23,55,57,61,83].

= Pouvoir pathogeéne :

Staphylococcus aureus est un germe pyogéne responsable de la plupart des infections
suppurées de la peau et des muqueuses ; il "surinfecte" souvent les plaies négligées.

On distingue parmi les infections staphylococciques les formes suivantes :

< formes cutanées : atteinte plus ou moins séveére des follicules pilo-sébacés (folliculite, furoncle,
anthrax), atteinte péri-onguéale (onyxis, perionyxis), atteinte du tissu sous-cutané(panaris,
phlegmons). Certaines formes superficielles (impétigo) peuvent se compliquer de Iésions
bulleuses graves lorsque la souche de staphylocoque est productrice d’exfoliatine [57,83].

< formes muqueuses : otites, sinusites, mastoidites, conjonctivites [56,57,84,85].

< formes intestinales : soit intoxication alimentaire par absorption de toxine préformée dans les
aliments contaminés (produits de mer) par un staphylocoque producteur d’entérotoxines. Les
symptomes habituels qui peuvent survenir dans les 2-4 heures qui suivent la consommation
d’aliment sont les nausées, les vomissements et, parfois, la diarrhée. Les symptomes ne durent
généralement pas plus de 24 heures mais, dans les cas graves, la déshydratation peut conduire
au choc et au collapsus [55,57,65].

» Caracteres biochimiques :

L’identification de S.aureus repose sur la mise en évidence des caractéres suivants : catalase
(différence avec les streptocoques), fermentation du glucose en anaérobiose (différence avec les
microcoques), coagulase (différence avec S.epidermidis et S.saprophyticus), DNase thermostable
[57].

= Traitement :

Dans le cas des staphylococcies cutanéo-muqueuses, localisées les antibiotiques a utiliser
sont principalement des macrolides ou apparentés (érythromycine, pristinamycine).

Dans les staphylococcies graves une association de deux antibiotiques bactéricides : béta-
lactamines (oxacilline) + aminoside (gentamycine) ou fluoroquinolones (ofloxacine). En cas de
résistance aux pénicillines, le traitement antibiotique sera un glycopeptide (vancomycine ou
teicoplanine) seul ou associé¢ a un autre antibiotique actif (aminosides, rifampicine, acide fusidique,
fosfomycine) [57].
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V1. Affections fongiques (mycoses) et agents responsables :

1. Les mycoses cutanées :

Les mycoses cutanées,également appelées dermatophytoses/dermatomycoses ou teignes
inflammatoires, sont cosmopolites et représentent les maladies fongiques humaines les plus
courantes. Le traitement est a base d’onguents topiques tels que le miconazole, le tolnaftate ou le
cotrimoxazole pendant deux a quatre semaines [01].

= Agents infectieux :

Trois genres de champignons microscopiques ou dermatophytes sont impliqués dans ces
mycoses: Epidermophyton, Microsporum, Trichophyton.

= Période d’incubation :

Elle est de 4 a 14 jours. Les onychomycoses ne se manifestent qu’apres une incubation plus
prolongée.

= Clinique :

La présentation clinique est déterminée par le réservoir du champignon (homme, animaux ou
sol) et la réaction immunologique de 1’hdte. Les dermatophytes adaptés a I’homme (le plus fréquent
étant T. rubrum) ne provoque qu’une faible réaction inflammatoire. Les dermatophytes provenant
d’animaux ou du sol provoquent une réaction inflammatoire purulente aprés un temps de latence de
2 a 3 semaines.

a. Tinea capitis

Infection du cuir chevelu avec atteinte des cheveux par certains Microsporum ou
Trichophyton.

b. Tinea de la barbe (sicosis)

Le plus souvent causé par des Trichophyton d’origine animale (T. mentagrophytes et T.
verrucosum). Folliculite purulente aprés une phase initiale inflammatoire desquamative.

c. Tinea corporis ou cruris

Les agents les plus fréquents sont T. rubrum, T. mentagrophytes et T. flocosum. Lésions
annulaires, progressant de fagon centrifuge avec périphérie rouge et surélevée avec présence
¢éventuelle de vésicules. Au centre une région séche et desquamante. Le diagnostic différentiel
inclut les candidoses inguinales ainsi que I’intertrigo.

d. Tinea pedis (athlete’s foot)
Le plus souvent causé par T. rubrum et T. mentagrophytes. Dermatose desquamative des pieds

avec formation de ragades, le plus souvent dans les régions interdigitales. On peut également
observer de petites vésicules.
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e. Tinea unguis

Il s’agit d’une infection le plus souvent causée par T. rubrum et qui touche un ou plusieurs
ongles des mains ou des pieds. L ongle s’épaissit, devient friable et perd sa couleur normale. Ceci
peut aboutir a la formation d’une masse d’allure caséeuse ou alors a la perte de 1’ongle. Les
onychomycoses doivent étre distinguées des onychodystrophies non infectieuses.

= Mesures a prendre :
- Traitement :

Traitement local avec des substances antimycotiques, par exemple des dérivés imidazolés. Le
traitement doit étre poursuivi au moins une semaine apres la guérison clinique. Un traitement
systémique n’est indiqué que dans certaines indications: atteinte des cheveux ou des ongles; mycose
étendue et résistante au traitement local.

- Prévention primaire :

Serviettes et linges individuels. Nettoyage régulier et complet des bains et des douches.
Traitement des personnes et des animaux infectés [86].

2. Les candidoses :

La candidose est la mycose causée par le mycéte dimorphe Candida albicans Contrairement
aux autres mycetes pathogenes, C .albicans est un membre de la flore normale du tractus digestif,
de I’appareil respiratoire, du vagin et de la bouche [01,87]. Des vaginites a Candida peuvent étre
contractées a la suite de séjour sur les plages tres fréquentées [03] .

Les 1ésions cutanées peuvent étre traitées par des applications locales de substances comme le
caprylate de sodium, le propionate de sodium, le violet de Gentiane, la nystatine, le miconazole et la
trichomycine. Pour les candidoses systémiques on peut également utiliser le cétoconazole,
I’amphotéricine B, le fluconazole et la flucytosine [01,65].

VIII. Caracteres biochimigues des bactéries responsables d’infections d’origine
hydrique :

1. Les bactéries a Gram négatif :

Les caracteres biochimiques des especes bactériennes recherchées, celles appartenant a la
famille des Enterobacteriaceae et celles dites non entérobactéries sont résumées dans les tableaux
10et1l.

2. Les bactéries a Gram positif :

Les caractéres biochimiques permettant de différencier les espéces du genre Staphylococcus
sont représentés dans le tableau 12.
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Tableau (09) : Tableau de différenciation des entérobactéries [88]
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Tableau (10) : Tableau de différenciation des bacilles Gram (-) non-entérobactéries [88]
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Tableau (11) : Tableau d’identification des staphylocoques [61,88]
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IX. Contréle de qualité des eaux de baignade :

1. Fondement de I’utilisation des microorganismes indicateurs :

La qualité bactériologique d’une eau n’est pas un parametre stable, mais au contraire sujet a
fluctuation, par pollution accidentelle, nécessitant des contrdles permanents [04]. Pour 1’évaluation
de la qualité¢ des eaux de baignade, le suivi porte essentiellement sur la pollution bactériologique
engendrée par des rejets d’eaux usées. Cette pollution présente, en effet, le risque de dissémination
de germes pathogenes, susceptibles d’entrainer des maladies telles que conjonctivites,
rhinopharyngites, otites, sinusites, maladies cutanées ou digestives. Toutefois, 1’analyse complete
des germes pathogenes est pratiquement impossible a réaliser en raison :

¢ des contraintes au niveau des prélévements en raison des besoins de volumes importants et
des conditions de transport des échantillons.

¢ des techniques analytiques compliquées et cotiteuses.

¢ de leur durée de vie souvent trés courte.

¢ de leur présence en nombre faible, d’ou la nécessité de concentrer les échantillons.

¢ de leur présence aléatoire.

¢ des phénomeénes de compétitivité microbienne.

¢ du nombre élevé d’espéces différentes [45,50,89,90,91,92].

Pour pallier les difficultés de fonder une surveillance de la qualité des eaux sur les germes
pathogénes est né le concept de ""microorganismes indicateurs de contamination fécale™. Ces
indicateurs sont spécifiques de la flore intestinale, ils ne sont pas nécessairement pathogénes, mais
leur présence en grand nombre dans un milieu aquatique indique 1’existence d’une contamination
fécale, et donc un risque épidémiologique potentiel [45]. Du fait que la plupart des
microorganismes a 1’origine des infections a transmission hydrique, ont pour habitat normal les
intestins de I’homme ou de certains animaux a sang chaud, s’il a été prouvé qu’une eau est soumise
a une pollution par les matiéres fécales, il existe un risque qu’elle contienne des microorganismes
pathogénes de cette origine [04,44,93].

2. Caracteristiques d’un bon indicateur de contamination :
Idéalement, un bon indicateur de contamination fécale doit avoir les propriétés suivantes :

¢ [l doit étre absent des eaux non polluées et associé¢ exclusivement a la présence de déchets fécaux
d’origine animale et humaine.

o [l doit étre présent dans les eaux contaminées par les mati¢res fécales en méme temps que les
germes pathogénes, mais en plus grand nombre qu’eux.

e [l doit étre incapable de se développer dans le milieu aquatique, tout en pouvant survivre plus
longtemps que les germes pathogénes.

o [l doit étre au moins aussi résistant a la désinfection que les germes pathogénes.

e I doit étre applicable a toutes les variétés naturelles d’eaux utilisées a des fins récréatives (eau
douce, eau de mer,et eau d’estuaire).

e [l doit étre facilement détectable par une méthode spécifique et d’une grande sensibilité, et
identifiable sans ambiguité a I’aide de tests simples, rapides et peu coliteux.

e Un lien doit pouvoir étre établi entre 1’indicateur, sa nature, son abondance et la probabilité
d’apparition d’infections.

e La densité des indicateurs doit étre en corrélation directe avec le degré de contamination fécale
[01,45,49].
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Plusieurs groupes de bactéries répondent de maniére relativement satisfaisante a ces criteres. Il
s’agit des coliformes totaux, des coliformes fécaux, et des streptocoques fécaux [45,94].

3. Microorganismes indicateurs specifiques de pollution fécale:

3.1. Les coliformes totaux :

< Définition des coliformes :

Sous le terme de « coliformes » est regroupé un certain nombre d’especes bactériennes
appartenant en fait a la famille des Enterobacteriaceae.

La définition suivante a ét¢ adoptée par 1’organisation internationale de standarisation (1SO).
Le terme « coliforme » correspond a des organismes en batonnets, non sporogenes, Gram-négatifs,
oxydase négatifs, facultativement anaérobies, capables de croitre en présence de sels biliaires ou
d’autres agents de surface possédant des activités inhibitrices de croissance similaires, et capables
de fermenter le lactose (et le mannitol) avec production d’acide et d’aldéhyde en 48 heures, a des
températures de 35 a 37°C.

Le dénombrement de ces organismes est souvent désigné sous I’expression de « dénombrement
des coliformes totaux ». Ainsi, les coliformes constituent-ils un rassemblement assez hétéroclite du
point de vue taxonomique. Mais leur étude est traditionnelle et les renseignements donnés par cet
examen sont d’une certaine utilité¢ dans le domaine de la santé publique.

Les coliformes comprennent les genres : Esherichia, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella,
Yersinia, Serratia [04].

< Origines et habitats des coliformes :
On distingue deux catégories de coliformes :

¢ Des coliformes thermotrophes ou thermotolérants : dont la température optimale de croissance se
situe entre 36°C et 38°C, et capables de se multiplier a des températures élevées, toujours a
41°C, souvent a 44°C ; ils sont par contre incapables de se développer a + 4°C, en 30 jours. Les
coliformes fécaux appartiennent a cette catégorie, mais il serait os¢ de prétendre que cette
catégorie comprend exclusivement des coliformes fécaux.

¢ Des coliformes psychrotrophes : dont la température optimale de croissance se situe entre 30°C
et 34°C, et qui se multiplient rapidement a + 4°C en 2 a 4 jours, et a + 10°C en 1 jour ; ils sont
par contre incapables de se développer a 41°C et a 44°C. Ils ne font pas partie de la flore fécale
des animaux a sang chaud.

Les uns ou les autres de ces germes peuvent étre isolés en milieu hospitalier : ils s’implantent
dans les habitats restés vacants, par suite de bouleversements des flores (coloniseurs) ; ils peuvent
étre responsables d’infections opportunistes.

On peut donc établir une classification contemporaine des entérobactéries coliformes, comme
le montre le tableau 12. Cette classification, utile en hygiéne et santé¢ publique, permet de faire le
lien entre la taxonomie et I’intérét hygiénique ou épidémiologique de telle ou telle espece : les unes
sont fécales, d’autres sont aquicoles, d’autres encore sont des coloniseurs hospitaliers [23].
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Tableau (12) : Classification des coliformes en hygiéne et en santé publique [23,95]

Coliformes
d’origine fécale

Coliformes d’origine
aquatique ou tellurique

Coliformes isolés en clinique :
coloniseurs ou pathogénes
opportunistes

ou thermotolérants**

ou psychrotolérants

Esherichia E.fergusonii
E.coli E.hermanii
E.vulneris
Citrobacter
C.freudii
C.koseri
C.amalonaticus
Enterobacter
E.cloacae E.amnigenus E.asburiae
E.aerogenes E.dissolvens E.gergoviae
E.intermedius E.hormaechei
E.nimipressularis E.sakazakii
E.taylorae
Klebsiella
K.oxytoca K.planticola K.ornithinolytica
K.pneumoniae K.terrigena K.ozenae
Salmonella
Sous-espéce 3a"
Sous espéce 3b”
Shigella
S.sonei”
Yersinia
Y.enterolitica Y.aldovae
Y.bercovieri
Y.frederiksenii
Y.intermedia
Y.kristensenii
Y.mollareti
Y.rohdei
Serratia S.fonticola
S.grimesii
S.liquefaciens
S.plymuthica
S.proteamaculans
S.rubidae
Hafnia alvei
Thermotrophes Psychrotrophes Mésophiles ou thermotrophes

ou psychrotrophes

*  Certains séroptypes sont des pathogénes spécifiques.
** Yersinia enterolitica (sérotype adaptés O3, Og) est psychrotrophe mais il se développe aussi
aux températures ¢levées(+ 42°C).
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< Intérét hygiénique de la recherche des coliformes dans une eau :

Les coliformes sont intéressants car un trés grand nombre d’entre eux vivent en abondance dans
les maticres fécales des animaux a sang chaud et de ce fait, constituent des indicateurs fécaux de la
premiére importance. Par ailleurs, leur résistance aux agents antiseptiques, et notamment au chlore
et a ses dérivés, est voisine de la résistance des bactéries pathogenes vis-a-vis desquelles ce type de
traitement est instauré ; ils constituent donc des indicateurs d’efficacité de traitement.

Donc, le dénombrement des coliformes totaux est un examen capital pour la vérification de
I’efficacité d’un traitement désinfectant, et d’intérét plus nuancé pour déceler une contamination
d’origine fécale [04].

3.2. Les coliformes fécaux (coliformes thermotolérants) :
< Déefinition :

Ce sont des coliformes qui présentent les mémes propriétés et caractéristiques des coliformes
totaux apres incubation a la température de 44°C.

Le groupe des coliformes fécaux comprend les espéces suivantes:
Citrobacter freudii, Citrobacter diversus, Citrobacter amalonaticus, Enterobacter aerogenes,
Enterobacter cloacae, Esherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Klebsiella oxytoca, Moellerella
wisconsensus, Salmonella (sous-genre I1I Arizona), Yersinia enterolitica [04].

< Intérét hygiénique de dénombrement des coliformes fécaux :

La présence de coliformes fécaux dans un milieu aquatique, et plus particuliérement d’ E.coli ,
est considérée comme un bon indicateur d’une contamination récente du milieu par du matériel
fécal humain ou d’animaux a sang chaud [45]. Néanmoins, leur mise en évidence dans 1’eau n’est
pas la preuve de la présence de pathogénes, mais elle permet de la suspecter fortement [91,96].

Un autre test peut fournir les mémes indications que celles fournies par le dénombrement des
coliformes fécaux, c’est le dénombrement des E.coli présumés qui correspondent a des coliformes
thermotolérants qui produisent de I’indole a partir du tryptophane, a 44°C. L’examen peut donc étre
orienté vers I’un ou I’autre de ces dénombrements [04].

3.3. Esherichia coli :
< Définition :

Le terme « E.coli » correspond a des coliformes thermotolérants qui produisent de I’indole a
partir du tryptophane et ont les caracteres biochimiques propres a cette espece [04].

< Intérét de la recherche et de dénombrement d’Esherichia coli :

Selon ’OMS, I’indicateur le plus précis pour estimer la pollution fécale est en fait Esherichia
coli, en raison de son abondance dans les féceés humaines (jusqu’a 1 milliard de bactéries par
gramme de matiere fraiche), et de sa persistance pour étre recherché (sa durée de détection dans
I’eau a 20°C varie d’une semaine a un mois) [91,97].
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3.4. Les streptocoques fécaux :
< Définition :

Sous la dénomination générale de « sreptocoques fécaux », il faut entendre I’ensemble des
streptocoques possédant la substance (acide teichoique) antigéne caractéristique du groupe D de
Lancefield [90].

Du point de vue taxonomique, ils appartiennent aux genres Enterococcus et Streptococcus. Le
genre Enterococcus comprend les streptocoques qui se caractérisent par une large tolérance a des
conditions de croissance défavorables, notamment les espéces Enterococcus faecalis, E.faecium,
E.durans, E.hirae, E.avium, E.casseliflavius, E.cecorum, E.gallinarum et E.solitarus. La plupart
de ces espéces peuvent €tre considérées en pratique comme des indicateurs spécifiques d’une
pollution fécale humaine. Toutefois, on peut aussi les isoler a partir des fécés d’animaux. Certaines
especes, comme E.faecalis, E.malodoratus et E.solitarus se rencontrent principalement sur des
végétaux.

En ce qui concerne le genre Streptococcus, seuls Streptococcus bovis et S.equinus possédent
I’antigéne du groupe D et font partie du groupe des streptocoques fécaux. On les trouve
principalement dans les excréments d’animaux [98].

< Intérét de dénombrement des streptocoques fécaux :

Bien que ce groupe semble assez ubiquiste, il est généralement considéré comme un indicateur
fiable de pollution fécale, car tous sont des hotes normaux de I’intestin de I’homme et de certains
animaux a sang chaud, et ont un habitat fécal [04,45,90].

En plus, le rdle principal des streptocoques fécaux était de faire partie du rapport coliformes
fécaux/streptocoques fécaux utilisé comme indicateur de la nature de la source fécale [49]. Donc la
détermination pratique de 1’origine de la pollution fécale est indiquée par le rapport CF/SF :

a. Si le rapport CF/SF est supérieur ou égal a 4 (CF/SF >4), la source probable de contamination
est les déchets humains.

b. Si le rapport CF/SF est inférieur ou égal a 0,7 (CF/SF<0,7), la source probable de
contamination est les déchets de bétail ou de basse-cour.

C. Si le rapport CF/SF est compris entre 0,7 et 4 (0,7< CF/SF >4), la source probable de
contamination est a la fois les déchets humains et animaux [99].

< Les streptocoques fécaux, les meilleurs indicateurs de contamination dans I’eau de mer :

Dans I’eau de mer, le groupe des entérocoques représente le meilleur indicateur disponible de
la contamination fécale en provenance d’animaux a sang chaud. Ils survivent plus longtemps dans
I’eau de mer que les coliformes fécaux. En plus, il existe une corrélation positive entre les affections
gasrtro-intestinales et les niveaux d’entérocoques dans 1’eau de mer [49,53,54,100].
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4. Microorganismes indicateurs, non reellement spécifiques de pollution
fecale :

4.1. Les bactéries aérobies revivifiables (germes aérobies mésophiles,
hétérotrophes) :

< Définition :

Dans un dénombrement dit de germes totaux, on distingue deux catégories des bactéries
cultivant, sur le plan hygiénique : les germes saprophytes, qui se développent a 20°C ; et les germes
dits « pathogenes », qui se multiplient a 37°C. Cette distinction provient du fait évident, qu’a 20°C
on favorise le développement des germes spécifiques de 1’eau, et qu’a 37°C (température du corps
humain) on sélectionne les microorganismes provenant de I’homme ou des animaux a sang chaud,
de leurs sécrétions, de leurs flores naturelles et en particulier des matieres fécales. Il s’agit donc des
bactéries hébergées par I’homme ou 1’animal [23].

