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Introduction :

Danstous|’univers, il y aune molécule que I’ homme cherche avidement, a cause de
sa grande importance dans la vie biologique. Saformule, peut s écrire de fagon tres ssmple:
H-0, I'eau [1].

Derriere ce mot peut se cacher un monde tres vaste, c'est le monde des
microorganismes qui pose, par leur présence dans I’eau, un véritable probléme pour la

santé humaine [1].

La qualité et la protection des ressources en eau sont aujourd hui des sujets de
préoccupation majeurs pour Nos soci étés, puisgue les conditions de vie la modernisation et
I” urbanisation de notre monde, ont conduit a un éloignement de la population des milieux

naturels, et malheureusement a une destruction des écosystémes aquatiques, sources de vie

[2].

En Algérie, le risque de contamination des eaux de surface représente un probléme
environnemental majeur qui remonte tres lois dans le temps, ou la qualité de ces eaux est
€galement soumise a une forte pression exercée par |’ accroissement de la population et par

les activités industrielles (Remini, 2005).

Actuellement, la présence d'antibiotiques dans les eaux de surface constitue un risque a
part en matiere de pollution "pharmaceutique” (Joélle et al.,2006).

Les sources de ces substances sont constituées par les rejets hospitaliers, les rejets
domestiques qui aboutissent dans les stations d’ épuration ou ils ne sont pas compl etement
dégradés (Kummerer. 2001). Et les produits vétérinaires administrés a I’animal qui sont
rejetés dans I’ environnement directement par les excrétions des animaux ou indirectement

par les effluents d’ élevage.

La conséquence de ce type de pollution, est la sélection de souches de bactéries
résistantes aux antibiotiques (Schwarz et al., 2001) ; les eaux superficielles seraient donc
un milieu favorisant la diffusion des bactéries et I’ échange de leurs génes de résistance aux

antibiotiques entre especes différentes (homme, animal) (Joédlle et al.,2006).

Pour faire face au risgue de pollution par des bactéries antibio-résistantes des eaux

de surface, nous avons proposé d’ étudier et d’évaluer ce type de pollution & partir des



échantillons d’eau de I'oued Messida (situé dans Parc National d'El-Kala, Nord-Est

Algérien).

L’Oued Messida reliant le lac Tonga a la Méditerranéen, est confronté a plusieurs

sources de contaminations (rejets d'eau usée, excréments des animaux d'élevage), sa

gualité microbiologique peut répercuter négativement sur e fonctionnement hydrol ogique

de la mer en causant la pollution de cette zone touristique importante ce qui a un effet

direct sur la santé humaine en provoquant plusieurs maladies surtout pendant la période

estivale caractérisé par | activité humaine intense.

L’ objectif du présent travail est de:

Evaluer la qualité bactériologique des eaux de |’ oued Messida par détermination de
degré de leur contamination fécale.

Rechercher et identifier le maximum des souches bactériennes présentes dans ces
eaux.

Etudier la résistance aux antibiotiques des souches isolées afin de déterminer la
présence ou nhon des bactéries antibiorésistantes.

Prévoir et envisager le risgue sanitaire (humain et environnemental).

Nous avons organisé notre démarche en quatre chapitres :

*

Le premier et le second est purement théorique rassemble d’ une part des généralités
sur le site d’étude, et d’autre part la pollution des eaux de surface et I’émergence
des bactéries multirésistantes.

Le troiseme est un chapitre expérimental consacré aux méthodes utilisées pour
I’ analyse bactériol ogique et I’ étude de la sensibilité aux antibiotiques.

Enfin, le quatrieme chapitre, mentionne les différents résultats obtenus au cours de
notre étude sous forme des tableaux et des graphes, avec une discussion et une

conclusion cl6turant e mémoire.



Chapitre | Description du site d’étude

l. Description delarégion d étude (PNEK):

1. Situation généraledelarégion : (Fig. 1)

Le Parc National d EL-Kala (PNEK) est un ensemble de plans d'eau répartis
entre lacs et marais dont les principaux sont le lac Tonga, le lac Oubeira, le lac Mellah, le
lac Bleu, le marais de Bourdim et beaucoup d’ autres d’ importances écologiques égales. Il a

€été créé en 1983, e classé réserve de Biosphere en 1990 [3].

PNEK se situer dans la wilaya A EL Tarf a I’Est Algérien et s étend sur une
superficie de 78 400 ha. Appartenant a la partie Nord-Est du tell Algérien, il est limité au
Nord par la mer méditerranée, a I’ Est par la frontiére Algéro-Tunisienne, au sud par les
monts de la Medjerda et a |’ Ouest par laville d' EL-Tarf et par les marais de la Mekkada

3].