< Intérét de dénombrement des germes totaux :

Cet examen vise a dénombrer non spécifiquement le plus grand nombre de microorganismes,
en particulier de bactéries se développant dans les conditions aérobies habituelles de culture [04].

Le dénombrement des germes hétérotrophes, cultivant a 37°C est souvent considéré comme
accessoire, il n’apporte pas d’information supplémentaire intéressante, par rapport a celle fournie
par le trio des indicateurs de qualité. Il est en effet illusoire de vouloir définir le degré de pureté
d’une eau, sur la base de son contenu en bactéries totales. Lorsque ce dénombrement est pratiqué,
de fagon systématique, pour connaitre la distribution spatiale et temporelle des bactéries
hétérotrophes, il représente une alternative moderne et efficace d’évaluation de la qualité [23].

Ce dénombrement peut donner aussi des indications importantes pour juger la validité de
techniques utilisées pour la recherche d’autres parameétres : un nombre trés élevé de germes par

rapport a un nombre trés faible de coliformes rend le dénombrement de ces derniers trés incertain
[04].

4.2. Les Clostridium sulfito-réducteurs :
< Définition :

Ce groupe se compose de microorganismes anaérobies sporogenes, dont le plus caractéristique,
Clostridium perfringens, normalement présent dans les fécés, mais en moins grand nombre
qu’E.coli.

Les spores de Clostridium peuvent survivre dans 1’eau beaucoup plus que les coliformes et ils
résistent a la désinfection.

< Intérét de la recherche des Clostridium sulfito-réducteurs :

La présence des spores de Clostridium dans les eaux désinfectées peut indiquer que le
traitement est déficient et que des pathogenes résistants a la désinfection ont pu également survivre.
En raison de leur longévité, ils sont surtout capables d’indiquer une contamination intermittente ou
a distance, et ne sont pas donc recommandés pour la surveillance de routine des réseaux de
distribution.
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Comme ils ont tendance a survivre et a s’accumuler, on risque de les retrouver trés loin, dans le
temps et dans ’espace, de la source de pollution, ce qui peut donner lieu a des fausses alertes

[56,98].

Par ailleurs, les Clostridium sulfito-réducteurs sont souvent considérés comme des témoins de
pollution fécale. La forme spore, beaucoup plus résistante que les formes végétatives des coliformes
et des streptocoques fécaux, permettrait ainsi de déceler une pollution fécale ancienne ou
intermittente [04].

5. Autres indicateurs proposes :

1 Les bactériophages fécaux :

La présence des coliformes et de streptocoques fécaux peut s’accompagner de bactériophages
dits fécaux. Ces coliphages sont des virus qui attaquent spécifiquement les bactéries du groupe
coliforme [04,49]. Les bactériophages fécaux se trouvent presque constamment présents dans les
maticres fécales humaines et animales. Ils sont considérés comme des témoins d’une contamination
fécale. L’aspect quantitatif est peu important [06,90].

Etant donné que les bactériophages fécaux sont plus résistants a la désinfection par le chlore
que les bactéries indicatrices de contamination fécale, ils constituent un indicateur de I’efficacité de
la désinfection. Enfin, leur survie pendant de longues périodes dans 1’environnement, ressemble a
celle des virus entériques humains pouvant étre transmis par I’eau, comme les entérovirus,
I’hépatite A et les rotavirus. Ils pouvaient €tre utilisés comme indicateurs a long terme de
contamination par les entérovirus [04,49].

Il peut donc étre utile d’inclure la numération des coliphages et des bactériophages dans
I’évaluation continue de I’impact de la pollution fécale sur les eaux utilisées a des fins récréatives y
compris les eaux de mer [49,101].

6. Microorganismes pathogenes :

Les microorganismes pathogénes d’origine fécale pourront étre recherchés pour constater la
matérialisation d’un danger vis-a-vis duquel la présence de bactéries fécales joue le role de signal
d’alarme. Cet examen est souvent pratiqué en liaison avec les examens biologiques effectués chez
des malades atteints d’une maladie infectieuse dont on soupgonne une origine hydrique.

En fait, seules les Salmonella et les Shigella sont des bactéries fréquemment recherchées, en
dehors de cas d’épidémies. Ces dernieres années cependant, une certaine importance a été attribuée
aux Yersinia, aux Campylobacter, aux virus et aux parasites. Les risques sanitaires provenant de
microorganismes d’origine non fécale sont surtout importants au cours des baignades et pratiques
thermales. Ils ne peuvent é&tre évalués que par la recherche des pathogénes eux-mémes :
Pseudomonas aeruginosa, Staphymococcus aureus, Legionella pneumophila, Aeromonas
hydrophila, Vibrio chlerae, V.parahaemolyticus sont les plus fréquemment recherchés [04,49].

7. Critéres d’évaluation de la qualité de I’eau :

Deux catégories d’indicateurs sont utilisés pour évaluer la qualité sanitaire des eaux de
baignade : des parametres microbiologiques et des parameétres physicochimiques.



ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

= | es paramétres microbiologiques : trois indicateurs de contamination fécale sont recherchés : les
coliformes totaux, les coliformes fécaux ou Esherichia coli et les streptocoques fécaux. En cas
de pollution avérée, d’autres microorganismes (salmonelles, entérovirus) peuvent é&tre
recherchés.

= es parametres physicochimiques : six font 1’objet d’une évaluation qualitative visuelle ou
olfactive sur terrain. Les trois premiers participent au calcul du classement des eaux de
baignade :

1. les mousses ;

les phénols ;

les huiles minérales ;

la couleur ;

les résidus goudronneux et les matieres flottantes ;

la transparence.

S kW

En fonction des circonstances de terrain, d’autres parametres peuvent €tre mesurés : pH,
nitrates, phosphates, chlorophylle, micropolluants,...[48,102].

8. Normes de qualité requise pour les eaux de baignade : réglementation
francaise :

La directive européenne du 08/12/1975 (n°® 76/160/CEE) a établi les seuils de qualité des eaux
de baignade (Tableau 13). Elle a été transposée en droit frangais par le décret n°® 81-324 du 7 avril
1981 modifié par le décret n® 91-980 du 20/09/1991, qui fixe les normes d’hygiéne et de sécurité
applicables aux piscines et aux baignades [19,48,89].

Les analyses sont associées a des niveaux de qualité :
* Niveau guide (G) : limite objectif vers laquelle il faut tendre.
» Niveaux impératif (I) : limite supérieur a ne pas dépasser [89,102].

< L’interprétation :
Chaque résultat est interprété par rapport a ces seuils de qualité :

» L’eau est de bonne qualité lorsque les résultats sont inférieurs aux nombres guides,

» L’eau est de qualité moyenne lorsque les résultats obtenus sont supérieurs aux nombres guides

mais restent inférieurs aux nombres impératifs,

» L’eau est de mauvaise qualité lorsque les résultats obtenus sont supérieurs aux nombres
impératifs.

En cas de non respect de ces seuils, la baignade peut étre interdite et une enquéte est menée
pour rechercher les causes de pollution [102].

9. Classement sanitaire des eaux de baignade :

A TD’issue de la saison estivale, un classement des plages est établi a partir de 1’ensemble des
parametres analysés. A I’échelon européen, le classement est basé sur la conformité des parameétres
microbiologiques ainsi que des parametres physico-chimiques (résultats inférieurs aux nombres
impératifs pour 95% des échantillons).

Il définit deux classes : eaux conformes et eaux non conformes. Au niveau national, la
classification comporte 4 catégories (Tableau 14).
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I1 partage les eaux conformes en :

» Eaux de bonne qualité, catégorie A : respect des valeurs guides et impératives de la directive,
= Eaux de qualité moyenne, catégorie B : respect des valeurs impératives,

d’une part et d’autre part les eaux non conformes en :

= Eaux momentanément polluées, catégorie C : entre 5 et 33% d’échantillons non conformes
aux valeurs impératives,

» Eaux de mauvaise qualité, catégorie D : plus de 33% d’échantillons non conformes aux
valeurs impératives [102,103].

Tableau (13) : Normes physiques, chimiques, microbiologiques pour les eaux de baignade
[04,89,102,104,105]

Paramétres G |
Microbiologiques
Coliformes totaux/100 mL 500 10000
Coliformes thermotolérants/100 mL 100 2000
Streptocoques fécaux/100mL 100 400(en projet)
Salmonelles/1L - 0®
Entérovirus PFU/ 10L - 0@
Physicochimiques
pH - 6-9 (@A)
. Pas de changement anormal de la
Coloration - 1) (2)
couleur

Pas de film visible a la surface de ’eau

Huiles minérales (mg/L) <0.3 et absence d’odeur @

Substances tensioactives réagissant au @

bleu de méthyléne me/L (lauryl sulfate) =0.3 | Pas de mousse persistante
Phénols (indices phénols) (mg/L C¢HsOH) <0.005 Aucune odeur spécifique @)
Transparence (m) 2 1 @
Oxygene dissous (% saturation O,) 80-120 _ @
Résidus gourdonneux et maticres flottantes

(bois, plastique, récipients en verre,...) Absence i
Ammoniaque (mg/L NH,) - @)
Azote Kjeldahl (mg/L N) - @
Autres substances considérées comme i i
indices de pollution : pesticides (mg/L)

M¢étaux lourds: arsenic (mg/L) (As),

cadmium(Cd), chrome(VI) (CrVI), plomb(I) - @
(Pb), mercure(Hg).

Cyanures (mg/L Cn) - -

Nitrates et phosphates (mg/L) (NOs, PO,) - -

@ Dépassement des limites prévues en cas de conditions géographiques ou météorologiques
exceptionnelles.

@ Pour ces paramétres, la teneur est a vérifier lorsqu’une enquéte effectuée dans la zone de
baignade en révele la présence possible ou une détérioration possible de la qualité des eaux.

®) Ces paramétres sont a vérifier lorsqu’il y a tendance a 1’eutrophisation des eaux.[1]
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Tableau (14) : Critéres de classement sanitaire des eaux de baignade [48]

A Les eaux de bonne qualité B Leseauxde gualité moyenne

® Au moins 80% des résultats en E.coli et en | @ Les nombres impératifs fixés par la directive

coliformes totaux sont inférieurs ou égaux aux pour les E.coli et les coliformes totaux
nombres guides (100/100ml et 500/100ml (2000/100ml et 10000/100ml respectivement)
respectivement ); sont respectés dans au moins 95% des
prélevements, les conditions relatives aux
@ Au moins 95% des résultats en E.coli et en nombres guides n’étant pas, en tout ou en partie,
coliformes totaux sont inférieurs ou égaux aux vérifiées ;
nombres impératifs (2000/100ml et 10000/100ml
respectivement ); @ Absence d’huiles minérales, de phénols et de

mousses dans au moins 95% des échantillons.

@ Au moins 90% des résultats en streptocoques
fécaux sont inférieurs ou égaux au nombre guide
(100/100ml) ;

& Absence d’huiles minérales, de phénols et de
mousses dans au moins 95% des échantillons.

Les eaux classées en catégorie A ou B
Sont conformes aux normes européennes.

C  Leseaux pouvant étre polluées D

. Les eaux de mauvaise qualité
momentanément

@ Les fréquences de dépassement des nombres | Lorsque, pour les paramétres E.coli ou coliformes
impératifs pour E.coli ou les coliformes totaux | totaux, les conditions relatives aux nombres
sont comprises entre 5% et 33,3% ; impératifs sont dépassées au moins une fois sur trois,

ou que la présence d’huiles minérales, de phénols ou

@ Ou la présence d’huiles minérales, de phénols ou | de mousses est relevée dans plus d’un échantillon
de mousses est relevée dans 5 a 33,3% des | sur trois, I’eau correspondante est considérée comme
échantillons. de mauvaise qualité.

Cette pollution peut faire 1’objet de mesures
immédiates ou a moyen terme, permettant
d’améliorer définitivement la qualité de 1’eau. Il est
important de noter que si moins de 20 prélévements
sont effectués pendant toute la saison sur un point,
un seul dépassement du nombre impératif suffit pour
entrainer le classement de la plage en catégorie C.

Les eaux classees en catégorie C ou D
ne sont pas conformes aux normes européennes, et peuvent étre interdites a la baignade.




ETUDE BIBLIOGRAPHIQUE

X. La résistance aux antibiotiques :

La résistance aux antibiotiques est un phénomene général observé pour toutes les especes
bactériennes rencontrées chez ’homme et elle est liée a leur inéluctable évolution. Elle s’observe a
divers degrés a 1’égard de tous les membres d’une famille d’antibiotiques donnée. On assiste de
surcroit a des multirésistances, c’est a dire au fait qu’une bactérie est résistante en méme temps a
plusieurs familles d’antibiotiques [106,107,108].

1. Quelques facteurs favorisants :

La prescription a grande échelle et parfois impropre d’antibiotiques fait que les bactéries
évoluent constamment vers la résistance. Plusieurs études ont établi que I’apparition de la résistance
est associée, d’une part, a la surconsommation d’antibiotiques et, d’autre part, a des traitements trop
longs et insuffisamment dosés.

Le recours intensif a des antibiotiques dans 1’¢levage animal industriel (en particulier des
volailles) contribue au phénomeéne de résistance. En milieu vétérinaire, les antibiotiques issus de la
pharmacopée humaine sont utilisés sans régles strictes soit comme promoteur de la croissance, soit
a des fins prophylactiques et thérapeutiques. Cette pratique trés répandue de traitements
antibiotiques sur une longue durée conduit inévitablement a la sélection de bactéries
multirésistantes, en particulier des entérobactéries et des entérocoques. Eliminées du tube digestif
des animaux, les bactéries passent dans les effluents, I’eau et, selon la chaine alimentaire, finissent
par coloniser le tube digestif de I’homme (flore intestinale). Lors de 1’abattage des animaux, une
contamination de la viande est quasi inévitable. Un moyen de pallier ce probléme serait d’utiliser
des antibiotiques différents de ceux utilisés en médecine humaine.

L’administration répétée d’antibiotiques chez I’homme ou I’animal élimine les bactéries
sensibles et sélectionne les seules bactéries résistantes, lesquelles en profitent pour se développer et
en donnant de nouvelles générations résistantes. L autre phénomene important est la dissémination
des genes de résistance vers des bactéries sensibles au sein d’une méme espéce mais aussi au sein
d’especes éloignées [107,108,109,110,111,112,113,114,115] .

2. Les types de resistance :

On connait deux types de résistance :

» Résistance naturelle : elle est programmée sur le génome bactérien, donc fixe et constante a
I’intérieur du taxon c¢’est-a-dire présente dans toutes les souches de I’espéce considérée. A ce titre,
elle constitue un critére d’identification. Elle préexiste a I’usage des antibiotiques.

» Résistance acquise: consécutive a des modifications de 1’équipement génétique
chromosomique ou plasmidique. Elle ne concerne que quelques souches d’une méme espéce mais
peut s’étendre : leur fréquence varie dans le temps mais aussi dans I’espace (région , ville,
hopital...). Elle constitue un marqueur épidémiologique [107,116,117,118].

3. Les phénotypes de résistance :

Quand on étudie la sensibilit¢é d’une souche a plusieurs antibiotiques, on détermine son
phénotype de résistance aux antibiotiques. Si la souche n’exprime que des résistances naturelles, on
dit qu’elle appartient au phénotype "sauvage" ou sensible. Si des résistances acquises ont modifié sa
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sensibilité, elle exprime un phénotype de résistance qu’on peut identifier et dont on doit tenter de
déterminer le mécanisme. Ces phénotypes sont souvent désignés par les initiales des antibiotiques
devenus inactifs : ainsi une souche résistante a la kanamycine, a la tobramycine et a la gentamycine
appartient au phénotype KTG [116].

4. Le support genetique de la resistance :

La résistance naturelle est programmée dans le génome bactérien. Les modifications génétiques
responsables de résistance acquise sont chromosomiques, secondaires a une mutation portant sur le
chromosome ou extra-chromosomiques par acquisition de génes.

@i Les résistances mutationnelles : elles sont :

spontanées : elles préexistent a I’utilisation de I’antibiotique,

stables : elles se transmettent verticalement dans le clone bactérien,

B spécifiques : elles n’intéressent qu’un antibiotique ou qu’une famille d’antibiotiques a la
fois,

B rares : le taux de mutation se situe habituellement entre 107 et 10™.

La résistance par mutation est peu répandue en clinique (moins de 20% des résistances
acquises). L’usage de I’antibiotique sélectionne les souches résistantes et la parade consiste a
associer les antibiotiques. Ce type de résistance est observé, entre autres, chez les mycobactéries
[116,118].

= Les resistances extra-chromosomiques : dont le support est un plasmide ou un transposon
acquis par conjugaison ou plus rarement par transduction.

B Elles sont fréquentes (plus de 80% des résistances acquises).

B Elles sont contagieuses et se transmettent horizontalement entre bactéries cohabitant, méme
d’espéces différentes.

B Elles peuvent concerner plusieurs antibiotiques, voire plusieurs familles d’antibiotiques,
entrainant une polyrésistance.

La résistance plasmidique concerne la plupart des antibiotiques. Seuls y échappent les
rifampicines, les polypeptides, les nitrofuranes, les quinolones et les glycopeptides. Toutes les
especes bactériennes y sont sujettes.

L’usage d’un seul antibiotique dont la résistance est codée par un géne de plasmide sélectionne
les souches résistantes a toutes les molécules dont le géne de résistance se trouve sur le plasmide, ce
qui entraine la sélection rapide de souches polyrésistantes [108,109,116,118,119].

5. Mécanismes de résistance :

Pour étre efficace, un antibiotique doit parvenir au contact de la bactérie, ce qui implique qu’on
tienne compte, dans la prescription, des données pharmacologiques telles que la posologie, la voie
d’introduction, la diffusion tissulaire et le métabolisme de la molécule. Il doit ensuite pénétrer dans
la bactérie, n’y €tre ni détruit ni modifi¢, se fixer a une cible et perturber ainsi la physiologie
bactérienne. Si I’une de ces conditions n’est pas remplie, I’antibiotique, méme correctement
administré, se révele inefficace. Ce phénomene appelé résistance est lourd de conséquences et doit
étre, si possible, dépisté au laboratoire.
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Les bactéries se défendent contre 1’action des antibiotiques :

# en se rendant imperméables a leur pénétration ;
# en produisant des enzymes capables de les inactiver ;
& en modifiant la structure de leurs cibles [116,120].

A. Diminution de la perméabilité :

Elle concerne la membrane extérieure (pour les bactéries Gram négatif) ou la membrane
cytoplasmique (pour toutes les bactéries). C’est le mécanisme le plus souvent responsable de la
résistance naturelle. Il peut concerner :

* les beta-lactamines
* les cyclines

¥ les phénicols

* les macrolides

On peut rencontrer ce mécanisme dans la résistance mutationnelle (beta-lactamines,
quinolones, aminosides, phénicols) ou dans la résistance plasmidique (tétracycline) [118,121].

B. Inactivation enzymatique :

C’est le mécanisme le plus souvent responsable de la résistance plasmidique. Il concerne
particuli¢rement :
* les beta-lactamines : pénicillinases, céphalosporinases hydrolysant la molécule.
% les aminosides : transférases qui phosphorylent, acétylent ou adénylent certains sites de la
molécule.
¥ les phénicols : transférase qui acétyle la molécule.

On peut rencontrer ce mécanisme dans la résistance mutationnelle : certaines bactéries
synthétisent des faibles quantités de beta-lactamases (ce qui suggere une fonction physiologique de
ces enzymes dans la vie de la cellule). Une mutation altére le géne de régulation et provoque une
synthése accrue (beta-lactamase "déréprimée") [118,121].

C. Modification de la cible :

C’est le mécanisme le plus souvent responsable de la résistance mutationnelle. La cible est
légeérement modifiée par la substitution d’un acide aminé dans la protéine (s’il s’agit d’'une enzyme
ou d’une protéine ribosomale) ou la substitution d’un nucléotide (s’il s’agit de I’ARN ribosomal). 1l
peut concerner : les beta-lactamines, les aminosides, les macrolides et les quinolones.

On peut rencontrer ce mécanisme dans la résistance plasmidique : dans le cas des macrolides,
une méthylase modifie deux nucléotides du ribosome qui perd son affinité pour 1’antibiotique. Dans
le cas des sulfamides ou du triméthoprime, le plasmide code pour des iso-enzymes qui ne fixent pas
ces molécules [118,121].

6. Diffusion épidémique de la résistance au sein du monde bactérien :

Le transfert a médiation plasmidique du matériel génétique peut se produire de plusieurs
facons, ce qui provoque la propagation de la résistance & au moins un antibiotique parmi les
bactéries de la méme espéce et du méme genre ou d’especes et de genres variés (Figure 02). En
outre, la résistance peut se transmettre entre les bactéries Gram positif et Gram négatif [122,123].
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Figure (02) : Diffusion plasmidique au sein de divers groupes [124]

7. Pathologie et bactéries résistantes aux antibiotiques :

De nombreuses enquétes dans le monde ont dénoncé le mauvais usage qui a été fait des
antibiotiques dans le monde médical. Il en est résulté une large prise de conscience et la conviction
que cette arme précieuse n’avait pas été exploitée au mieux de nos intéréts. Il est clair en effet que
I’'usage intensif des antibiotiques en sélectionnant les bactéries résistantes a favorisé leur capacité
d’agression et les a rendues opportunistes, c’est-a-dire capables a la suite d’une défaillance des
moyens de défense de I’hote (humain), de provoquer une infection.

Ce phénomene de la résistance aux antibiotiques est analysé maintenant dans son contexte et
ses conséquences écologiques. Certaines études ont mis en évidence 1’importance des bactéries R*
(entérobactéries) isolées dans les eaux usées, les eaux de rivicre, les eaux de baignade et méme les
eaux d’alimentation.

En bref, ces analyses tendraient a faire admettre 1’existence d’une augmentation ou d’une
accumulation de bactéries résistantes dans le milieu aquatique. Ainsi, les taux des entérobactéries
R" qui se situe aux environs de 0,1 a 1% dans les matiéres fécales humaines en I’absence de
traitement antibiotique, serait de 10% dans les eaux usées, de 50% dans les eaux de surface, de plus
de 80% dans les eaux d’alimentation. Ces taux pourraient traduire I’existence d’une forte pression
sélective dans ’environnement aquatique. Un certain nombre d’hypotheses sont avancées pour
I’expliquer : avantage sélectif des bactéries résistantes car multirésistantes aux antibiotiques et a
certains métaux lourds ; possibilité de transfert des caractéres de résistance d’une souche a I’autre :
présence dans le milieu d’entérobactéries autochtones (indigenes) résistantes aux antibiotiques. Ces
hypothéses sont restées jusqu’a présent purement spéculatives.

On peut se demander si les aliments (I’eau en particulier) porteurs de bactéries résistantes aux
antibiotiques (B.R.A) sont dangereux pour le consommateur. Ces risques tiendraient a 1’éventuelle
capacit¢ d’implantation des B.R.A dans les flores naturelles de ’homme (tube digestif), a leur
pouvoir de multiplication, enfin a leur pouvoir pathogéne « opportuniste ». Il apparait a la lumicre
des travaux d’écologie microbienne que la capacité des B.R.A a s’implanter dans le tube digestif
n’est pas favorisée ou exaltée par leur résistance aux antibiotiques.

La résistance aux antibiotiques s’accompagne souvent d’une résistance aux métaux lourds, ce
qui pourrait expliquer leur prédominance dans les rejets industriels (toxiques). Ces bactéries
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résistantes sont capables d’opérer des transformations dangereuses (méthylation) a partir des
métaux toxiques comme le mercure, le cadmium, le plomb, I’étain. La forme méthylée qui
s’accumule dans les chaines biologiques marines jusqu’aux poissons est 50 a 100 fois plus toxique

. . PR 4+ . 5 . ;A ~ .
que la forme inorganique initiale (Hg ). Il serait d’un grand intérét de connaitre les conditions
dans lesquelles cette transformation s’établit, au niveau de quel site : sédimentaire ou bien grace a
des hotes biologiques comme le poisson, quels en sont les mécanismes génétiques.

La toxicit¢ du milieu aquatique, marin en particulier, et son évolution, pourront étre mieux
appréhendées par une meilleure connaissance de ces phénomeénes microbiologiques [03].

8. Les antibiotiques en milieu marin :

La persistance des antibiotiques dans les sédiments marins dépend de :

« la nature de I’antibiotique ;
« la nature du sédiment ;
« les conditions environnementales.

Toutefois la présence des antibiotiques dans les sédiments entraine trois conséquences :

« la diminution transitoire d’un facteur 2 a 3 du nombre total de bactéries ;
« ’augmentation transitoire du pourcentage de bactéries sédimentaires résistantes ;
« la perturbation des cycles biogéochimiques de I’azote et du soufre [125].



ETUDE EXPERIMENTALE mateériel et méthodes

I. Matériel :

- Flacons en verre de 250 ml, avec bouchon a vis métallique
- Pipettes graduées : 1 ml, 2 ml, Sml, 10ml, 20ml, 25ml
- Tubes a essais
- Pipettes Pasteur
- Boites de Pétri stériles
- Appareillage de laboratoire :
= Four Pasteur
= Autoclave
= Microscope optique
= Balance de précision
= Compteur de colonies
= Bain-marie
=  FEtuves a: 30°C ; 37°C ; et 44°C
- Milieux de culture (Annexe N°01)
- Réactifs (Annexe N°02)
- Galeries API 20E
- Disques d'antibiotiques

Avant chaque utilisation, la verrerie doit étre soigneusement lavée, rincée, séchée et stérilisée
au four Pasteur a 180°C pendant 2 heures .

II. Méthodes :

1. Préléevement des échantillons :

Un examen bactériologique ne peut étre valablement interprété que s'il est effectué sur un
¢chantillon correctement prélevé, dans un récipient stérile, selon un mode opératoire précis évitant
toute contamination accidentelle, correctement transporté et conservé dans des conditions
satisfaisantes [04,126].

1.1. Sites de prélévement :

Le choix des sites de prélévements est basé sur certains critéres : emplacement géographique,
activités a proximités a savoir urbaines, industrielles,...etc. Ainsi, les sites choisis dans le cadre de
ce travail s'étendent sur la corniche de la willaya de  Annaba. Il s’agit des plages :suivantes :
Joinoville, Saint-Cloud, Chappuis, et Belvedere (Figure 03).

% Plage Joinoville :

Cette plage non surveillée, mais interdite a la baignade, car elle est confrontée a des graves
problémes de pollutions, compte tenue de sa proximité immédiate au complexe A.S.M.L.D.A.L
(usine fabriquant des pesticides).

% Plage Saint-Cloud :

Plage située proche de l'agglomération. Plage assez grande qui s'étend sur 600 m. On a choisi
deux points de prélévement pour cette plage :
< le premier en face d'une forte agglomération (habitations et restaurations).
< le deuxiéme en face d'une clinique.
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¢+ Plage Chappuis :

Plage qui s'étend sur une distance de 800 m. Cette plage trés surveillée, est implantée en milieu
urbain ou le nombre d'habitants est plus élevé que celui de la plage Saint-Cloud. Elle est tres
fréquentée en regard de l'existence d'une infrastructure a caractére lucratif et de restauration. On
note un déversement d'égout directement a la mer. .

% Plage Belvedere :

Plage ¢loignée de I'agglomération, néanmoins, il existe plusieurs chantiers de construction.

1.2. Volume et fréquence des prélevements :

Pour chaque site, un échantillon d'eau d'un volume de 250 ml est prélevé. Pour cette étude, 08
prélévements ont été effectués dans une période allant de 28/02/2003 jusqu'au 08/02/2004, et ceci
afin de cerner les quatre saisons (Tableau 15).

Tableau (15): Calendrier des différents prélévements réalisés.

Saisons Dates de prélevement
Hivers 18 février 2003
] 15 mars 2003
Printemps i
28 avril 2003
, 02 juin 2003
Ete )
09 aotit 2003
14 septembre 2003
Automne
02 novembre 2003
Hiver 08 février 2004

1.3. Mode de prélévement :

L'échantillon destiné a I'analyse microbiologique doit étre prélevé dans des conditions d'asepsie
rigoureuse, et doit étre le plus représentatif possible du milieu d’ou il provient [04,06].

Les prélevements sont effectués dans l'intervalle horaire allant de 9h a 10h 30, et toujours au
méme endroit du site.

Les flacons stérilisés et étiquetés, sont plongés sous I'eau a une profondeur de 10 a 30cm. Ils
sont ouverts sous l'eau, et sont remplis jusqu'au bord, ensuite, le bouchon est également placé sous
l'eau de telle facon qu'il n'y est aucune bulle et qu'il ne soit pas éjecté au cours du transport [06].

1.4. Transport et conservation des échantillons :

L'analyse bactériologique doit étre effectuée le plus rapidement possible, dans un délai ne
dépassant pas 8 heures, apres la prise des échantillons. Au cours des périodes chaudes, quand la
température extérieure est supérieure a 10°C, le transport des échantillons est effectué dans une
glaciére dont la température doit étre entre 4 et 6°C [04,06].
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2. Mesure de pH des échantillons :

Le pH est mesuré¢ par méthode éléctrométrique avec 1'¢lectrode de verre. Le pH-métre est
¢talonné directement en unité de pH.

L'eau a analyser est amenée au contact de l'électrode de verre, qui doit étre rincée a l'eau
distillée avant et apres la mesure de pH de chaque échantillon. La lecture est faite apres stabilisation
de la valeur de pH [06].

3. Analyse microbiologique de I'eau de mer :

Actuellement, le contrdle bactériologique de 'eau est basé sur la technique de filtration sur
membrane. Cependant cette technique n'est pas été utilisée dans le récent travail par manque de
moyens.

Le travail a été limité sur la recherche sélective de certaines bactéries au détriment d'autres,
selon la disponibilité¢ de milieux de culture et de réactifs.

Les dilutions décimales des différents échantillons sont effectuées apres le choix d’une gamme
de dilutions, qui a été faite aprés un essai préliminaire sur des échantillons de 1'eau de mer des
différents sites effectués au mois de février 2003. Les dilutions retenues vont de 107" a 10 [06].

% préparation des dilutions :

Différentes dilutions de 10 jusqu'a 10 sont préparées avec de l'eau physiologique stérile
répartie a raison de 9 ml par tube.
L'échantillon d'eau de mer est agité soigneusement afin d'obtenir une suspension homogene de
bactéries.

A l'aide d'une pipette stérile, prélever 1 ml de I'échantillon mére, l'introduire dans un premier
tube. A partir de cette dilution 10™ ainsi préparée, prélever 1 ml avec une nouvelle pipette stérile,
l'introduire dans un deuxiéme tube, réalisant ainsi la dilution 107, et continuer ainsi jusqu'a
I'obtention de la dilution 10™. Il faut bien homogénéiser la solution ainsi diluée en l'aspirant et la
refoulant avec la pipette.

Au fur et a mesure de chaque dilution, différents milieux sont ensemencés [88].
3.1. Analyse quantitative :

3.1.1. Dénombrement de la microflore aérobie mésophile totale (germes
totaux) : Méthode par ensemencement en surface sur milieu gélosé :

= Principe :

Un faible volume d'échantillon est réparti avec un étaleur stérile, sur la surface d'un milieu
strictement défini et non sélectif. La lecture est faite aprés 24 heures d'incubation a 37°C [04].
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= Milieu de culture :

La gélose tryptone-glucose-extrait de levure (T.G.E.A) [M1] permet la croissance des
microorganismes aérobies et aéro-anacrobies facultatifs ne présentant pas d'exigences particulieres
[06].

= Mode opératoire : [04]

- Prélever une prise d'essai de 0,1 ml de 1'échantillon a analyser, et la déposer a la surface du
milieu en boite de Pétri.

- Etaler soigneusement la goutte sur la surface du milieu.

- Procéder de méme, pour les différentes dilutions : 101,102,102, 10™.

- Les boites ensemencées sont incubées a 37°C pendant 24 heures.

= Lecture:

Le comptage de micro-organismes contenus dans 1 ml d'échantillon n'est autre que le nombre
de colonies comptées, multipli¢ par 10, et éventuellement par l'inverse du rapport de dilution [04].

Le nombre de germes totaux retenu est la moyenne arithmétique des nombres de germes
trouvés pour les différentes dilutions. Les résultats sont exprimés en nombre d'unités formant

colonies (U.F.C) par millilitre d'eau et sont rapportés ensuite au nombre d'U.F.C par 100 ml d'eau
[06] .

3.1.2. Dénombrement des germes indicateurs de contamination fécale:

3.1.2.1. Dénombrement des coliformes totaux, et des coliformes fécaux :

La méthode choisie est la colimétrie par inoculation en milieux liquides (fermentation en tubes
multiples).

Cette technique d'énumération des coliformes est utilisée depuis plus de 80 ans pour le suivi de
la qualité de I'eau [127].

= Principe :

Elle consiste en I'ensemencement de plusieurs dilutions de 1'échantillon, chacune dans une série
de tubes contenant un milieu de culture non véritablement sélectif, mais permettant de mettre en
¢évidence la fermentation du lactose avec production du gaz.

Ensuite, repiquer a partir des tubes positifs sur un milieu de confirmation et incuber a 44°C. La
détermination du nombre caractéristique (nombre de tubes positifs pour chaque dilution) permet

I'établissement du nombre le plus probable de coliformes [04].

= Milieux de culture :

- Le bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol (B.C.P.L) simple concentration S/C et
double concentration D/C [M2,M3] permet de rechercher et de dénombrer les coliformes par la
fermentation du lactose et la production de gaz [02].



ETUDE EXPERIMENTALE mateériel et méthodes

- Le milieu de Schubert [M4] est un milieu plus spécifique que le B.C.P.L, car il contient un
inhibiteur de bactéries Gram (+) et une autre source de carbone qui est le mannitol au lieu du
lactose. il permet d'identifier rapidement Escherichia coli par la mise en évidence de la production
d'indole [104].

= Mode opératoire :

La colémetrie comporte deux temps:

» larecherche présomptive des coliformes.
» larecherche confirmative des coliformes fécaux.

Le dénombrement est effectué suivant la méthode du nombre le plus probable (N.P.P).

1) Test présomptif : dénombrement des coliformes totaux :

Le systeme d'ensemencement choisi consiste a ensemencer des dilutions successives de 1'eau a
-1 2 - \ . 1oas \
analyser (107, 10, 10 3), a raison de 3 tubes de B.C.P.L par dilution c-a-d, ensemencer:

- 3 tubes de 10ml de bouillon a double concentration (D/C) avec 10 ml d'eau diluée a 1/10.
- 3 tubes de 10 ml de bouillon a simple concentration (S/C) avec 1 ml d'eau diluée a 1/10.
- 3 tubes de 10 ml de bouillon a simple concentration (S/C) avec 1 ml d'eau diluée a 1/100.

Tous les tubes sont munis des cloches de Durham pour mettre en évidence le dégagement du
gaz.

Apres inoculation, agiter pour homogénéiser sans faire pénétrer d'air dans la cloche de Durham
et incuber a 37°C pendant 48 heures [04].

= Lecture :

Considérer comme positifs (c-a-d pouvant contenir des coliformes) les tubes ou il se produit
simultanément :
- un trouble dans toute la masse liquide
- un dégagement de gaz dans la cloche (qui doit occuper le 1/10 du volume de la cloche).
- un virage au jaune de l'indicateur coloré (la fermentation du lactose se manifeste par la
production d'acide entrainant le virage du pourpre de bromocrésol au jaune).

Dénombrer dans chaque série le nombre de tubes positifs. Reporter a la table de Mac Grady
(Annexe N°03) pour déterminer le nombre de coliformes totaux présents dans 100 ml d’échantillon.
Le résultat donné par la table est multiplié par 10 [02,04].

Remargue :

Les résultats de cette premicre étape de recherche doivent étre confirmés, car de fausses
réactions peuvent se produire a ce niveau :

e De fausses réactions positives dues aux Bacillus, et Clostridium et autres bactéries
non coliformes fermentant le lactose [06].

e De fausses réactions négatives en présence de nombres ¢élevés en bactéries non
coliformes [127].



ETUDE EXPERIMENTALE mateériel et méthodes

2) Test confirmatif : dénombrement des coliformes fécaux :

La confirmation de la présence de coliformes est réalisée a partir des tubes d'inoculation
positifs, sur un milieu plus spécifique: milieu de Schubert [06].

Ensemencer a partir de chaque tube B.C.P.L positif 2 a 3 gouttes dans un tube de milieu de
Schubert muni d'une cloche de Durham, incuber a 44°C pendant 24 h [02].

= Lecture:

Sont considérés comme positifs les tubes présentant simultanément: une pousse bactérienne et
un dégagement du gaz dans la cloche [04].

Noter le nombre des tubes positifs et exprimer le résultat selon la table de Mac Grady pour
déterminer le nombre le plus probable (N.P.P) de coliformes fécaux par 100 ml d'échantillon [02].

3.1.2.2. Dénombrement des streptocoques fécaux :

Ce dénombrement est fait selon la méthode par ensemencement en milieu liquide en tubes pour
la détermination du N.P.P.

= Principe :

Comme pour les coliformes, ce dénombrement est basé sur l'utilisation de deux milieux
liquides dits: présomptif et confirmatif [06]. Alors que le tube primaire contient déja une certaine
quantité d'azide de sodium, le repiquage a partir des tubes positifs sur un milieu nettement plus
inhibiteur (plus forte concentration en azide de sodium, et présence d'éthyle violet) ne permet que le
développement des streptocoques fécaux [04].

= Milieux de culture :

- Le milieu de Rothe simple concentration (S/C) et double concentration (D/C) [M5,M6]
contient comme agent sélectif I'azide de sodium qui est un inhibiteur des bactéries Gram (-) [104].

- Le milieu de Litsky [M7] contient en plus de I'azide de sodium une faible concentration en
cristal violet qui freine le développement d'autres bactéries Gram (+), alors qu'il ne géne pas celui
des streptocoques. Les autres composants du milieu assurent un développement optimal des
streptocoques [04,128].

= Mode opératoire :

Cette recherche est effectuée par deux tests :
1) Test présomptif :
Ce test consiste en I'inoculation du milieu de Rothe comme suit :

- Ensemencer 3 tubes de 10 ml du bouillon a D/C avec 10ml d'eau diluée a 1/10.
- Ensemencer 3 tubes de 10 ml du bouillon a S/C avec 1 ml d’eau diluée a 1/10.
- Ensemencer 3 tubes de 10 ml du bouillon a S/C avec 1 ml d'eau diluée a 1/100 [02].
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Homogénéiser soigneusement le contenu des tubes, en assurant que la teinte du bouillon est
uniforme en haut et en bas du tube. Incuber a 37°C pendant 48 h.

Les tubes présentant un trouble microbien sont présumés contenir des streptocoques fécaux et
sont soumis au test confirmatif [04].

2) Test confirmatif :

Aprés homogénéisation des tubes positifs, prélever de chacun d'eux, 2 a 3 gouttes et les
introduire dans des tubes contenant le milieu de Litsky. Incuber a 37°C pendant 48h [04].

= Lecture :

L'apparition d'un trouble microbien confirme la présence de streptocoques fécaux. Parfois, la
culture s'agglomere au fond du tube en fixant le colorant et en formant une pastille violette de
signification identique a celle du trouble [04].

Noter le nombre de tubes positifs dans chaque série et se rapporter a la table de Mac-Grady
pour déterminer le N.P.P de streptocoques fécaux présents dans 100 ml d'eau. Le résultat donné par
la table est multiplié par 10 [02].

3.1.2.3. Recherche et dénombrement des bactéries anaérobies (Clostriduim
sulfito-réducteurs) :

La recherche est réalisée selon la méthode par incorporation en milieu gélosé.

= Principe :

Les bactéries anaérobies, sulfito-réductrices ont la propriété de réduire le sulfite de sodium en
sulfure, cette propriété est mise a profit dans les milieux de culture solides préparés, avec une
composition établie en tenant compte d'un volume déterminé d'eau incorporée.

Apres destruction des formes végétatives, par chauffage a 80°C, en ne laissant subsister que les
formes sporulées, 1'échantillon est incorporé a un milieu de base fondu, régénéré, additionné de
sulfite de sodium et de sels de fer. Aprés solidification et incubation, la présence des germes sulfito-
réducteurs se traduit par un halo noir autour des colonies, du a la formation de sulfure de fer
[04,23].

= Milieu de culture :

La gélose viande-foie (V.F) [M8] additionnée de sulfite de sodium et d'alun de fer permet le
dénombrement des spores de Clostriduim sulfito-réducteurs, pouvant étre présents dans l'eau a
analyser [128].

= Mode opératoire : [04,105]

- Agiter soigneusement l'eau a analyser.

- Répartir a I'aide d'une pipette graduée stérile 25 ml d'eau dans des tubes stériles a raison de 5
ml par tube.