Il congtitue une région trés diversifiée abritant une richesse floristique et
faunistique remarquable et unigue au monde qui a attiré depuis tres longtemps I’ attention
des naturalistes nationaux et internationaux; mille deux cent soixante quatre especes

végétales, et huit cent soixante dix huit especes animales ont été recenses[3].

2. Hydrologie:

A I'intérieure du PNEK, se situer deux plus belles zones d' expansion touristique
a savoir : Messida et Cap Rosa, aing que les lacs : Méllah (eau salée), Oubeira (eau
douce), et le lac Tonga (eau saumétre) [4].

De nombreux affluents issus des massifs formant la frontiére Algéro-Tunisienne,
sécoulent suivant une direction de I'Est vers |'Ouest et aboutissent a la plaine dOum
Teboul. Une partie des eaux alimente alors le lac Tonga par l'intermédiaire de I'Oued El-
Hout. Une autre partie sinfiltre dans les alluvions et recharge la nappe phréatique. Le reste
stagne sous la forme de marécages sur les argiles de Numidie [4].

Par ailleurs la partie méridionale de cette région est drainée par 3 oueds avec
Oued Bougous, Oued Mellila et Oued EI-Kebir lequel joue le rdle de collecteur principal.
Par contre la partie occidentale englobe plusieurs chadbet et oueds liés aux lacs Mellah et
Oubeira [4].L'importance du réseau hydrographique existant dans la région d'El Kala joue
un role considérable dans le maintien du complexe de zone humide. Lalongueur de chaque

oued existant danslarégion varie entre 1,5 a 35 km [3].



Chapitre | Description du site d’étude

Source carte : depliant délivré par le parc animalier de Braptia d'El Kala
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Figurel : Carte du parc nationa d'El Kala et de ses sites d’intérét touristique (source :
Ministere algérien de |’ Agriculture, Direction des Foréts, dépliant délivré par le parc
animalier de Braptia)




Chapitre | Description du site d’étude

. Description du site d’ étude : Oued Messida
1. Situation géographique:

Le canal Messida est un Oued artificiel creusé par les francais pendant I’ époque
coloniale afin d’'assécher le lac Tonga. Il présente une atitude égale 4 0 et de ce fait coule
dans les deux sens suivant le niveau d’eau du lac. Ainsi, en hiver I’ écoulement se fait du

lac versla méditerranée et en été, il coule dansle sensinverse (Zeraoula, 2011).

Le cana Messidareliant le lac Tonga (site RAMSAR) ala mer Méditerranée est
localisé dans le Parc Nationa d'El-Kala (PNEK) al'extréme Nord-Est de I'Algérie (Fig.2).
Il est limité par le lac Tonga au Sud, la mer Méditerranée au Nord, les plaines de la
commune de Souarekh a I’Ouest et les pinedes qui fixent la plus grande partie de la dune

delaplage Messida al’Est.

Ses coordonneées géographiques sont comprises entre 36° 53 60 N et 8° 31' 0 E, a
environ 22 km de la frontiere Algéro-Tunisienne aI'Est et al'Ouest d'environ 11 km de la
villed El Kala.

L’Oued est alimenté par les eaux du lac qui est consdéré comme le distributeur
principal de I’Oued, ains que par deux autres distributeurs secondaires : la nappe dunaire
de Maloul et la nappe dunaire de la pinéde Tonga voisine surtout dans |a période seche ou

ces deux nappes dégagent les eaux vers |’ Oued (Zeraoula, 2011).
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Figure2 : Carte delocalisation du ste d’ étude (Source: LANDSCAPAMENAGEMENT.1998)
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2. Caractérigtiquesdel’Oued Messida :

Les caractéristiques de I’ oued Messida sont résumées dans e tableau suivant :

Tableau 1: lesprincipaux caractéeresdel’oued Messida

(Bazine et Bourenane, 2011).

Coursd’eau Oued Messida
Type Cand
Largeur moyenne (m) >3
Profondeur moyenne (m) 1-25
Vitesse du courant Modérée

Type du terrain (lit du cours d eau)

A dominance : de sable

Peu de : gravier, grosses pieces,
boue.

Conditions du fond

Branches
Feuilles
Peu de déchets

Matiére organique en décomposition

Structure des bords

Naturelle

Exposition

Ouvert

V égétation aquatique

Sur les bords : abondante

Au milieu : modérée

Environnements aux alentours

Auberge
Agriculture
Paturage

Quel ques habitations
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3. Diversitébiologique del’oued Messida :
De par salocalisation, I’ oued Messida héberge une faune et une flore bien diversifiée.
e Lafaune: (Fig.3)
L’ oued Messida congtitue I” habitat d’ espéeces animales d’ immenses valeurs[5] :

- Desoiseaux migrateurs et hivernant (dont des canards, foulques et autres).
- Despoissons d’ eau douce ainsi que de nombreux groupes de la faune intérieure.
- desherbivores et desinsectes.