- Porter les tubes au bain-marie a 80 °C, pendant 10 min.

- Refroidir immédiatement a l'eau du robinet.



ETUDE EXPERIMENTALE mateériel et méthodes

- Faire préalablement fondre 250 ml du milieu viande-foie, ajouter aprés refroidissement 12,5
ml de la solution de sulfite de sodium a 5%, et 2,5 ml de la solution d'alun de fer a 5%,
mélanger sans faire des bulles.

- Couler la gélose viande-foie sulfitée, dans chacun des tubes contenant I'eau traitée, remplir
et mélanger doucement sans incorporer d'air. Laisser solidifier sur la paillasse

- Incuber a 37°C pendant 48h avec une premicre lecture a 24h.

= Lecture et expression des résultats :

Considérer comme résultant d'une spore de bactérie anaérobie sulfito-réductrice toute colonie
noire entourée d'un halo noir. La taille des colonies varie selon I'espéce bactérienne: Clostriduim
perfringens produit des colonies de grandes tailles (3 a 5 mm de diamétre en 18h [04,128].

Le nombre de colonies par tube est déterminé apres 48h. L'addition des 5 chiffres obtenus,
donne le nombre de spores de Clostridium sulfito-réducteurs contenus dans 25 ml de 1'échantillon
mere. Le résultat final est exprimé par 100 ml d'eau analysée [02].

3.2. Recherche des germes pathogénes :

La recherche des germes pathogeénes n'est pas entreprise en pratique courante dans les analyses
de routine des eaux; elle a une importance particulicre lors d'enquétes épidémiologiques. Dans cette
¢tude, on s'intéresse a la recherche de certains germes pathogeénes responsables d'infections
d'origine hydrique, afin d'évaluer les niveaux de contaminations possibles, et éventuellement
d'évaluer la résistance vis-a-vis des antibiotiques.

Les germes recherchés sont choisis dans les limites des moyens disponibles (milieux de culture,

systtme d'identification et antibiotiques). Les micro-organismes pathogeénes recherchés sont:
Escherichia coli, Salmonella, Shigella, Vibrio, Staphylocoques pathogénes et Pseudomonas.

3.2.1. Recherche d'Escherichia coli pathogéne :

= Principe :

L'eau est ensemencée par étalement en surface sur un milieu non sélectif. La lecture est faite
apres 24 a 48 h d'incubation [02].

= Milieu de culture :

La gélose lactosée au pourpre de bromocrésol (B.C.P) [M9] est un milieu non sélectif, utilisé
pour la détection et l'isolement des Entérobactéries. Ce milieu permet ainsi la pousse de bactéries
non exigeantes. La fermentation du lactose révélée par le virage de l'indicateur coloré de pH, le
pourpre de bromocrésol, qui en milieu acide devient jaune, est le critére de différenciation.

Ce milieu contient des inhibiteurs contre I'envahissement de la boite par les nappes de Proteus
[129].

= Mode opératoire :

Prélever 0,1 ml d'eau de mer, déposer a la surface de gélose et étaler a I'aide d'un étaleur stérile.
Incuber a 37°C pendant 24 a 48h [04].
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= Lecture:
La fermentation du lactose se traduit par le virage du pourpre de bromocrésol au jaune.

« Les colonies lactose (+) sont jaunes.
« Les colonies lactose (-) sont bleues violacées [129].

Parmi les colonies lactose (+) :
Xl Klebsiella et certains Enterobacter donnent des colonies muqueuses.

La plupart des E. coli et des Citrobacter donnent des colonies transparentes non
muqueuses [130].

A Isolement :

L'isolement se fait a partir des colonies lactose positives, ayant les caractéristiques d’E. coli.
Un premier repiquage est réalisé par ensemencement en stries, d'une colonie sur une gélose
B.C.P. Apres 18 a 24h d'incubation a 37°C, un deuxieme repiquage est effectué sur le méme milieu,

dans le but de purifier la culture. Ainsi, les cultures pures obtenues seront soumises a une
identification biochimique [02].

H Identification d'E. coli:
1. Coloration de Gram :

= Principe :
Cette coloration permet de diviser les bactéries en deux groupes: Gram positifs et Gram
négatifs. Celles qui retiennent le violet de Gentiane apres l'action de l'alcool sont Gram (+), celles

qui sont décolorées et prennent ensuite la couleur d'un second colorant sont dites Gram (-).

Cette méthode est basée sur la différence de structure de la paroi chez les deux groupes: fortes
proportions de lipides (20%) chez les Gram (-), faibles proportions chez les Gram (+) [131].

= Technique américaine dite Gram Hucker :

- Préparer un frottis a partir d'une culture bactérienne pure, et la fixer a la chaleur par passages
répétés sur la flamme du bec Bunsen.

- Recouvrir le frottis de violet de Gentiane; laisser agir 1 minute, rincer a I'eau.

- Verser du Lugol et laisser agir pendant 1 minute; rincer a I'eau.

- Décolorer a I’alcool a 95°, entre 15 et 30 min ; rincer a I’eau.

- Recolorer avec de la fuschine pendant 10 a 30 secondes; rincer a I'eau.

- Sécher au dessus de la flamme d'un bec Bunsen.

- Observer a 'objectif (x100) a immersion apres dépot d’une goutte d’huile de cedre.

Les bactéries "Gram positif" apparaissent en violet foncé, tandis que les bactéries "Gram
négatif" se colorent en rose ou rouge [88].
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2. Recherche de 1'oxydase :

= Principe :

L'oxydase : enzyme intervenant dans divers couples d'oxydo-réduction. La recherche de la
phényléne-diamine-oxydase qui agissant sur un substrat incolore, entraine la formation d'une
semiquinone rouge. Cette dernieére trés instable, s'oxyde rapidement en donnant un composé
noiratre [128].

= Technique :

- Déposer sur une lame propre un disque d'oxydase, et l'imbiber avec une goutte d'eau
physiologique stérile.

- Prélever une colonie a l'aide d'une pipette Pasteur et I'étaler sur le disque. En présence
d'oxydase, une coloration violet-brun apparait immédiatement ou en quelques secondes puis
devient noire [04,88].

Si le test oxydase est négatif, et si l'examen microscopique montre la présence de bacilles a
Gram (-), la présence de coliformes est confirmée donc, on continue la recherche et 1'identification
d'E.coli en faisant les tests suivants :

3. Recherche de la fermentation du glucose ;
Recherche de I'utilisation du lactose;
Recherche de 1a production d'hydrogene sulfuré;
Recherche de la production du gaz;

Pour effectuer ces recherches, on utilise le milieu Hajna-Kligler (K.I.A) [M10] ou le milieu
T.S.I (triple sugar iron) [M11]; ce dernier permet en plus, la recherche de la fermentation du
saccharose.

= Principe :

Deux glucides sont trouvés dans le milieu de Hajna-Kligler, le glucose et le lactose.
L'utilisation des glucides par une bactérie suit toujours la loi de la diauxie: quand une bactérie est
capable de cataboliser deux glucides dont le glucose, elle utilise dans un premier temps le glucose
jusqu'a son épuisement dans le milieu. Elle utilisera ensuite le deuxiéme glucide (ici le lactose).

La technique particuliére d'ensemencement du milieu permet de distinguer les phénomeénes
selon leur lieu, pente ou culot [129].

En plus des deux sucres, le milieu K.I.A contient un indicateur de pH, le rouge de phénol, qui
vire au jaune par acidification du milieu, due a l'utilisation des sucres.[44] Par ailleurs, la réduction
du thiosulfate en anaérobiose par certaines Entérobactéries se traduira par la formation du sulfure de
fer noir en présence du citrate ferrique [128].

= Technique :

A partir dune culture pure et jeune, ou a partir d'une suspension bactérienne, ensemencer
abondamment la pente par stries, puis le culot par piqlire centrale. Incuber a 37°C [132].
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= Lecture:
1) Utilisation des sucres :

Sur la pente : l'utilisation de la source de carbone est aérobie. Le principal acide produit est le
dioxyde de carbone.

On peut distinguer plusieurs cas de figure :
« Les bactéries glucose (-) alcalinisent le milieu en utilisant les peptones.
« Les bactéries glucose (+) et lactose (+) acidifient le milieu.
o Les bactéries glucose (+) et lactose (-) acidifient le milieu dans un premier temps par
utilisation du glucose. le glucose étant en faible concentration il sera rapidement épuisé.
Les bactéries utilisent les peptones, ce qui conduit a une alcalinisation du milieu.

Dans le culot : l'utilisation de la source de carbone est anaérobie. Les principaux acides
organiques produits sont non volatils ; ils restent enfermés dans la gélose.

« Les bactéries glucose (-) laissent le milieu alcalin en utilisant les peptones. Ces bactéries
sont en général aérobies strictes, et la culture sera normalement nulle dans le culot.

« Les bactéries glucose (+) et lactose (+) acidifient le milieu.

o Les bactéries glucose (+) et lactose (-) acidifient dans un premier temps le milieu par
utilisation du glucose. Comme sur la pente, le glucose est en faible concentration et il sera
rapidement épuisé. Les bactéries utiliseront alors les peptones en alcalinisant le milieu.
Cependant les acides produits par fermentation sont des acides relativement forts et le
milieu reste acide.

2) Production d'H,S :

La présence de thiosulfate de sodium et de citrate ferrique dans le milieu K.ILA permet
d'apprécier la capacité des bactéries a produire de 1'H,S a partir du thiosulfate. Cette production est
matérialisée par la formation a la limite du culot et de la pente d'un précipité noir de sulfure de fer.
Dans le cas de dégagement trés abondant, toute la partie inférieure du tube peut étre noircie [129].

3) Production de gaz :

Elle se manifeste par l'apparition des bulles de gaz dans le culot, parfois méme une surélévation
de la gélose [132].

= Résultats :

a) Bactérie de type fermentatif du glucose et lactose (+) : culot jaune et pente jaune.

b) Bactérie de type fermentatif du glucose et lactose (-) : culot jaune et pente rouge.

¢) Bactérie de type oxydatif du glucose ou glucose (-) et lactose (-) : culot rouge et pente
rouge.

d) Bactérie de type oxydatif du glucose et lactose (+) : culot rouge et pente jaune. Ces
bactéries sont aérobies strictes : le culot ne doit pas présenter de culture et sera donc
rouge. La pente peut présenter une culture et sera jaune si l'acidification est suffisante et
rouge dans le cas contraire [129].

4. Utilisation du citrate:

= Principe :
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Ce test détermine la capacité qu'a une bactérie d'utiliser le citrate comme une seule source de
carbone.

Le milieu utilisé est le milieu citrate de Simmons [M12]. Il contient le citrate de sodium
comme source de carbone, et le phosphate d'ammonium comme source d'azote [132].

L'utilisation du citrate comme unique source de carbone, est une utilisation aérobie et se
traduira par une alcalinisation du milieu.

L'équation de I'oxydation par respiration aérobie du citrate est: [129].

2 CHs0,° +9 0, St s T

= Technique :

L'ensemencement de la pente se fait par une strie longitudinale, au fil droit, a partir d'une
suspension bactérienne. Ne pas visser le bouchon a fond, afin de permettre les échanges gazeux.
Incuber pendant 24heures voire 3 a 4 jours, a 37°C.

= Lecture:

Seules les espéces capables d'utiliser le citrate de sodium comme unique source de carbone et
d'énergie, cultiveront sur le milieu citrate de Simmons. Elles possédent une enzyme perméase [132].

« Les bactéries citrate (+) alcalinisent le milieu entrainant le virage de l'indicateur de pH (le bleu

de bromophénol) au bleu.
o Les bactéries citrate (-) ne donnent aucune culture et la couleur du milieu reste inchangée [129].

5. Fermentation du mannitol et mise en évidence de 1a mobilité :

= Principe :

Cette étude se fait sur le milieu mannitol mobilité [M13], qui contient du mannitol et un
indicateur de pH : le rouge de phénol [132].

= Technique :

L'ensemencement se fait par piqire centrale a 1'aide d'un fil droit. Incuber pendant 24heures a
37°C [129].

= Lecture:

La fermentation du mannitol entraine le virage de 1'indicateur de pH au jaune, par acidification
du milieu.

La mobilité de la bactérie se traduit par la formation d'un voile autour de la piqare [132].

6. Recherche de l'indole :

= Principe :
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Certaines bactéries dégradent le tryptophane en indole grace a une tryptophanase, la culture
est effectuée sur un milieu riche en tryptophane: I'eau peptonée exempte d'indole [M14]. L’indole
produit sera révélé par le réactif de Kovacs [128].

COOH

- + CH3-CO-COOH + NH3
N NH» N

w
-

Tryptophane Indole

= Technique :

Ensemencer un tube d'eau peptonée exempte d'indole. Apres incubation pendant 24heures a
37°C, ajouter quelques gouttes de réactif de Kovacs, agiter 1égérement et laisser le réactif remonter
a la surface. La lecture est immédiate. Lorsqu'il y a production d'indole, ce composé est extrait de
la culture par le réactif qui se rassemble en une couche rose ou rouge a la surface. Si la coloration
de réactif est inchangée, la réaction indole est négative [02].

7. Etude de la voie de fermentation du glucose : test Voges Proskauer (VP)
- Rouge de méthyle (RM):

= Technique :

Ensemencer largement le milieu Clark et Lubs [M15]. Aprés incubation a 37°C pendant
24heures, partager la culture en deux tubes 1'un pour le test VP et l'autre pour le test RM.

7.1. Test RM :

= Principe :

Ce test détermine si la bactérie suit la voie des acides mixtes quand la fermentation du glucose
conduit a la production de nombreux acides organiques plus ou moins forts (acides : succinique,
malique, oxalique, acétique, butyrique, formique...), du CO, acide faible et volatil. Le test RM
consiste a apprécier le pH du milieu aprés 24 heures de culture, par un indicateur de pH qui est le
rouge de méthyle. Cet indicateur est jaune a pH >7 et rouge a pH<4,5 [129].

= Lecture:

Ajouter 2 a 3 gouttes de rouge de méthyle.

« Une réaction RM (+) se traduit par une coloration du milieu au rouge, ce qui signifie une forte
acidification. Donc la bactérie suit la voie des acides mixtes, elle est dite RM (+).

« Une réaction RM (-) se manifeste par coloration du milieu au jaune, ce qui indique une faible

alcalinisation, due a la production d'acides organiques relativement faibles et plutot du CO,,
par la voie butane-diolique. La bactérie est dite RM (-).[129].

7.2. Test Voges Proskauer :
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= Principe :

Ce test détecte la capacité qu'a une bactérie de produire de 1'acétoine (acétyl méthylcarbinol).
Dans cette voie, la fermentation butanediolique conduit & des quantités moins importantes d'acides
organiques, une proportion non négligeable du pyruvate étant transformée en acétoine, réduite en
générale en butanediol.

La réaction VP consiste a mettre en évidence, par une réaction colorée, le butanediol et
I'acétoine [129].

En présence d'une base forte, 1'acétoine donne une coloration rouge [02].

CH:- CHOH-CO-CH- > CH;-CO-CO-CH;
Acétoine Diacétyl
= Lecture:

Ajouter successivement les réactifs: VP (alpha-naphtol) a 5% dans 1'alcool, et VP, (hydroxyde
de sodium ou de potassium) a 40%. Incliner le tube pour permettre une bonne oxygénation.
Attendre quelques minutes a une heure. [129,132].

Une réaction VP (+) se manifeste par une coloration rose ou rouge, donc la bactérie suit la voie
de I'acétyle méthylcarbinol, elle est dite: VP (+).

8. Recherche de l'uréase et la tryptophane désaminase (T.D.A) :

Ces deux tests sont réalisés sur le milieu de Ferguson: milieu urée-indole [M16].

= Technique :

Ensemencer abondamment 0,5 ml du milieu urée-indole. Incuber a 37°C pendant 18 a 24h.
8.1. Recherche de l'uréase :

= Principe :

Toutes les bactéries hydrolysent 1'urée :

_—NH. =
CO\ + H,0 > HOOC-NH, + NH;
NH,;

Seule une uréase tres active aboutit finalement a la réaction :

HOOC-NH, —— > (CO,+NH,

CO;, et NH; se combinent donnant du carbonate d'ammonium :

CO, + 2NH; + H,O > CO;(NH4),
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Le carbonate d'ammonium formé alcalinise les milieux.

La recherche de l'uréase consiste a constater l'alcalinisation du milieu, due a 1'utilisation de
I'urée comme source d'azote, par la bactérie [128].

= Lecture :

La présence d'uréase se traduit par le virage de l'indicateur de pH, le rouge de phénol, au rouge
violacé ou au rose-rouge. Ce virage est du a l'alcalinisation du milieu.

Une réaction uréase (-) est déduite, si la coloration du milieu ne change pas, ou vire vers le
jaune citron. [02].

8.2. Recherche de la T.D.A :

= Principe :

La désaminase agit sur le L-tryptophane en donnant 1'acide indole-pyruvique :

COOH OOH
AN NN O/C
F

> | C

+ NH;
N NH, N

L-Tryptophane Acide indole-pyruvique

L'acide indole pyruvique donne avec le perchlorure de fer une coloration brune rouge [128].

= Lecture:
Ajouter 2 gouttes du réactif de T.D.A: le perchlorure de fer dilu¢ au 1/3.

e Une réaction T.D.A (+) se manifeste par une coloration brun-rouge avec présence d'un
précipité.

« Une réaction T.D.A (-) est constatée si la coloration du milieu est jaune orangée [02].

9. Dégradation des acides aminés: recherche des (lysine, ornithine)
décarboxylases : LDC et O.D.C :
= Principe:

Ce test détecte la capacité qu'a une bactérie de produire des décarboxylases (L.D.C et O.D.C),
enzymes qui décarboxylent respectivement la lysine et 1'ornithine en cadavérine et putrescine.
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Le test est réalis¢ sur des milieux liquides contenant le glucose, I'acide aminé considéré et
l'indicateur de pH: le pourpre de bromocrésol.

Le principe de ce type de test est le suivant: dans un premier temps, les bactéries fermentent le
glucose et le milieu s'acidifie. Dans un deuxi¢me temps, les enzymes actifs sur les acides aminés
mentionnés, et dont l'action est favorisée par le pH acide, forment a partir des acides aminés des
substances alcalines. L'indicateur de pH devient jaune a pH=5.,4, et violet a pH=7.

A noter qu'il faut prévoir un témoin qui, contient seulement le glucose et l'indicateur de pH. Ce
témoin doit devenir et rester jaune [132].

= Technique :

Ensemencer deux a 3 gouttes de la suspension bactérienne, trois tubes contenant
respectivement:
« milieu Moéller + lysine (L.D.C) [M17]
 milieu Moéller + ornithine (O.D.C) [M18]
« milieu Moéller (t¢émoin).

Recouvrir le milieu d'une couche de vaseline stérile pour créer l'anaérobiose. Incuber a 37°C
pendant 24 heures [132].

= Lecture:

o« Un milieu mauve pale a violet foncé avec culture, indique la présence d'une
décarboxylase.

« Un milieu jaune montre la fermentation du glucose et l'absence d'une décarboxylase [133].

10. Recherche de la p —galactosidase :

C'est une recherche complémentaire a I'étude de la dégradation du lactose; elle est encore
appelée test ONPG (orthonitrophényl- B-D- galactopiranoside) [88].

= Principe :

Le test ONPG permet de détecter I'enzyme capable de scinder la molécule du lactose en
glucose et galactose.

Son principe repose sur le fait que 'ONPG, analogue structural du lactose, incolore s’hydrolyse
par 'ONPG hydrolase, en galactose, et en orthonitrophénol, composé soluble jaune [88,128].

= Technique :

Préparer une suspension bactérienne laiteuse dans 0,5 ml d'eau physiologique stérile. Plus la
suspension sera dense, plus rapide sera la réaction

Ajouter un disque d'ONPG, et incuber a 37°C jusqu'a 24 heures au maximum. La réaction peut
se montrer positive pour des temps d'incubation variant entre quelques minutes et 24 heures [88].
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s Lecture :

« Une coloration jaune citrine indique un test ONPG (+).
« Une absence de coloration signifie un test ONPG (-) [88].

11. Recherche des enzymes respiratoires :
11.1. Recherche de la catalase :

= Principe :

La catalase est une enzyme qui catalyse la décomposition du peroxyde d'hydrogene (H,O,) en
eau et en oxygene, selon la réaction suivante:

catalase
2H202 > ZHZO + 02

La catalase est synthétisée par la plupart des bactéries aérobies, elle élimine 'H,O, produit au
cours du métabolisme aérobie en empéchant son accumulation, vue sa 1étalit¢ pour la cellule
bactérienne [132].

= Technique :

Sur une lame porte-objet, déposé une goutte d'H,O; a 10 volumes; puis dissoudre une colonie
de la bactérie, prélevée sur la culture en milieu gélos¢ [88].

= Lecture :

La présence de la catalase se marque par un dégagement immédiat des bulles gazeuses [132].
11.2. Recherche de la nitrate réductase :

= Principe :

Certaines bactéries peuvent utiliser les glucides en anaérobiose en présence d'un accepteur
d'hydrogeéne qui peut étre l'ion NO; Ces bactéries possedent une enzyme spéciale, la nitrate
réductase, qui catalyse la réduction des nitrates (NOj3') en nitrites (NO;"), elle est recherchée selon
la réaction de Griess : [80]

H,O

2H
NO< +H' N NOs +H

Nitrate réductase

= Technique :

Ensemencer un tube de bouillon nitraté (1%. de KNO;) [M19] a partir de la suspension
bactérienne. Incuber pendant 24 heures a 37°C [80].

= Lecture:

Aprées avoir vérifié la présence de culture ajouter 4 gouttes de chacun des réactifs de Griess :
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Nit I et Nit II. Ces réactifs se combinent a tout nitrite présent pour former un colorant rouge
grenadine.

« L'apparition d'une telle coloration ou une coloration rose est signe de transformation de
nitrates en nitrites. L'espéce est alors, nitrate réductase (+).

« L’absence de coloration ne signifie pas obligatoirement que 1'espeéce est NR (-). Elle peut
signifier deux cas :

a) les nitrates n'ont pas été réduits ;
b) les nitrites sont formés, mais ont été ensuite, réduits, en azote, c-a-d que la bactérie a
dépassé le stade de nitrites

Pour distinguer entre ces deux possibilités, on procéde a un test confirmatif, c'est la réaction
de Zoo-Bell.

I1 consiste a tester le milieu pour la présence de nitrates en ajoutant une pincée de poudre de
zinc, réducteur de nitrates.

« s'il persiste de nitrates dans le milieu, le zinc va les réduire en nitrites, et la coloration apparait,
l'espece sera alors définitivement NR(-)

« si au contraire, les nitrites ont ét¢ dégradés, le milieu reste incolore, et 1'espéce est dite alors
NR(+) [132,133].

3.2.2. Recherche de Salmonella et de Shigella :
= Principe:
La méthode de recherche des ces deux bactéries, découle de deux données :
« d'une part leur présence en nombre relativement faible dans les eaux, ainsi que leur difficulté
d'y survivre.
o d'autre part, I'existence habituelle d'un nombre important de germes d'accompagnement
d'origine fécale (coliformes, streptocoques) ou non (Pseudomonas, Achromobacter,...ctc).

Ces germes ont tendance a supplanter les germes pathogenes, qui disparaissent rapidement.

Ces constatations entrainent I'obligation d'utiliser des milieux d'enrichissement sélectifs dans le
but d'inhiber le développement des autres bactéries [04].

= Milieux de culture :

a) milieu d'enrichissement :

Le bouillon au sélénite (S.F.B) ou milieu de Leifson [M20], ensemencé avec un produit
polymicrobien renfermant des Salmonella, permet d'augmenter la proportion de ces derniers et
d'inhiber la croissance des bactéries coliformes et des entérocoques dans les 12 heures suivant le
début de l'incubation; ensuite, 'action inhibitrice diminue lentement. Salmonella et Proteus en
revanche sont peu inhibés des le début [134].

b) milieux d'isolement :

-La gélose Hektoen [M21] : la présence de l'extrait de levure, de sucres et de peptones dans
ce milieu favorise la croissance de Salmonella et de Shigella ; des sels biliaires assurent le pouvoir
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sélectif en limitant le développement des coliformes et de Proteus [128].

Le milieu Hektoen contient trois types de glucides: la saliciline, le saccharose et le lactose.
L'orientation de I'identification des colonies isolées est fondée sur I'attaque de ces trois glucides, les
Salmonelles et les Shigelles n'attaquant aucun de ces glucides.

Un autre caractere biochimique que 1'on peut suivre sur ce milieu est la production d'H,S a
partir de thiosulfate. Elle se traduit par I'obtention des colonies a centre noire, coloration due a la
formation de sulfate de fer. Deux indicateurs sont présents dans le milieu: le bleu de bromothymol,
et la fuschine acide qui se colore en présence d'aldéhyde, on observe alors une teinte saumonée si la
souche utilise un ou plusieurs glucides présents [129].

-La gélose Salmonella-Shigella (S-S) [M22] : ce milieu contient trois inhibiteurs : sels
biliaires, vert brillant et forte concentration en citrate de sodium. Ceux-ci empéchent la pousse de
toutes bactéries Gram (+), et rendent difficile la croissance des bactéries Gram (-) autres que
Salmonella et Shigella. Le milieu contient du lactose dont la fermentation est révélée par le virage
de l'indicateur coloré, le rouge neutre, a sa teinte acide. Il contient aussi de thiosulfate a partir
duquel les bactéries qui en sont capables de pousser peuvent produire H,S, qui sera révélé par le
citrate ferrique. Si la bactérie produit 1'H,S, en présence du fer III, un précipité noir se forme au
centre de la colonie [129].

= Mode opératoire :

La recherche de Salmonella et de Shigella comporte plusieurs étapes:

1- Enrichissement : introduire 1 ml de 1'échantillon d'eau dans 10 ml de S.F.B. Incuber a 37°C
pendant 24h [02].

2- Isolement : a partir du bouillon d'enrichissement, effectuer des isolements sur les deux milieux:
S-S et Hektoen. Incuber a 37°C pendant 24 a 48h [04]

3- Lecture : apres 24heures, il est possible de différencier les colonies a lactose (+), et au bout de
36 a 48h, toutes les colonies ont généralement leurs aspects caractéristiques selon le milieu
d'isolement [04]. Les bactéries seront suspectées sur la base de 1’aspect des colonies sur chacun
des milieux comme il sera montré dans les tableaux 16 et 17.

4- Identification : tout type de colonies dont l'aspect est caractéristique ou douteux, doit étre

soumis a une confirmation [04] Pour cela, on procede aux mémes tests d'indentification que
ceux réalisés pour la recherche d'E.coli.

Tableau (16): Lecture sur la gélose S-S [133]

Signification

T Bactéries suspectes
biochimique

Aspects des colonies

« Enterobacter
« Klebsiella
« Autres coliformes (E.coli)

Lactose (+)

colonies rouges S ()
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colonies rouges a centre noir Lactose (+) . Cit_robacter freundii
H,S (+) o Arizona
« Salmonella H,S (-)
« Shigella
colonies incolores transparentes Lactose (-) * Serratia
H,S (-) « Alkalescens
« E. Hafniae

« Proteus morganii

« Salmonella H,S (+)
« Proteus vulgaris
« Proteus mirabilis

Lactose (-)

colonies incolores a centre noir
H,S (+)

Tableau (17): Lecture sur la gélose Hektoen [04,133]

Aspects des colonies Signification biochimique Bactéries suspectes

« E.coli

« Citrobacter diversus
Saccharose et/ou lactose « Klebsiella

et/ou salicine positives « Enterobacter

« Serratia

H,S (-) « Arizona

« Levinea

« Yersinia

colonies jaune saumon

Saccharose et/ou lactose
. . . et salicine positives « Citrobacter freundii
colonies jaune saumon a centre noir .

« Proteus vulgaris

H,S (1)

« Shigella

« Salmonella a H,S (-)
« Providentia

« Proteus morganii
 Proteus rettgeri

Saccharose et lactose

. N et salicine négatives
colonies vertes ou bleuatres g

HaS (-)

Saccharose et lactose
. A \ . et salicine négatives o Salmonella
colonies vertes bleuatres a centre noir s
« Proteus mirabilis

H,S (1)

Remargue :

Les Pseudomonas peuvent se développer sur la gélose Hektoen, en donnant des petites
colonies bleu brunatre avec éventuellement un centre noir. Le Vibrion cholérique donne des
colonies jaune rosé [04].

3.2.3. Recherche du Vibrion cholérique et des Vibrio :

Il est rare que la recherche du Vibrion cholérique dans les eaux en général présente un intérét.
Par contre, quand une épidémie risque de se propager par la présence de la maladie, il est utile de
procéder a des controles dans les eaux de surfaces qui peuvent étre souillées par les selles de ces
malades [04].
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= Principe :

Aprés enrichissement en milieu hypersalé, et aprés isolement d'une part sur un milieu non
sélectif, d'autre part sur un milieu sélectif, I'identification est basée essentiellement sur des épreuves
immunologiques [04].

= Milieux de culture : [128]

a) milieu d'enrichissement :

L'eau peptonée alcaline (E.P.A) [M23] freine la pullulation de la microflore secondaire qui
risque de géner l'isolement.

b) milieux d'isolement :

-Gélose nutritive (G.N) [M24] : utilisée comme milieu non sélectif pour l'isolement du
vibrion cholérique.

-Gélose hyperalcaline [M25] : la forte alcalinit¢ du milieu inhibe largement les
entérobactéries dans I'eau d’ou son utilisation comme milieu d'isolement sélectif.

= Mode opératoire : [04,135]

1- Enrichissement :

Ajouter 1 ml de I'eau a analyser dans un tube de 10 ml d'E.P.A. Incuber a 37°C pendant 3h.
Prélever en surface et ensemencer un nouveau milieu d'enrichissement. Incuber a 37°C pendant 3h.

2- Isolement :

Prélever a la surface du dernier milieu d'enrichissement et ensemencer une boite de GN, et une
boite de gélose hyperalcaline. Incuber a 37°C pendant 24h.

3- Identification :

Les colonies de Vibrion sont fines, blanches sur gélose hyperalcaline, et fines transparentes sur
G.N. [24]81. L'identification est faite sur des colonies provenant de 1'un et de l'autre de ces milieux
comme suit :

- Un examen microscopique entre lame et lamelle pour examiner la morphologie des

bactéries : forme incurvée, flagelle polaire unique, ainsi que la mobilité.

- Un examen microscopique aprés coloration de Gram montre que le bacille cholérique est

Gram négatif.

- Une recherche de I'oxydase: le Vibrion est oxydase (+).

- Une galerie biochimique qui pourra étre une API 20E ou de préférence une API NE.

- Un sérotypage : c'est la confirmation par des épreuves d'agglutination, pratiquées a l'aide de

sérums agglutinants, présentés commercialement sous forme lyophilisée ou liquide,
polyvalents ou monovalents.

Cette derniére ¢tape n'a pas été effectuée a cause de la non disponibilité des sérums
agglutinants.

3.2.4. Recherche des staphylocoques pathogenes :
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C'est surtout dans les eaux de baignade, que cette recherche présente un intérét pratique [04].

= Principe :

Aprés enrichissement en milieu contenant du tellurite de potassium comme inhibiteur, la
culture est faite sur un milieu de Chapman. Ce milieu, du fait de la haute concentration en chlorure
de sodium inhibe le développement des germes Gram (-) et certaines bactéries Gram (+) [128].

= Milieux de culture :

a) milieu d'enrichissement :

Le bouillon de Giolitti Cantoni (G.C) [M26] additionné de tellurite de potassium a 0,8%, dont
’action du tellurite permet le développement sélectif de Staphylococcus [02].

b) milieu d'isolement :

Le milieu Chapman [M27] est un milieu sélectif qui contient de fortes concentrations en NaCl
(75 g/1) permettant ainsi la croissance des germes halophiles et halotolérants, dont le genre
Staphylococcus. Il permet aussi d'étudier la fermentation du mannitol mise en évidence par virage
au jaune de l'indicateur coloré, le rouge de phénol [129].

¢) milieux d'identification :

-Le bouillon cceur-cerveau (B.H.I.B) [M28] est bien adapté a la croissance des micro-
organismes, quelque soit leur mode respiratoire (aérobiose ou anaérobiose) [134].

-La gélose Mueller-Hinton [M29] est utilisée pour réaliser le test a la bacitracine dans le but
de différencier les staphylocoques des microcoques.

= Mode opératoire :

1- Enrichissement :

Préparer d'abord le milieu d'enrichissement par addition de 15 ml de tellurite de potassium a
0,8% dans un flacon de 250 ml de bouillon de Giolitti Cantoni. Ensemencer 3 tubes de 15 ml de ce
milieu avec 1ml des dilutions (10°, 10", 10?). Incuber & 37°C pendant 24 a 72heures. Aprés la
période d'incubation, les tubes ayant virés au noir seront considérés comme positifs [02].

2- Isolement :

A partir des tubes d'enrichissement positifs, effectuer des isolements sur milieu de Chapman.
L'ensemencent doit étre massif, en stries serrées, ou par inondation. Incuber a 37°C pendant 24 a
36h [128,129].

3- Lecture :
 Les colonies de Staphylococcus aureus sont de taille importante , elles s'entourent d'un halo

jaune du a l'attaque du mannitol, et élaborent souvent leur propre pigment dont la production
s'accentue apres la sortie de 1'é¢tuve [04,128].
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o Les autres espéces de Staphylococcus donnent des colonies généralement plus petites, rosées et
n'entrainent pas de virage du milieu.

Le milieu de Chapman permet seulement une orientation pour l'identification de 1'espéce
Staphylococcus aureus, une confirmation par des tests plus spécifiques reste obligatoire [128].

4- Identification :
Repérer les colonies suspectes, et effectuer les tests suivants:

a. Coloration de Gram : les staphylocoques apparaissent a l'examen microscopique : des
cocci a Gram positif regroupés en diplocoques ou en petits amas (grappes de raisin).

b. Recherche de la catalase : toutes les espéces de genre Staphylococcus sont catalase
positive [56].

c. Test a la bacitracine :
= Principe :

Ce test permet la différenciation entre les microcoques et les staphylocoques, ces derniers sont
plus résistants a la bacitracine [105].

= Technique :

Ce caractere est recherché par la méthode de diffusion en gélose de Mueller-Hinton avec un
disque de papier chargé a 0,02 U.I de bacitracine. L'incubation se fait a 35°C pendant 18h.

= Lecture:

Les staphylocoques se développent au contact du disque, alors qu'une zone d'inhibition de 10 a
25 mm existe dans le cas des microcoques [105].

d. Recherche de la staphylocoagulase :
= Principe :

Parmi les staphylocoques, seules les souches de Staphylococcus aureus peuvent coaguler le
plasma humain ou de lapin oxalaté dans un délai de 3 heures.

= Technique :
1- préparation des cultures :

A partir de colonies suspectes sur milieu Chapman, ensemencer un bouillon ceeur-cerveau et
incuber a37°C pendant 18 heures [02].

2- préparation du plasma

Reconstituer stérilement le plasma avec 10ml de solvant, agiter 1égérement pour favoriser la
dissolution en évitant la formation de mousse.
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3- épreuve de la coagulase:

Me¢élanger dans un tube a hémolyse 0,5 ml de plasma dissous et 0,5 ml de la culture de
staphylocoque. Porter a I'étuve au bain-marie a 37°C.

Les souches de Staphylococcus aureus provoquent la coagulation du plasma en un temps
variant d'une demi-heure a 3 heures. La prise en masse du plasma est généralement totale, au point
que le tube peut étre retourné. Quelquefois, le caillot est moins compact, mais encore dans ce cas,
I'épreuve doit étre tenue pour positive si elle se traduit avant la 3°™ heure.

e. Fermentation du mannitol : [128]

= Principe :

Contrairement aux autres espéces de Staphylococcus, S.aureus et S.saprophyticus sont
capables de puiser de 1'énergie par fermentation du mannitol.

= Technique :

Une atmosphére anaérobie est créée a l'intérieur d'une jarre a 1’aide d'une bougie allumée. Le
milieu de Chapman ensemencé par la souche est incubé dans cette atmosphére a 37°C pendant 24h.

= Lecture:
La fermentation du mannitol se manifeste par le virage du milieu au jaune.

Les autres tests d’identification sont réalisés comme ceux déja effectués pour 1’identification
des entérobactéries qui sont :

- la recherche de : la fermentation du glucose, l'utilisation du lactose, et du saccharose; réalisée
sur le milieu T.S.L.

- larecherche de la nitrate réductase.

- le test Voges-Proskaurer (V.P).

- la recherche de l'arginine déshydrogénase (A.D.H) réalisée sur le milieu Moéller + arginine

(A.D.H) [M30] selon le méme protocole de la recherche des décarboxylases.

la recherche de l'uréase.

3.2.5. Recherche de Pseudomonas aeruginosa :

= Principe :

Un milieu sélectif, spécifique de la culture de Pseudomonas aeruginosa est ensemencé en
surface. Les colonies suspectes seront confirmées par subcultures sur milieux d'identification [04].

= Milieux de culture :

a) milieu d'isolement :

La gélose au cétrimide [M31] est un milieu sélectif qui permet 1l'isolement des Pseudomonas et
notamment des Pseudomonas aeruginosa. Il contient :

o un antiseptique, le cétrimide (bromure de N-cétyle-N, N-triméthylammonium), qui inhibe
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beaucoup de germes.

« un antibiotique a spectre étroit; I'acide nalidixique , qui inhibe les bactéries Gram (-).

o des produits favorisant la production de pigments: le sulfate de potassium et le chlorure de
magnésium [104,129].

b) milieux d'identification :

Les milieux de King (King A, King B) [M32,M33] permettent de différencier les especes du
genre Pseudomonas, par la mise en évidence de la production de pigments spécifiques [129].

= Mode opératoire :

1- Isolement :

Etaler 0,5 ml d'eau a la surface de la gélose au cétrimide. Incuber a 37°C pendant 24 heures.
2- Lecture :

Les colonies de Pseudomonas aeruginosa ont un diamétre de 1,5 & 2 mm, un contour
circulaire, une surface lisse et brillante, une couleur blanc créme, un aspect muqueux et sont parfois
déja accompagnées d'une production de pigment bleu-vert qui commence a diffuser avec émission
de fluorescence sous U.V [04].

Pseudomonas aeruginosa dégage une odeur caractéristique de seringa due a la production
d'ortho-amino-acétophénol intermédiaire du métabolisme du tryptophane et non liée a la production

de pigment [61].

En outre, on peut observer des colonies plus ou moins jaunatres présomptives d’autres especes
de Pseudomonas [104].

3- Identification :

Pour la confirmation de Pseudomonas aeruginosa, procéder aux différents tests biochimiques
d'identification communs, cités précédemment, et réaliser les recherches plus spécifiques suivantes :

a. Recherche des pigments spécifiques:

= Principe : [80,129]

L'¢laboration des pigments est influencée par la composition du milieu, ce qui justifie
l'utilisation de deux milieux différents :

« La production de pyocyanine, due spécifiquement a Pseudomonas aeruginosa, est favorisée par
la présence d'ions inorganiques et de certains acides aminés qui composent le milieu King A.

e La production de pyoverdine, caractéristique du groupe fluorescent, dépend de la nature des
peptones, et favorisée par la teneur élevée en phosphate présents dans le milieu King B.

= Technique :
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Ensemencer les deux milieux: King A et King B en faisant une strie médiane a la surface de
la gélose. Fermer les tubes sans serrer et incuber a 30°C pendant 1 a 4 jours [80,88].

= Lecture :

La présence de pigments diffusibles se traduit par I'apparition d'une couleur qui peut diffuser
sur toute la pente [129].

Sur le milieu King A : les colonies typiques sur ce milieu sont colorées en bleu-vert, parfois en
brun-rose (pyorubine). La pyocyanine est extraite par le chloroforme. Verser 0.5 ml de chloroforme
sur la culture, laisser la 10 & 15 min, en position inclinée : la pyocyanine trés soluble dans la
chloroforme, le colore en bleu [80].

Sur le milieu King B : la production de pyoverdine se manifeste par une coloration jaune-verte,
avec une fluorescence observée au U.V a 340 n.m. Ce pigment est insoluble dans le chloroforme
[133].

b. Croissance a 41°C et 4°C :

Ensemencer une colonie sur deux tubes de gélose nutritive. Incuber 1'un de ces tubes a 41°C,
l'autre a 4°C. Procéder a la lecture apres 24 a 48 heures [04].

Pseudomonas aeruginosa peut se développer a 41°C, mais non a 4°C.
3.2.6. Recherche de Candida albicans et des champignons:

= Principe :

Un milieu sélectif est ensemencé en surface, les colonies développées apres incubation seront
confirmées par des tests d'identification complémentaires.