La faune recensee, reste insuffisante et ne représente gqu’'une fraction de la véritable

richesse biologique du site.

Des herbivores

Figure3: Larichesse faunistique observée au niveau de |’ oued Messida (Photos prises
par BENHALIMA, 2013)
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e Laflore: (fig.4)

Le lit de I'oued Messida est caractérisé par une organisation typique de
végétation, sa superficie est encombrée d' herbiers flottants, d’ hydrophytes courant le plan
d’eau en partie.

La végétation aguatique est a dominance de :

Lemna minor callitriche sp, Lemna trisulca, Nymphaea alba, Alisma plantago aquatica,
Mille feuilles Myriophyllum spicatum, Typha angustifalia, Veronica sp, Cynodondactylon.

(O Lemna minor callitriche sp

O Lemna trisulca

Mille feuilles Myriophyllum spicatum
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Nymphaea alba Alisma plantago aquatica

Figure 4 : Larichesse floristique observée au niveau de I’ oued Messida (Photos prises
par BENHALIMA, 2013)

4. Utilisation des eaux del’oued Messida :

Les eaux de |’ oued sont destinée a:

L'agriculture est le premier secteur de consommation d eau, notamment pour

I’irrigation (au niveau de la pépiniere du Tonga).

- Corridor biologigue permette aux civelles d’anguilles de se déplacer de la mer vers
lelac Tonga et vice versa.

- Ecosysteme recéle une diversité biologique importante par la faune et la flore
gu’ elle abrite, ce qui lui confére un réle de conservation important (reproduction,
dével oppement).

- Lieu ou les animaux qui vivent aux aentours (vaches, chévre, chevaux...)
abreuvées.

- Offre un milieu favorable aux scientifiques et aux chercheurs qui engagent leurs
recherches sur diverses problématiques liées aux milieux aguatiques.

- Place pour la chasse, la péche, loisirs, et activités touristique.

5. Pollutionsau niveau d’ oued Messida :

5.1. Rgetsdes eaux usées:

Les eaux usées des localités fortement peuplé dans la région; Malloul, Oum
chtab, Souarakh et Tonga, sont totalement rejettent dans I'Oued El Eurg qui est

directement lié avec Oued Messida.
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D’autre localités : Maizilla, Oued El-Hout et El Aioun, rejettent les eaux usées

au niveau du lac Tonga et atteignent ensuite Oued Messida.

5.2. Lapollution agricole:

Plusieurs activités humaines sont pratiquées dans le bassin versant du lac (la
chasse, élevage et I’ agriculture). Ces activités agit directement ou indirectement et a degrés
divers sur la structure, le fonctionnement et la délimitation de I’ écosystéme du bassin
puisque elles sont responsable du rejet de nombreux polluants organique et inorganique

dans les eaux de surface et souterraines.

La pollution causée par les activités de |’ agriculture survienne quand les cultures
sont traitées en exces, dont les engrais et les pesticides représentent une menace pour la
gualité des eaux s'ils sont appliqués en période de fort lessivage des sols ou évacués vers
les cours d’ eau (Bouchaala, 2010).

Dans la partie des terres basses, les plaines, pres d Oued Messida et autour du
lac Tonga, I’ élevage (élevage traditionnelle incontr6lé) est complémentaire aux cultures, le
troupeau est générdement congtitué d'une douzaine ou une vingtaine de bovins
gu’ accompagnent fréguemment un nombre équivalent d’ ovins ou de caprins et qui ne sont
pas systématiquement destinés a la vente (Raachi, 2007). Les excréments des animaux,
sont lessivés par les pluies, et peuvent étre amenées a contaminer un point d’ eau
(Zeraoula,2011).

5.3. Letrafic Routier :

Le canal Messida est traversé dans sa partie amont par la route national N°44 ce
gui a entrainé un risque de pollution de ces eaux par, les huiles moteurs, filtre a huile,
liquide de frein, liquide de refroidissement, fluides de climatisation, et auss par |'essence
qui est riche en plomb. Il est important de signaler aussi que la circulation perturbe la
faune riveraine et les migrations de plusieurs especes telles que les oiseaux [6].

6. Caractéristiquesclimatiques:

Le climat est certainement un facteur du milieu tres important (Samraoui et al.,
1998).

La zone d' étude est sous I'influence d'un climat subhumide, caractérisé par un

hiver doux et humide et un éé chaud et sec [7]. La forte humidité de la région est causée


http://fr.wikipedia.org/wiki/Huile_moteur�
http://fr.wikipedia.org/wiki/Filtre_%C3%A0_air�
http://fr.wikipedia.org/wiki/Liquide_de_frein�
http://fr.wikipedia.org/wiki/Liquide_de_refroidissement�
http://fr.wikipedia.org/wiki/Climatisation�
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par la forte évaporation de nombreuses zones humides et |a proximité de la mer, ains que

larichesse de larégion en écosystémes forestiers (Samraoui et al., 1998).