1- Isolement :

= Milieu de culture :

La gélose Sabouraud + chloramphénicol [M34] contient le chloramphénicol : 1’antibiotique
inhibe la plupart des contaminants microbiens.

sTechnique :

Etaler 0,5 ml d'eau, en surface du milieu. Incuber a 37°C pendant 24 a 48h, ensuite prolonger
l'incubation a la température ambiante du laboratoire.

= Lecture :
La lecture se fait au bout de 48 heures, et peut aller jusqu'a 7 jours. Les colonies de Candida
albicans apparaissent bombées, crémeuses et blanchatres. Elles sont lisses et peuvent se plisser en
vieillissant [136].

2- Identification :

La technique d'identification classique repose sur la blastére : filamentation en sérum, exclusive
a I'espece Candida albicans [136].
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= Technique :

Incuber 1 ml de suspension de la souche de levure suspecte avec 1 ml de sérum humain
pendant 3 heures a 37°C.

= Lecture :

Observer au microscope entre lame et lamelle. Candida albicans montre des tubes germinatifs,
qui sont minces et plus longs que les cellules meres.

4. Sensibilité aux antibiotiques :

4.1. Antibiogramme par méthode de diffusion en milieu gélosé: méthode des
disques/ antibiogramme standard :

Cette méthode est la plus utilisée dans les laboratoires du diagnostic. Elle n'est applicable
qu'aux bactéries qui donnent une croissance visible aprés une incubation d'une nuit.

= Principe :

Des disques d’antibiotiques sont disposés a la surface d'un milieu gélosé adéquat,
préalablement ensemencé avec une culture pure de la souche a étudier. Dés l'application des disques
d’antibiotiques diffusent de manic¢re uniforme si bien que leurs concentrations sont inversement
proportionnelles a la distance du disque. Un gradient de concentration s'établit dans la gélose).
Aprés incubation, les disques s'entourent de zones d'inhibition circulaires correspondant a une
absence de culture [56,88,132,137,138,139].

= Milieu de culture :

Le milieu retenu pour la majorité des espéces bactériennes est celui de Mueller-Hinton, ce
milieu est standardisé d'une maniére que :

o Il permet la croissance de nombreuses bactéries, et il ne contient pas d'inhibiteurs des
antibiotiques.

o Son pH compris entre 4,2 et 7,2 permet une bonne croissance bactérienne et réalise un
compromis pour l'activité des antibiotiques [139].

« Un pH trop acide augmente l'activité des B-lactamines, tétracyclines et acide fusidique.
o Un pH trop basique augmente l'activit¢ des aminosides, des macrolides, lincosamides et
sterptogramines [137].

Sa concentration en :
« Tons mg'" est comprise entre 10 et 25 mg/l.
« Tons Ca"" est comprise entre 20 et 50 mg/1 [137].

Des concentrations trop ¢élevées de ces ions inhibent l'action des aminosides, des tétracyclines
et des polymixines [139].

Sa concentration en thymidine est inférieure a 0,03 mg/l. toute concentration supérieure a cette
valeur risque de donner de fausse résistance avec le triméthoprine et I'association triméthoprine-
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sulfamides [137].

= Mode opératoire :

1- Préparation de I'inoculum : [137]

L'inoculum est préparé de fagon a obtenir apres incubation des colonies juste confluentes; il est
obtenu a partir d'une culture jeune de 18 a 24 heures (phase stationnaire) sur gélose non inhibitrice:
gélose nutritive pour les bactéries a Gram (-) et gélose Chapman pour les staphylocoques.

Prélever au moins 3 colonies de la bactérie et émulsionner dans 5 ml de I'eau physiologique
stérile.

2- Ensemencement :

L’ensemencement se fait par la méthode de Kirby-Bauer, par écouvillonnage.

- Plonger un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et laisser s'imbiber.

- Le sortir du tube en 'essorant doucement sur la paroi.

- Ensemencer la boite de Mueller-Hinton dont 1'épaisseur de la gélose est de 4mm, en
frottant 1'écouvillon sur sa surface et en tournant la boite 3 fois de 60°C afin d'assurer
une bonne distribution de I'inoculum.

- Laisser sécher les boites pendant 15 a 20 minutes.

3- Application des disques et incubation :
- Appliquer les disques a l'aide d'une pince préalablement flambée, en appuyant
légerement.
- Incuber a 37°C pendant 16 a 18h.
4- Lecture :
Pour chaque antibiotique: mesurer le diamétre de la zone d'inhibition au revers de la gélose, et

reporter cette mesure sur l'échelle de concordance correspondante et indiquer si la bactérie est
sensible, intermédiaire ou résistante.
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4.2. Antibiotiques utilisés :

Le choix des antibiotiques testés sur les différentes espéces bactériennes isolées, repose d'une
part, sur l'identification du genre et son profil habituel vis-a-vis des antibiotiques (résistances
naturelles et résistances acquises possibles), et d'autre part, sur le spectre d'activité de chaque
antibiotique et son action sur les bactéries a Gram (—) et/ou sur les bactéries a Gram(+)
[140,141,142,143,144,145,146]. En plus, les antibiotiques ont été sélectionnés selon leur
disponibilité.

Les antibiotiques utilisés pour les bactéries a Gram (-), sont représentés dans le tableau 18.

Pour les staphylocoques, en plus de la streptomycine, la gentamycine, le chloramphénicol et la
tétracycline, d'autres antibiotiques ont été utilisés (Tableau 19).

Tableau (18): Liste des antibiotiques utilisés pour les bactéries a Gram (-) [147]

. Antibiotiques . Charge Diametres critiques (mm)
Famille . o Sigle du
v s (dénominations c du R 4 I D S
d'antibiotique disque . ! !
communes) disque
Ampicilline AM 10pg 14 19
B- lactamines
Amoxicilline AMX 25ug 14 21
Streptomycine S 10 UI 13 ; 15 R
Aminosides | Gentamycine GM 10 UI 14 ; 16
Kanamycine K 30U1 15 17
Phénicoles Chloramphénicol C 30png 19 23
Polypeptides | Colistine CSs 50pg R 3 S
Sulfamides SSS 200pg 12 17
Sulfamides et | Triméthoprime- 1,25+ 10 16
associations | Sulfaméthoxazole | St 23,75ug ' L —»
Triméthoprime TMP Sug 12 16
Tétracycline TE 10U 17 19
Tétracyclines
Doxycycline DO 30U1 17 19
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Tableau (19): Liste des antibiotiques utilisés pour les staphylocoques [147]

Famille ((‘;é':(‘)?l‘l‘i’&qt'i‘:zs Sigledu | Chargedu | Diamétres critiques (mm)
d'antibiotiques disque disque R d I D S
communes) | |
Pénicilline P bug 06 29
B- lactamines
Oxacilline (0),¢ Sug R 20 S .
Aminosides | Néomycine N 30 UI 15 17
Erythromycine E 15 UI 17 22
Spiramycine SP 100ug 19 24
Macrolides | Virginanycine VG 15ug 19 2
Lincomycine L 15ug 17 21
Clindamycine CM 2 Ul R 15 S
Polypeptides | Polymyxine B PB 300 UI R 15 S
Quinolones Ofloxacine OFX 5ug 16 22 R
Acide fusidique FA 10pg 15 22
Divers Vancomycine VA 30pg R 17 S R
Nitroxoline NI 20ug 12 30

*Pour chaque antibiotique, dont le diamétre de la zone d'inhibition est mesuré, 1'interprétation est
faite de cette manicre:

- st le diameétre de la zone d'inhibition et > D : la souche est dite sensible (S).

- sile diamétre de la zone d'inhibition < d : la souche est dite résistante (R).

- sid < diametre de la zone d'inhibition < D : la souche est dite intermédiaire (I).
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I. Analyse du parameétre de pH :

Les valeurs de pH relevées au niveau des différents sites étudiés sont reportés dans le tableau
20. La figure 04 représente I’évolution mensuelle de pH au niveau des différents sites.

A partir des résultats obtenus, nous avons remarqué que les valeurs de pH mensuelles
répondent au normes de qualité du décret n°81-324 du 7 avril 1981 pour les eaux de baignade : le
pH doit &tre compris entre 6 et 9 [04,92].

La valeur moyenne minimum de 7,81 a été trouvée au niveau du site Saint-Cloud 02 et la
valeur moyenne maximale de 8,07 a été notée au niveau du site Joinoville.

De plus, les grands changements des valeurs de pH ont été observés au cours des périodes de
fortes pluies.

En eau salée, le pH est compris entre 8,0 et 8,3. Les carbonates, les hydroxyles et les
bicarbonates augmentent I’alcalinité de I’eau, tandis que les acides minéraux libres et les acides
carboniques en accroissent I’acidité [148].

Par ailleurs, I’origine des fluctuations de pH peuvent étre dues aux :

< Eaux usées domestiques.

< Eaux pluviales : le pH théorique des eaux de pluie est de 5,6.

< Effluents industriels : les eaux d’exhaure acide et les effluents industriels qui n’ont pas été
neutralisés peuvent abaisser considérablement le pH de I’eau [92,148].

Tableau (20) : VValeurs de pH obtenues au niveau des différents sites étudiés

valeurs valeurs
moyennes | extrémes

Joinoville 8,00 | 8,28 | 8,10 | 813 | 797 | 8,26 | 7,85 | 8,02 8,07 7,85-8,28

Saint-Cloud 01 | 8,03 | 8,16 | 814 (8,11 | 802 | 7,80 | 7,93 | 7,99 8,02 7,80-8,16

Saint-Cloud 02 | 8,04 | 7,24 | 8,08 | 8,10 | 802 | 7,36 | 7,65 | 8,01 7,81 7,24-8.10

Chappuis 8,00 | 8,19 | 8,08 | 8,07 | 800 | 7,74 | 7,88 | 7,82 7,97 7,74-8,19

Belvedere 801 | 814 | 799 | 803 | 801 | 7,84 | 7,88 | 7,95 7,98 7,84-8,14
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Figure (04): Evolution mensuelle du pH au niveau des différents sites
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I. Analyse microbiologique :

Les résultats des dénombrements des germes totaux, coliformes totaux, coliformes fécaux et
streptocoques fécaux, concernant les cing sites choisis dans cette étude sont représentés dans les
tableaux 21, 22, 23, 24 et 25. Ces résultats sont représentés graphiquement dans la figure 05.

1. Germes totaux :

La flore totale isolée des cing sites est importante, elle atteint son maximum au niveau de la
plage Joinoville (473,7.10° U.F.C /100ml) et tend & diminuer dans les autres plages.

Le taux de germes totaux fluctue considérablement au niveau des cing sites étudiés au cours de
I’année d’étude. Ces variations sont dues au fait que les sites sont exposés a diverses sources de
contamination qui different d’une saison a I’autre contribuant ainsi a une certaine pollution dont la
source principale ne peut étre déterminée.

Les taux les plus faibles ont été obtenus au mois de juin, presque au niveau de tous les sites
sauf Saint-Cloud 02 et Chappuis. Cet abaissement pourrait étre le résultat du phénomene de
dilution survenu apres une chute de pluie (18.02.03) et a la faible température de I’eau (02.06.03 et
09.08.03).

Les taux les plus élevés ont été observes au cours des periodes de pluviométrie importante
(15.03.03 et 08.02.04), ou & la fin de saison estivale (14.09.03) apres une fréquentation importante
par les baigneurs, qui constitue I’'une des principales causes de pollution ; ainsi la température de
I’eau est dans ce cas favorable pour la croissance des germes [02,92,149].

2. Bactéries indicatrices de contamination fécale :

Les échantillons pris des différents sites ont tous montré une contamination par les coliformes
fécaux (CF) et les streptocoques fécaux (SF) souvent par les spores des Clostridium sulfito-
réducteurs.

Les valeurs moyennes des coliformes fécaux trouvées indiquent que la pollution organique
notée relative a chacun des sites est dans I’ordre décroissant suivant :
Saint-Cloud 02, Chappuis, Joinoville, Saint-Cloud 01, Belvedere.

Belvedere semble étre la plage la moins contaminée par les bactéries fécales. Ceci est sans
doute du a sa présence a I’écart des agglomérations et des activités humaines.

Comparée aux normes du decret du 07 avril 1981, la qualité des eaux sur tous les sites est
mauvaise : les valeurs annuelles moyennes en CF dépassent le nombre impératif (2000/100ml), et
celles en SF dépassent largement le nombre guide (100/200ml) [102].

2.1. Plage Joinoville :

Les résultats sont d’environ 50% de dépassement aux valeurs guides pour les CF et de méme
pour les SF. Les dépassements aux valeurs impératives sont observés deux fois au cours des
périodes pluvieuses (18.02.03 et 15.03.03) et une fois a la fin de la saison estivale (14.09.03).
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2.2. Plage Saint-Cloud 01 :

Les résultats obtenus en CF et en SF dépassent les nombres guides dans 50% des analyses.
Alors que les dépassements aux nombres impératifs ne sont observés que deux fois au cours des
périodes pluvieuses (02.11.03 et 08.02.04).

2.3. Plage Saint-Cloud 02 :

C’est la plage la plus contaminée des cing plages étudiées. Les valeurs impératives sont
dépassées dans 87,5% des résultats en CF, alors que pour les SF tous les résultats dépassent la
valeur guide. En plus, la moyenne annuelle des taux des CT dépasse aussi la valeur impérative
(10000/100ml). Ces resultats ne sont que le reflet de I’agglomération croissante existant a proximité
de cette plage. En effet, les rejets urbains sont déversés directement a la mer.

2.4. Plage Chappuis :

C’est la plage la plus contaminée apres Saint-Cloud 02. 75% des résultats en CF dépassent le
nombre impératif et 75% des résultats en SF dépassent le nombre guide. En plus, cing dépassements
au nombre impératif ont été observés pour les CT. Ceci pourrait étre expliqué par I’agglomération
importante, et les activités humaines existant comme la restauration. Les déversements d’égouts
permettraient également de donner une idée claire sur cette pollution grave.

2.5. Plage Belvedere :

Cette plage apparait comme la plage la moins contaminée. La contamination par les CF est
supérieure au nombre guide dans 62,5% des analyses. La contamination par les SF est supérieure au
nombre guide dans 50% des analyses. Les dépassements aux valeurs impeératives ont été marques
deux fois, toujours au cours des périodes pluvieuses (18.02.03 et 02.11.03).

3. Le rapport CF/SF :

Le tableau 26 montre les rapports mensuels ainsi que le rapport annuel au niveau de chaque
site.

Le rapport CF/SF permet d’indiquer les sources probables de contamination.

Sur la base des données précitées dans la partie bibliographique et des résultats obtenus au
cours de I’année d’étude, il s’avere que la contamination fécale des sites : Joinoville, Saint-Cloud
01, Chappuis et Belvedere est d’origine humaine, étant donnée que les rapports annuels mentionnés
sont supérieur a 4. Ceci ne pourrait étre due qu’aux déversements d’eaux usées, et a la fréquentation
par les baigneurs.

Une pollution mixte : déchets animaux et humains est exclusivement observée au niveau de la
plage Saint-Cloud 02 dont le rapport est de 1,442.

4. Les Clostridium sulfito-réducteurs :

Les Clostridium sulfito-réducteurs par leur présence au niveau des plages étudiées, témoignent
d’une contamination fécale ancienne.



ETUDE EXPERIMENTALE

Résultats et discussion

Tableau (21) : Résultats de I’analyse bactériologique au niveau de la plage Joinoville

1 2 3 4 5 6 7 8 y m
GT |810° |166410° |410° |2,710° |79,410° |195010° |31,510° |5010° |3789,610° |473,7 10°
CT | 4600 | 4600 930 | 1500 930 14000 750 930 28240 3530
CF | 4600 | 4600 40 1500 430 14000 750 430 26350 3293,75
SF | 90 750 40 40 200 14000 90 140 15350 1918,75
Tableau (22) : Résultats de I’analyse bactériologique au niveau de la plage Saint-Cloud 01
1 2 3 4 5 6 7 8 y m
GT | 1,210°| 291,710° | 6,810° | 0,210° | 2,5110° | 5010° | 10° | 743,510° | 1096,91 10° | 137,11 10°
CT | 430 430 150 90 430 430 |11000| 11000 23960 2995
CF | 430 230 40 40 430 430 |11000| 11000 23600 2950
SF 40 390 30 90 40 1500 | 4600 930 7620 952,5
Tableau (23) : Résultats de I’analyse bactériologique au niveau de la plage Saint-Cloud 02
1 2 3 4 5 6 7 8 Y m
GT |16010°| 11010° | 2010° [3,5110°| 10° |18310°| 157.510° | 180 10° | 815,01 10° | 101,87 10°
CT | 14000 | 14000 14000 | 14000 | 930 | 14000 | 14000 2100 87030 10878,75
CF | 14000 | 14000 2400 | 2400 | 930 | 14000 | 14000 2100 63830 7978,75
SF | 2100 14000 280 14000 | 2100 | 14000 | 14000 2400 62880 7860
Tableau (24) : Résultats de I’analyse bactériologique au niveau de la plage Chappuis
1 2 3 4 5 6 7 8 y m
GT | 0,610° | 60210° | 40010° | 410° |10°| 3,8510° | 2310° | 16,310° | 1050,75 10° | 131,34 10°
CT | 14000 14000 200 4600 | 40 | 14000 | 14000 | 14000 74840 9355
CF | 14000 4600 70 2400 | 40 | 11000 | 14000 | 11000 57110 7138,75
SF | 2400 750 4600 30 90 390 2400 4600 15260 1907.5
Tableau (25) : Résultats de I’analyse bactériologique au niveau de la plage Belvedere
1 2 3 4 5 6 7 8 y m
GT | 1210° | 127810° |1,7410°|0,34 10°|1,58 10°| 10 10° |20 10°|15110°| 1474,66 10° | 184,33 10°
CT | 2400 2400 110 150 430 430 |11000| 230 17150 2143,75
CF | 2400 150 40 230 430 430 |11000| 230 14770 1846,25
SF 40 30 930 40 230 230 | 4600 | 40 6140 767,5

GT : germes totaux (nombre d’U.F.C/100ml)

CT : coliformes totaux (nombre N.P.P/100ml)
CF : coliformes fécaux (nombre N.P.P/100ml)
SF : streptocoques fécaux (nombre N.P.P/100ml)

m : moyenne arithmétique
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Figure (05) : Présentation graphique des résultats quantitatifs de I’analyse
bactériologique au niveau des différents sites étudiés




ETUDE EXPERIMENTALE

Résultats et discussion

Tableau (26) : VValeurs mensuelles, trimestrielles, et annuelles des rapports CF/SF, et sources
probables de contamination

Rapports Joinoville Saint-Cloud 01 | Saint-Cloud 02 Chappuis Belvedere
mensuels
1 51,11 10,75 6,66 5,83 60
" 2 6,13 0,58 1 6,13 5
£ 3 1 1,33 0,39 0,015 0.04
£ 4 37,5 0,44 0,171 80 5.75
3 5 2,15 10,75 0,442 0,444 1,869
P 6 1 0,286 1 28,205 1,869
a 7 8.33 2,391 1 5,833 2,391
8 3.071 11,827 0.875 2,391 5,75
Rapports 13,786 4,794 1,442 16,106 10,334
annuels
S.P.C D.H D.H D.H.A D.H D.H
1- 27,09 1- 11,288 1- 3,767 1- 4,11 1- 32,875
Rapports 2- 3,565 2- 0,955 2- 0,696 2- 3,072 2- 2521
trimestriels| 3. 19 825 3- 5,595 3- 0,306 3- 40,222 3- 3,809
4- 4,665 4- 1,338 4- 1 4- 17,019 4- 2,13
1- D.H 1- D.H 1- D.HA 1- D.H 1- D.H
S.P.C 2- D.H.A 2- D.H.A 2- D.B.B.C 2- D.H.A 2- D.H.A
3- D.H 3- D.H 3- D.B.B.C 3- D.H 3- D.HA
4- D.H 4- D.H.A 4- D.H.A 4- D.H 4- D.H.A

S.P.C : sources probables de contamination
D.H : déchets humains

D.H.A : déchets humains et animaux
D.B.B.C : déchets de bétail ou de basse-cour

5. Classement des plages :
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Au regard des résultats des paramétres bactériologiques analysés (CT, CF et SF) et aux limites
de qualité fixées par la directive 75/160 CEE [48,92,102], relative a la qualité des eaux de
baignades, nous avons pu établir un classement des cing plages étudiées (Tableau 27).

Les plages : Saint-Cloud 01 et Belvedere sont classées en catégorie C (eaux momentanément
polluées). Les autres plages: Joinoville, Saint-Cloud 02, et Chappuis sont classées en catégorie D
(eaux de mauvaise qualité). Donc, toutes les plages étudiées ne sont pas conformes aux normes
européennes ; elles devraient étre interdites a la baignade.

6. Bactéries pathogenes :

Les résultats de la recherche des bactéries pathogenes sont rapportés dans le tableau 28.

L’absence de ces microorganismes pathogenes dans I’eau pourrait étre expliquée par :
+ leur absence effective dans I’eau ;
+ la présence de quantités importantes de bactéries fécales qui ont tendance a les supplanter.

Par ailleurs, la détection occasionnelle de différentes especes de Staphylococcus est due aux
caractéristiques de ce genre bactérien trés répandu dans la nature. En effet, les staphylocoques
arrivent a proliférer grace a leur particuliére résistance aux conditions hostiles de I’environnement,
telles que la chaleur, la sécheresse ou la salinité de I’eau [02].

En plus de S.aureus, S.epidermidis et S.saprophyrticus, nous avons pu isolé d’autres especes,
nouvelles en pathologie humaine : S.haemolyticus, S.hominis, S.capitis, S.xylosus, et qui sont
isolées chez I’homme a une fréquence moindre [83].

Aeromonas hydrophila a été trouvée dans les conditions mentionnées dans la partie
bibliographique : a un pH=8,01 (compris entre 5,2 et 9,8) et au mois d’aolt (pendant la période qui
s’étend de mai a novembre) [49].

Pseudomonas cepacia est une espéce phytopathogene [61]. Elle représente actuellement I’'une
des espéces de Pseudomonas les plus souvent impliquées dans les infections ou les contaminations
hospitalieres nosocomiales. Il a été montré que son principal vecteur est I’eau a usage hospitalier
sous toutes ses formes, y compris I’eau de distribution publique [150]. Cette bactérie est susceptible
de se comporter comme pathogéne opportuniste en provoquant des infections trés graves:
septicémies, infections urinaires, conjonctivites, surinfection de plaie, suppurations diverses. Mais
elle semble avoir un faible pouvoir invasif et une virulence limitée chez I’homme sain [151].

7. Levures et champignons :

La microflore fongique est importante dans toutes les plages et surtout au niveau du site Saint-
Cloud 02 (Tableau 29).

Nous avons pu isoler et identifier Candida albicans au niveau de tous les sites sauf au niveau
de Joinoville.

En outre, nous avons pu isoler et identifier différentes especes de champignons appartenant aux
genres : Aspergillus, Trichophyton, Microsporum et Chrysosporium (Planches 02, 03, 04, 05, 06,
07, 08)
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Tableau (27) : Classement des plages étudiées selon les parameétres analysés

Joinville

Saint-Cloud 01

Saint-Cloud 02

Chappuis

Belvedere

Catégorie C

La fréquence de dépassement des
nombres impératifs pour CF et CT
est de 25% (>5% et <33.3%)

La fréquence de dépassement des
nombres impératifs pour CF et CT
est de 25% (>5% et <33.3%)

Catégorie D

Le pourcentage de dépassement au
nombre imperatif est de 37.5%
(>33%)

Le pourcentage de dépassement au
nombre imperatif est de 87.5%
(>33%)

Le pourcentage de dépassement au
nombre impératif est de 75%
(>33%)
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Tableau (28) : Résultats de la recherche des germes pathogénes au niveau des différents sites

Joinoville | Saint-Cloud 01 | Saint-Cloud 02 Chappuis Belvedere
18.02.03 | E.coli E.coli Shigella soneii V.parahaemolyticus
E.coli
15.03.03 | E.coli Vibrio cholerae E.coli V. parahaemolyticus
Staphylococcus aureus
E.coli E.coli
28.04.03 | o . - E.coli E.coli E.coli Pseudomonas spp
S. epidermidis .
S. saprophyticus
02.06.03 E.coli
N Vibrio cholerae .
09.08.03 | Vibrio cholerae Vibrio cholerae , V. parahaemolyticus V. parahaemoly tlcus.
V. parahaemolyticus . | Aeromonas hydrophila
Pseudomonas cepacia
14.09.03 | Salmonella s E.coli E.coli E.coli
T PP ) Salmonella arizonae )
02.11.03 Staphylococcus aureus
E.coli E.coli
08.02.04 | E.coli -cont S. saprophyticus Yersinia enterolitica
Staphylococcus aureus . L.
S. epidermidis
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Tableau (29) : Résultats de la recherche des levures et des champignons au niveau des différents sites

Joinoville Saint-Cloud 01 | Saint-Cloud 02 Chappuis Belvedere
28.04.03 | Aspergillus niger | Aspergillus niger | Aspergillus niger | Aspergillius fumigatus
. . . Chrysosporium . .

02.06.03 | Aspergillus flavus | Aspergillus niger Aspergillus niger Aspergillus niger
09.08.03 Aspergillus niger
14.09.03 Aspergillus niger | Aspergillus niger | Trichophyton erinacei Aspergillus fumigatus

U Microsporum canis
02.11.03 | Aspergillus niger | Candida albicans | Candida albicans Trichophyton violaceum Aspergillus niger

o Pers: & Candida albicans Pers &
08.02.04 Candida albicans
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I11. Isolement et identification des souches bactériennes :

Nous avons réussi a isoler et purifier 40 souches appartenant aux différentes especes des
bactéries recherchées.

1. Examen macroscopique :

L’isolement se fait a partir des colonies suspectes. Alors que I’examen macroscopique est
réalisé a partir des colonies du 2°™ repiquage sur les différents milieux spécifiques aux bactéries
rechercheées.

Nous nous sommes intéressés uniquement aux colonies répondant aux caractéristiques décrites
dans la partie matériels et méthodes concernant les différentes espéces mentionnées.

2. Examen microscopique :

L’observation microscopique des bacilles révele la présence de cellules en forme de batonnets
ou des batonnets plus au moins allongés (coccobacilles), de taille variable, des cellules isolées en
chainettes plus au moins longues.

L’examen microscopique montre des cocci de forme spherique parfois ovoide, de diametre
variable ; la disposition des cellules est soit en amas, en paires, en chainettes, etc...

3. Identification biochimique des souches isolées :

Les résultats des tests d’identification biochimiques sont rapportées dans les tableaux 30 et 31
pour les bactéries bacilles Gram (-), et dans les tableaux 32 et 33 pour les bactéries cocci Gram (+).

Ces résultats ont permis de les rapprocher aux genres et espéces selon les tableaux
d’identification 09, 10 et 11.

3.1. Les souches appartenant a ’espéce Escherichia coli :

Parmi les 40 souches isolées, 22 souches sont attribuées a I’espece E.coli avec un degré de
rapprochement variable dont :
e 7 souches sont apparentées a 100% avec I’espéce E.coli.
« 10 souches sont rapprochées a cette espece avec un degré de parenté de 95%.
« 4 souches se rapprochent d’ E.coli avec un degre de parenté de 90%.
 Une seule souche est rapprochée a E.coli avec un degré de parenté de 85%.

3.2. Les souches appartenant au genre Shigella :

Une seule souche a été attribuée au genre Shigella, précisément a I’espéce Shigella soneii, avec
un degré de rapprochement de 85%.

3.3. Les souches appartenant au genre Salmonella :

Trois souches ont été attribuées au genre Salmonella. Deux souches sont rapprochées a
I’espéce Salmonella spp avec un degré de parenté de 80% pour la souche Sal 1.1 et 90% pour la
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souche Sal 1.2. La 3°™ souche a été rapprochée a I’espéce Salmonella arizonae. L’identification
s’est faite par la galerie APl 20E.

3.4. Les souches appartenant a I’espéce Yersinia enterolitica :

Nous avons rapproché deux souches a cette espéece. La souche Y.e 5.2 est rapprochée a cette
espece avec un degré de parenté de 80%. Alors que le degré d’apparenté de la souche Y.e 5.1 est de
85%.

3.5. Les souches appartenant au genre Vibrio :

Nous avons attribué 9 souches au genre Vibrio.

# les souches rapprochées a ’espéce Vibrio cholerae :

4 souches ont été rapprochées a I’espéce V.cholerae. La souche V.c 3.1 est rapprochée a
I’espéce type avec un degré de parenté de 95%. La souche V.c I est rapprochée avec un degré de
parenté de 90%. Les deux autres souches ont un degré de rapprochement de 85%.

# les souches rapprochées a ’espéce Vibrio parahaemolyticus :

5 souches sont rapprochées a I’espéce V. parahaemolyticus. Deux souches sont rapprochées a

cette espéce avec un degré de parenté de 90% ; deux autres souches sont rapprochées avec un degré

de parenté de 80%. La souche V.p 4 est rapprochée a I’espéce type avec un degré de parenté de
parenté de 85%.

3.6. Les souches appartenant a I’espéce Aeromonas hydrophila :

Une seule souche a été rapprocheée a I’espéce A.hydrophila avec un degré de parenté de 80%.

3.7. Les souches appartenant au genre Pseudomonas :

Nous avons attribué a ce genre deux souches. L’une est rapprochée a I’espece Pseudomonas
cepacia avec un degré de parenté de 90%. L’autre est rapprochée a I’espece Pseudomonas spp avec
un degré de parenté similaire.

3.8. Les souches appartenant au genre Staphylococcus :

Nous avons pu identifier 19 souches appartenant au genre Staphylococcus.
# Les souches appartenant a ’espéce Staphylococcus aureus :
4 souches sont rapprochées a I’espece S.aureus. La souche St 02 est apparenté a 100% avec

S.aureus. Deux souches sont rapprochées a S.aureus avec un degré de parenté de 90,90% et une
seule souche a été rapprochée avec un degré de parenté de 81,81%.
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# Les souches appartenant a ’espéce Staphylococcus epidermidis :

Deux souches seulement sont rapprochées a I’espéce S.epidermidis. La souche St 06 est
rapprochée a cette espéce avec un degré de parenté de 90,90%, alors que la souche St 17 est
rapprochée avec un degré de parenté de 72,72%.

# Les souches appartenant a ’espéce Staphylococcus saprophyticus :

Nous avons attribué 3 souches a I’espece S.saprophyticus. La souche St 15 est apparentée a
100% avec cette espéce. Les deux autres souches sont rapprochées avec un degré de parenté de
90,90%.

® Les souches appartenant a ’espéce Staphylococcus haemolyticus :

Nous avons attribué seulement deux souches a I’espece S.haemolyticus. La souche St 09 est
rapprochée a cette espéce avec un degré de parenté de 81,81%, alors que la souche St 07 est
rapprochée avec un degré de parenté de 90,90%.

# Les souches appartenant a ’espéce Staphylococcus hominis :

6 souches sont attribuées a I’espéce S.hominis. La souche St 13 est apparentée a 100% avec
cette espéce. 4 souches sont rapprochées avec un degré de parenté de 90,90% et une seule souche a
été rapprochée avec un degré de parenté de 81,81%.

® Les souches appartenant a ’espéce Staphylococcus capitis :

La souche St 03 est la seule qui a été rapprochée a I’espéce S.capitis, avec un degré de parenté
de 81,81%.

# Les souches appartenant a I’espece Staphylococcus xylosus :

La souche St 19 est a été rapprochée a I’espece S.xylosus, avec un degré de parenté de 90,90%.
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Tableau (30) : Résultats des tests biochimiques des bactéries bacilles Gram négatif isolées
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Tableau (31) : Résultats d’identification des bactéries bacilles Gram négatif isolées

< Répartition des especes isolées dans les
@ 3 différents sites de prélévement
g2 =
Z | E S Q
g3 = T | 3
| : s ]SS ¢
s |z £ s | | E| 5| 2
8 S 3 3 S R
01 | Escherichia coli E 1.1
02 | Escherichia coli E12
18.02.03 03 | Escherichia coli E 3.1
04 | Escherichia coli E13
05 | Vibrio parahaemolyticus V.p 5.1
06 | Shigella soneii Shi 4
07 | Escherichia coli E4.1
08 | Escherichia coli E 5.1
15.03.03 | 09 | Vibrio parahaemolyticus V.p 5.2
10 | Escherichia coli E 14
11 | Vibrio cholerae V.c 3.1
12 | Pseudomonas spp PS5
13 | Escherichia coli E15
14 | Escherichia coli E2.1
15 | Escherichia coli E22
28.04.03 16 | Escherichia coli E3.2
17 | Escherichia coli E4.2
18 | Escherichia coli E2.3
19 | Escherichia coli E5.2
02.06.03 | 20 | Escherichia coli E 5.3
21 | Vibrio parahaemolyticus Vip 4
22 | Aeromonas hydrophila AhS
23 | Vibrio cholerae V.c 3.2
24 | Vibrio cholerae V.c4
09.08.03 25 | Vibrio parahaemolyticus V.p 5.3
26 | Vibrio cholerae V.c 1
27 | Vibrio parahaemolyticus Vip 3
28 | Pseudomonas cepacia P4
29 | Escherichia coli E54
30 | Salmonella spp Sal 1.1
31 | Salmonella spp Sal 1.2
14.09.03 | 32 | Escherichia coli E23
33 | Escherichia coli E 33
34 | Escherichia coli E5.S
35 | Salmonella arizonae Sal 3
36 | Escherichia coli E 3.4
37 | Yersinia enterolitica Y.e 5.1
08.02.04 | 38 | Yersinia enterolitica Y.e 5.2
39 | Escherichia coli E 16
40 | Escherichia coli E43

X ij: «i»indique le n° de site et « j » indique le n° de la souche dans le méme site.
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Tableau (32) : Résultats des tests d’identification des staphylocoques isolés

Date de
prélévement

N° de souche

VP

ADH

Testala
bacitracine
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+]+ ]+

St 12

St 13

+ [+ +]H [+ [+]+]

++[+]+]

++|+ ]|+ ]+

S S R B S S R S P

St 14

++|+ [+ |+ ]+

St15

+ |1

+ |1

St 16

+[+]|

St 17

+ |1

St 18

+

St 19

+ |+ |+ |+ ||+ |FH[FH[F]F]F+|F]|F|F|F ]+ |+ |+ ]| CATALASE

A EA EA EAER Y B A A EA A B K

[+

+

N N A E R ES ER Y B PR RS ES EA R

[+ [+]+]
[+ [+

~| O[O |O[=|O|~]|~|~|~|B[D|O|O|~[—~|D

Remarque :

Le test a la bacitracine a été réalisé pour les

sataphylocoques et les streptocoques.

souches

confondues entre les
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Tableau (33) : Résultats d’identification des staphylocoques isolés

- Répartition des espéces isolées dans les
g . différents sites de prélévement
2 | s £ 3 | S
= S 5 3 3
= 3 = = S S 2 »
3 X g I A I T
£ o 2, i S i E <
a z & S > > S Q]
St 01 | S. hominis St 3.1
15.03.03 | St 02 | S. aureus St 5.1
St 03 | S.capitis St 1.1
St 04 | S. saprophyticus St 5.2
St 05 | S. haemolyticus St 5.3
280403 "5 06 [ 5. epidermidis | St1.2
St 07 | S. haemolyticus St 5.4
St 08 | S. hominis St 2.1
02.06.03 St09 | S. hominis St2.2
02.11.03 | $t#10 | S. aureus St3.2
St11 | S. aureus St 3.3
St12 | S. aureus St 3.4
St 13 | S. hominis St4.1
St 14 | S. hominis St 4.2
08.02.04 |St15 | S. saprophyticus St 4.3
St16 | S. hominis St2.3
St17 | S. epidermidis St4.4
St18 | S. saprophyticus St4.5
St 19 | S. xylosus St3.5
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IV. Identification des levures et des champignons isolés :

1. Identification des levures :

Les résultats des tests d’identification des souches de Candida suspectes sont résumés dans le

tableau 34.

Tableau (34) : Résultats des tests d’identification des Candida

Fermentation des o
= sucres =
[} = =
£ 2 o =
) - @n o D
2 2 Gram S o 2 =
- = @ 2 v S
=5} 2] @ ) 72] n < - = 5] 5]
= o = = S S = |2 2 >
Ea |” 3 = E 251 g ) £E=2 g 2
S o o @ 5 E < — g = 3 S 7
AT |z = | - & n L= = =
C3 _ + - + + - -
02.11.03 | C4 Cellules ovalaires ou N i " N ] j . .
rondes fortement Gram Candida albicans
C?2 +) + - + + - -
08.02.04 | C5 + - + + - -

2. Identification des champignons :

L’identification des souches fongiques isolées a été faite sur la base de I’aspect macroscopique
des colonies (la face et le revers). Cette identification reste approximative vue la nécessité d’un
examen soigneux d’autres criteres comme la vitesse de croissance et I’examen microscopique.

Les caractéeres macroscopiques des différentes espéces isolées sont résumées dans le tableau 35.

Tableau (35) : Aspect macroscopique de quelques especes fongiques [87]

Espéces

Aspect macroscopique recto des

Aspect macroscopique

colonies verso des colonies
. . mycélium aérien blanc a jaune citron, se | . ‘. A
Aspergillus niger . A incolore a jaune pale.
ponctuant rapidement de noir (tétes).
velouté, tapis régulier, cotonneux, vert | . . .
Aspergillus fumigatus franc puis grisatre avec I’age. Quelques incolore & jaune puis rouge
Pers ' foncé (en fait trés variable).
souches blanches.
. poudreux irrégulier vert-jaune a bronze-vert | incolore a jaunatre puis brun a
Aspergillus flavus . 3
olive rouge foncé.
Chrysosporium cotonneux ou granuleux de toutes couleurs. | blanc a brun.

Microsporum canis

grandes colonies étoilées de couleur blanc
puis chamois au centre, aspect soyeux et
brillant, rayons fins et longs.

Jaune orangé vif.

Trichophyton violaceum

glabres, planes devenant plissées ou
cérébriformes ensuite, violet clair a foncé
(rarement blanc).

violet clair a foncé (rarement
blanc).

Tichophyton erinacei

rayonnées,  poudreuses a  finement
granuleuse (toile d’araignée en sucre glace)
de couleur blanc pur.

jaune vif a brun.
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face revers
Planche (02) : Aspergillus niger

face revers
Planche (03) : Aspergillus flavus

face revers
Planche (04) : Aspergillus fumigatus
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face revers
Planche (05) : Trichophyton erinacei

revers

Planche (06) : Trichophyton violaceum
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face revers
Planche (07) : Microsporum canis

face revers
Planche (08) : Chrysosporium
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Les résultats de 1’analyse du paramétre de pH montrent des valeurs de pH alcalin, néanmoins
répondant aux normes. Les fluctuations de pH pourraient étre expliquées par 1’effet de certains
facteurs : les apports en eaux usées domestiques, les eaux pluviales et particulicrement les effluents
industriels.

L’analyse bactériologique des prélévements d’eau de mer des plages étudiées nous ont permis
de conclure que :

= Les taux des germes totaux sont é€levés, ils sont influencés par la pluviométrie et la
fréquentation par les baigneurs.

= La le rapport CF/SF indique une contamination fécale a la fois d’origine humaine et
animale pour le site Saint-Claud 02 et une contamination d’origine humaine pour les
autres sites.

» La présence des Clostridium sulfito-réducteurs témoigne une contamination fécale
ancienne.

= La qualité de I’eau dans ces plages est mauvaise.

» Les plages Saint-Claud 01 et Belvedere sont classées en catégorie C (eaux
momentanément polluées) alors que les plages Joinoville, Saint-Claud 02, et Chappuis
sont classées en catégorie D (eaux de mauvaise qualité).

= Ces plages ne sont pas conformes aux normes européennes; elles pourraient étre
interdites a la baignade.

La recherche des germes pathogeénes a montré une faible fréquence d’isolement des bactéries
ciblées. Ceci pourrait étre due a :
- leur absence effective.
- la prédominance des germes fécaux qui ont tendance a les supplanter.
- Deffet de stress qui permet aux bactéries d’étre viables mais les rend non
cultivables.

Les souches isolées sont rapprochés aux especes types avec un degré de parenté allant de
72,72% a 100%.

Les especes bactériennes isolées sont : Escherichia coli, Salmonella spp, S.arizonae, Shigella
soneii, Yersinia enterolitica, Vibrio cholerae, V.parahaemolyticus, Aeromonas hydrophila,
Staphylococcus aureus, S.epidermidis, S.saprophyticus et quelques espéces autres que S.aureus.

La flore fongique isolée est importante mais peu diversifiée. Cependant, on a pas pu identifier
que quelques especes, en se basant sur 1’aspect macroscopique des colonies. Les espéces isolées
sont: Aspergillus niger, A.flavus, A.fumigatus, Trichophiton violaceum, T.erinacei,
Chrysosporium et Microsporum canis. Ces espéces peuvent étre responsables des dermites.

Par ailleurs, Candida albicans a été isolée au niveau de tous le sites a I’exception de Joinoville.



L’¢étude de la sensibilité des bactéries isolées aux antibiotiques a montré des profils variables.

Au terme de cette ¢tude, diverses constatations émergent :

La résistance a un ou plusieurs antibiotiques est considérable (95% des souches) ; elle
implique tous les antibiotiques testés.

Les souches sensibles a tous les antibiotiques sont en nombre négligeable.

La gentamycine a une activité inhibitrice élevée et montre une efficacité presque totale.
Une résistance majoritaire aux B-lactamines utilisés pour les bactéries Gram (-) et totale a
ceux utilisés pour les staphylocoques.

Les différents modeles de multirésistance montre que la multirésistance a plusieurs
familles d’antibiotiques domine la résistance a un seul ou une famille d’antibiotique ce qui
atteste de 1’acquisition de plasmides de résistance.

L’émergence de résistance et les transferts génétiques entre les especes rejetées dans 1’eau
ou entre ces especes et d’autres bactéries autochtones résistantes pourrait étre favorisée par
L’existence habituelle de teneurs élevées en matieéres organiques et en bactéries dans
I’environnement aquatique

Les eaux de surface favorisent une pression de sélection trés importante ce qui supposerait
I’existence de facteurs de survie ou d’évolution favorable chez les bactéries porteuses de
plasmides.

Pour le bénéfice de la science, la sécurité de nos plages et le bien étre de nos baigneurs, il serait

souhaitable que certaines démarches s’instaurent :

» Elargir I’éventail des recherches en fixant trois stations (points de prélévement) par plage et

prélever 2 a 3 échantillons par station ce qui permettra de suivre la répartition de la flore
contaminante.

Noter a chacun des points, le pH, la température et la turbidité, tout en respectant les conditions
de prélevement.

Le perfectionnement des techniques microbiologiques ouvrira d’autres horizons. En plus de
I’analyse en continu des germes tests, la recherche des bactéries d’intérét sanitaire au moyen
des anticorps monoclonaux et de I’'immunofluorescence.

L’utilisation de la technique des bactériophages, qui est d’une grande simplicité, d’un prix de
revient bas et rapide dans I’obtention des résultats.

La recherche voire le dénombrement des virus qui seraient dix fois résistants dans les eaux
qu’E.coli.

L’identification des levures et moisissures isolées des eaux de mer pouvant étre a 1’origine de
dermatoses.

Compléter par une étude physico-chimique qui révélerait la présence de métaux lourds et de
substances toxiques déversées par les usines.

Installation des stations d’épuration.



Résumé

Cette étude a été réalisée dans le but d’évaluer la pollution microbiologique des plages de la
ville de Annaba : Joinoville, Saint-Claud 01, Saint-Claud 02, Chappuis et Belvedere.

L’analyse effectuée s’est portée principalement sur la quantification des bactéries indicatrices
de contamination fécale a savoir les coliformes totaux, les coliformes fécaux et les streptocoques
fécaux, et les germes non spécifiques de contamination fécale qui sont les germes totaux et les
Clostridium sulfito-réducteurs.

La recherche des pathogénes a été focalisée sur quelques genres bactériens. Une recherche
complémentaire des levures et des champignons a été réalisée.

L’antibiogramme permet d’évaluer le degré de résistance des bactéries isolées.

Les résultats de 1’analyse bactériologique montrent que les plages étudiées ne sont pas
conformes aux normes européennes concernant les eaux de baignade.

Ces plages ont été classées en :
- Eaux momentanément polluées : Saint-Cloud 01 et Belvedere.
- Eaux de mauvaise qualité : Joinoville, Saint-Cloud 02, et Chappuis.

Par ailleurs, les tests d’identification, auxquels I’ensemble des souches isolées étaient soumises,
ont permis d’identifier 40 souches rapprochées aux différents genres : Escherichia, Salmonella,
Shigella, Yersinia, Vibrio, Aeromonas et Staphylococcus.

Parmi les levures isolées, seule Candida albicans a été identifiée. Les différentes souches
fongiques isolées sont identifiées appartenant aux genres: Aspergillus, Trichophiton,
Chrysosporium et Microsporum.

Les résultats de 1’antibiogramme montrent que les bactéries présentent des profils variables.
En général, les bactéries testées montrent une trés forte sensibilité a la gentamycine et une
résistance majoritaire pour les beta-lactamines utilisés. Elles présentent des résistances acquises

concernant un ou plusieurs antibiotiques habituellement actifs.

De 14, le traitement des infections causées par ces bactéries résistantes pourrait étre tres
difficile.

Mots clés : pollution microbienne marine, maladies a transmission hydrique, indicateurs de
contamination fécale, bactéries pathogenes, résistance aux antibiotiques.



Summarny

This study has been achieved in the goal to value the microbiological pollution of Annaba
beaches : Joinoville, Saint-Cloud 01, Saint-Cloud 02, Chappuis and Belvedere.

The done analysis carried himself mainly on the quantification of the indicatory bacteria of
fecal contamination witch are: total coliforms, fecal coliforms and fecal streptococci, and germs no
specific of fecal contamination that is the total germs and the sulfite-reducing Clostridium.

The research of pathogens was focalized on some bacterial kinds. A complementary research of
yeasts and mushrooms has been achieved.

The antibiogramme permits to value the resistance degree of isolated bacteria.

Results of the bacteriological analysis show that the studied beaches are not conform to the
European norms concerning bathing waters.

These beaches have been classified :
- Momentarily polluted waters : Saint-Cloud 01 and Belvedere.
- Waters of bad quality : Joinoville, Saint-Cloud 02, and Chappuis.

Otherwise, tests of identification, to which the isolated stumps whole was submitted, permitted
to identify 40 stumps brought closer to the different kinds : Escherichia, Salmonella, Shigella,
Yersinia, Vibrio, Aeromonas and Staphylococcus.

Among the isolated yeasts, alone Candida albicans has been identified. The different
mushrooms stumps isolated are identified belonging to kinds : Aspergillus, Trichophiton,
Chrysosporium and Microsporum.

Results of the antibiogramme show that bacteria present variable profiles.

In general, the tested bacteria show a very strong sensitivity to the gentamycine and a majority
resistance for the B-lactamines used. They present acquired resistances concerning one or several

usually active antibiotics.

From there, the treatment of infections caused by these resistant bacteria could be very difficult.

Key words : marine microbial pollution, water borne diseases, indicatory of fecal contamination,
pathogen bacteria, resistance to antibiotics.
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Annexe N° 01 : Milieux de culture utilisés

[M1]: Gélose tryptone-glucose —extrait de levure (T.G.E.A) :

Tryptone 6g
Extrait de levure 3g
Agar 15¢
Eau distillée 1000ml

pH: 7£0,2 autoclavage 20 min a 120°C

[M2] : Bouillon lactosé au bromocreésol pourpre simple concentration (B.C.P.L S/C) :

Peptone S5g
Extrait de levure 2g
Lactose 5¢g
Pourpre de bromocrésol 0,025¢g
Eau distillée 1000ml

pH: 6,9+0,2 autoclavage 20 min a 115°C

[M3] : Bouillon lactosé au bromocreésol pourpre double concentration (B.C.P.L D/C) :

Peptone 10g
Extrait de viande 4g
Lactose 10g
Pourpre de bromocrésol 0,05¢g
Eau distillée 1000ml

pH: 6,9+£0,2 autoclavage 20 min a 115°C

[M4] : Milieu de Schubert (milieu indole-mannitol) :

Tryptophane 0,2g
Acide glutamique 0,2g
Sulfate de magnésium 0,7g
Citrate de sodium 0,5g
Sulfate d’ammonium 0,4g
Chlorure de sodium 2g
Peptone 10g
Mannitol 7,5¢g
Phsphate disodique 4g
Phosphate monopotassique 0,6g
Eau distillée 1000ml

pH: 7,6 autoclavage 10 min a 115°C

[M5] : Milieu de Rothe S/C:

Peptone 20g
Glucose S5¢g



[M6] :

[M7]:

Chlorure de sodium

Monohydrogénophsphate de potassium(K,HPO,)
Dihydrogénophsphate de potassium(KH; PO,)
Azide de sodium(NaNj3)

Eau distillée

pH: 6,8£2  autoclavage 20 min a 120°C

Milieu de Rothe D/C :

Peptone

Glucose

Chlorure de sodium

Monohydrogénophsphate de potassium(K,HPO,)
Dihydrogénophsphate de potassium(KH; PO,)
Azide de sodium(NaNj3)

Eau distillée

pH: 6,8+2  autoclavage 20 min a 120°C

5g
2,7¢g
2,7¢
0,2g
1000ml

40g
10g
10g
5,4g
5,4g
0,4g
1000ml

Milieu de Litsky /bouillon a I’éthyle violet et I’azide de sodium (E.V.A) :

Peptone

Glucose

Chlorure de sodium

Monohydrogénophsphate de potassium(K,HPO,)
Dihydrogénophsphate de potassium(KH; POy)
Azide de sodium(NaNj3)

Solution d’éthyl violet

Eau distillée

pH: 6,8  autoclavage 20 min a 120°C

[M8] : Gélose viande-foie (V.F) :

*gélose de base :
Base viande-foie
Glucose
Amidon
Agar
Eau distillée

pH: 7,6 autoclavage 10 min a 120°C

*gélose compléte :

méme formule que le milieu de base auquel sont ajoutés :

Sulfite de sodium a 5%
Alun de fer ammoniacal a 5%
pH: 7,2+0,2

20g

S5g

5g
2,7¢g
2,7g
0,3g
Sml
1000ml

30g
2g

Ilg
1000ml

50ml
10ml



[M9] : Geélose lactosee au bromocrésol pourpre (B.C.P) :

Peptone de viande
Extrait de viande
Lactose
Pourpre de bromocrésol
Agar
Eau distillée
pH: 7£0,1 autoclavage 15 min a 120°C

S5g

3g

10g
0,025g
15g
1000ml

[M10] : Milieu de Hajna-Kligler (K.I.A) /milieu lactose-glucose-H,S :

Extrait ce viande de boeuf
Extrait de levure
Peptone pancréatique de caséine
Chlorure de sodium
Lactose
Glucose
Sulfate ferreux ammoniacal
Thiosulfate de sodium (Na,S,03)
Rouge de phénol
Agar
Eau distillée

pH: 7,4  autoclavage 20 min a 115°C

[M11] : Milieu trois sucres —fer : triple sugar iron —agar (T.S.1) :

Extrait de boeuf
Extrait de levure
Peptone
Protéose peptone
Lactose
Saccharose
Glucose
Chlorure de sodium
Sulfate de fer II (FeSOy4)
Thiosulfate de sodium
Rouge de phénol
Agar
Eau distillée

pH: 7,4+0,2 autoclavage 15 min a 120°C

[M12] : Milieu au citrate de Simmons :

Citrate de sodium

Chlorure de sodium

Sulfate de magnésium
Monohydrogénophsphate de potassium
Dihydrogénophsphate d’ammonium

3g
15¢g

10g
10g

lg

5
0,2¢g
0,3g
0,024¢
12¢g
1000ml



Bleu de bromothymol 0,08g

Agar 13g

Eau distillée 1000ml
pH: 6,8+0,2 autoclavage 20 min a 120°C

[M13] : Milieu mannitol-mobilite :

Peptone trypsique de viande 20g
Mannitol 2g
Rouge de phénol a 1% 4g
Agar 4g

Eau distillée 1000ml

pH: 7,6+0,2 autoclavage 30 min a 110°C

[M14] : Eau peptonée exempte d’indole :

Peptone bactériologique 10g
Chlorure de sodium 5¢g
Eau distillée 1000ml

pH: 7,2+0,2 autoclavage 15 min a 121°C

[M15] : Milieu de Clark et Lubs :

Peptone S5¢g
Phosphate dipotassique (K;HPO4) 5S¢
Glucose 5¢g
Eau distillée 1000ml

pH: 7,5+0,2 autoclavage 30 min a 110°C

[M16] : Milieu de Ferguson /milieu urée-indole :

L-tryptophane 3g
Monohydrogénophsphate de potassium lg
Dihydrogénophsphate de potassium g
Urée 20g
Chlorure de sodium S5¢g
Alcool a 95% 10ml
Rouge de phénol a 1% 0,025¢
Eau distillée 1000ml

pH: 7 stérilisation par filtration

[M17] : Milieu Méller pour la recherche de la lysine décarboxylase (L.D.C) :

Peptone pepsique de viande S5¢g
Extrait de viande S5¢g
Bromocrésol pourpre 0,01g

Rouge de crésol 0,005¢g



Glucose 0,5g

Pyridoxal 0,005¢g
L-lysine 10g
Eau distillée 1000ml

pH: 7,3 autoclavage 15 mina 121°C

[M18] : Milieu Moller pour la recherche de I’ornithine décarboxylase (O.D.C) :

Peptone pepsique de viande 5¢g
Extrait de viande S5g
Bromocrésol pourpre 0,01g
Rouge de crésol 0,005g
Glucose 0,5g
Pyridoxal 0,005¢g
L-ornithine 10g
Eau distillée 1000ml

pH: 7,3 autoclavage 15 min a 121°C

[M19] : Bouillon nitraté :

Extrait de viande 3g
Peptone Sg
Nitrate depotassium (KNO3) lg
Eau distillée 1000ml

pH: 7,2+0,2 autoclavage 15 min a 121°C

[M20] : Bouillon au sélénite /bouillon de Leifson (S.F.B) :

Peptone Sg
Lactose 4g
Phosphate disodique 10g
Sélénite acide de sodium 4g

Eau distillée 1000ml

pH: 7,2+0,2 chauffage au maximum a 60°C pendant 10 min

[M21] : Gélose d’Hektoen :

Protéose peptone 12¢g
Extrait de levure 3g
Chlorure de sodium 5¢g
Thiosulfate de sodium S5¢g
Sels biliaires 9g
Citrate de fer ammoniacal 1,5¢
Salicine 2g
Lactose 12¢g
Saccharose 12¢g

Fuschine acide 0,1g



Bleu de bromothymol 0,065¢g

Agar l4g

Eau distillée 1000ml
pH: 7,5  bouillir pendant 1min

[M22] : Gélose Salmonella-Shigella (S-S) :

Extrait de viande de boeuf S5¢g
Bio-polytone 5¢g

Sels biliaires 8,5¢g
Lactose 10g
Citrate de sodium 8,5¢g
Thiosulfate de sodium 8,5¢g
Citrate ferrique lg

Vert brillant 0,00033¢g
Rouge neutre 0,025¢g
Agar 13,5¢g
Eau distillée 1000ml

pH: 7  stérilisation 30 min a 100°C

[M23] : Eau peptonée alcaline (E.P.A) :

Peptone 30g
Chlorure de sodium 30g
Eau distillée 1000ml

pH: 8,6 autoclavage 20 min a 121°C

[M24] : Gélose nutritive (G.N) :

Peptone pepsique de viande S5¢g
Extrait de viande g
Extrait de levure 2g
Chlorure de sodium 5S¢
Agar 15¢
Eau distillée 1000ml

pH: 7,4+0,2 autoclavage 15 min a 121°C

[M25] : Geélose hyperalcaline :
La composition est la méme que celle de la gélose nutritive ordinaire, seulement dans ce cas, elle
est ajustée a pH: 9.
[M26] : Bouillon de Giolitti Cantoni :
Tryptone 10g

Extrait de viande Sg
Extrait de levure S5¢g



Chlorure de lithium 5g

Mannitol 20g
Tween 80 lg
Chlorure de sodium 5¢g
Glycine ou glycocolle 1,2g
Pyruvate de sodium 3g

Eau distillée 1000ml

pH: 6,8+0,2 autoclavage 20 min a 115°C

[M27] : Milieu de Chapman :

Peptone 10g
Extrait de viande lg
Chlorure de sodium 75¢g
Mannitol 10g
Rouge de phénol 0,025¢g
Agar 15¢
Eau distillée 1000ml

pH: 7,6 autoclavage 20 min a 121°C

[M28] : Bouillon cceur-cerveau (B.H.1.B) :

Peptone pepsique de viande 10g
Extrait de cervelle 12,5¢
Extrait de coeur 5¢g
Glucose 2g
Chlorure de sodium 5g
Hydrogénophsphate disodique (Na,HPOj) 2,5¢
Eau distillée 1000ml

pH: 7,4+0,2 autoclavage 15 min a 121°C

[M29] : Milieu de Mueller-Hinton (M.H) :

Infusion de viande de beeuf 300g
Hydrolysat acide de caséine 17,5g
Amidon de mais 1,5¢
Agar 17¢g
Eau distillée 1000ml

pH: 7,3+0,1 autoclavage 15 min a 121°C

[M30] : Milieu Moller pour la recherche de I’arginine dihydrolase (A.D.H) :

Peptone pepsique de viande S5¢g
Extrait de viande S5¢g
Bromocrésol pourpre 0,01g
Rouge de crésol 0,005¢g
Glucose 0,5g

Pyridoxal 0,005¢g



L-arginine
Eau distillée
pH: 7,3

autoclavage 15 mina 121°C

[M31] : Gélose au cétrimide :

Peptone

Chlorure de sodium

Sulfate de potassium
Monohydrogénophsphate de potassium
Cétrimide (bromure de tétradonium)

Acide nalidixique
Agar
Eau distillée

pH: 7,1

autoclavage 20 min a 121°C

[M32] : Milieu de King A :

Peptone trypsique de gélatine (peptone A)

Glycérol

Sulfate de potassium anhydre
Chlorure de magnésium anhydre

Agar
Eau distillée
pH: 7,2

autoclavage 20 min a 121°C

[M33] : Milieu de King B :

Polypeptone (peptone B)

Glycérol

Phosphate bipotassique anhydre
Sulfate de magnésium

Agar
Eau distillée
pH: 7,2

autoclavage 20 min a 121°C

[M34] : Gélose Sabouraud plus chloramphénicol :

Peptone pepsique de viande

Glucose
Chloramphénicol
Agar
Eau distillée

pH: 6-6,3

autoclavage 20 min a 121°C

10g
1000ml

20g

3g

10g
0,3g
0,2g
0,015¢g
12¢g
1000ml

20g
10g
10g
l,4g
15g
1000ml

20g
10g
1,5¢
1,5¢
15g
1000ml

10g
20g
0,5g
15¢g
1000ml



Annexe N° 02 : Réactifs utilisés

Réactif de la recherche de I’oxydase :
Disques imprégnés d’une solution a 1% de chlorhydrate de tétraméthylparaphénylenediamine.

Réactif de Kovacs :

P-diméthyl aminobenzaidéhyde 7g
Alcool amylique 75 ml
Acide chlorhydrique concentré 20 ml

Réactif du rouge de méthyle :

Rouge de méthyle 0,5¢g
Alcool a 80° 100 ml

Réactifs de Voges-Proskauer (VP) :

VP I :
Hydroxyde de potassium 40 g
Eau 100 ml
VP Il :
a naphtol 6g
Ethanol 100 ml

Réactif de la recherche de la tryptophane désaminase (TDA) :

Perchlorure de fer 34¢g
Eau distillée stérile 100 ml

Réactifs pour la recherche de la nitrate réductase (NR) :

Reéactif 01 :
Acide sulfamilique 0,8¢g
Acide acétique SN 100 ml
Réactif 02 :
Naphtylamine 0,5¢g
Acide acétique SN 100 ml

Solution de I’eau oxygénée a 10% :

Eau oxygénée a 110 V 0,5 ml
Eau distillée 14,5 ml

Disques antibiotiques :
o SANOFI DIAGNOSTICS PASTEUR.

e bio Mérieux sa.
« BIO-RAD.



Annexe N° 03 : Table de reférence pour la détermination du nombre le

plus probable (N.P.P) de bactéries par 100 ml d’échantillon [04]

Nombre de tubes

Limites de confiance

donnant une réaction positive sur NPP a 95%
dans

3 tubes 3 tubes 3 tubes 100 ml Limite Limite

de 10 ml de 1 ml de 0,1 ml inférieure supérieure
0 0 1 3 <0,5 9
0 1 0 3 <0,5 13
1 0 0 4 <0,5 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 11 3 36
1 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 149
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 379
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 380
3 2 1 150 30 440
3 2 2 210 35 470
3 3 0 240 36 1300
3 3 1 460 71 2400
3 3 2 1100 150 4800
3 3 3 1400 / /
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