Le régime pluviométrique est de type Méditerranéen [4]. Le niveau moyen de
précipitations atteigne 800 mm [7].

Par ailleurs, la pluviométrie forte généreuse de la zone d' étude permet non seulement
I’entretien du couvert forestier, mais surtout le maintien du réseau hydrographique
important existant au sein du Parc [7].

La température moyenne annuelle est de I’ordre de 18°C. Les mois les plus
chauds sont Juillet et Aodt ou |a température moyenne oscille autour de 25°C. Les mois les
plus froids sont décembre et janvier avec des températures moyennes de I’ ordre de 12°C
[7].

Les vents du Nord-Ouest sont prédominants, surtout en hiver, et leur stabilité
depuis le quaternaire est attestée par I'orientation des dunes dans toute la Numidie
(Samraoui et al., 1998).
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. Lapallution deseaux :

1. Généralité:

Pour gu’un écosysteme aquatique puisse se développer de fagon équilibrée, il faut
gue la qualité de I’ eau soit bonne. Dans le cas contraire, lorsgue les qualités naturelles de
I’ eau sont dégrader et |’ écosysteme aguatique perturbé on parle de pollution de |’ eawu.

La pollution d’ eau est une atération qui rend son utilisation dangereuse et/ou perturbe
I’ écosystéme aguatique .Elle peut concerner les eaux superficielles (riviéres, plans d’ eau)
et/ou les eaux souterraines [8].

L’organisation des Nations Unies définit comme suit la pollution: «c’'est
I"introduction par I’homme dans le milieu marin ou dulcaquicole, directement ou
indirectement, de substances ou d'énergies, ce qui entraine des effets déléteres tels que:
dommage aux ressources biologiques, danger pour la santé humaine, entrave aux activités
y compris la péche, diminution de la qualité de I’ eau du point de vue de son utilisation et

réduction des possibilités offertes dans les domaines des loisirs (Ait Kaci et al., 2008).

Plusieurs types de polluants peuvent étre retrouvés dans les écosystemes
aquatiques, ils sont formés des rejets chimiques (solvants, nitrates, phosphates, détergents)
des produits cosmétiques, et des substances pharmaceutiques (anti-inflammatoires, anti-
cholestérol, antibiotiques, anticancéreux....... ) [9].

Les polluants peuvent avoir comme origine principale |’activité humaine: les

décharges de déchets domestiques, lesindustries, I’ agriculture....
Elle se manifeste principalement dans les eaux de surface par :
Une diminution de la teneur en oxygéne dissous.

La présence de produits toxiques.

Une modification physique du milieu récepteur.

Y V VYV V

La présence de bactérie ou virus dangereuse [ 8].

11
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2. Différent types de pollution :

La pollution de I’ eau est une dégradation physique, chimique ou biologique de ses
qualités naturelles, provoquée par I’homme et par ses activités. Elle perturbe les conditions

devie et I’équilibre du milieu aquatique et compromet les utilisations de I’ eau [10].
Il existe différent types de pollution :

e Lapollution physique qui altére latransparence de |'eau par |a présence de matiéres
en suspension, elle peut étre une pollution radioactive ou thermique proviennent du rejets
de radio-isotopes ou ayant servi au refroidissement des centraes électriques et nucléaires.
Les consequences directe de ce reet est I’élévation de la température des eaux ce qui
modifie le taux d oxygene, augmente |’ activité cellulaire et la respiration de la biocénose,
diminue la diversité du phytoplancton et peut provoquer la prolifération d’espéces
thermophiles [10].

e La pollution chimique qui est due a des substances indésirables ou dangereuses
d origines diverses ; les déchets et |es déversements industriels minéraux et organiques, qui
peuvent étre dégradables par les phénoménes biologique, chimique ou physique, ou non
dégradables. Ces polluants provoquent de profonds déséquilibres chimiques ayant des
effets biologiques.

e La pollution organique de I’eau, provenant des eaux usees domestiques et des
industries agroalimentaires, provoquent une surconsommation d’ oxygene et peut entrainer
lamort de lavie aguatique.

e La pollution microbiologique qui désigne la présence des microorganismes. des
bactéries (Salmonella, Saphylocoques, vibrions...), virus (virus de ['hépatite,
entérovirus....), champignons (Candida, Torula....), protozoaires et les oeufs de parasites
(Ascaris, Tenia...). Ces microorganismes sont a I'origine de contamination des milieux
aguatiques, ils proviennent des eaux usees improprement traitées ou des eaux de
ruissellement provenant d’installations d'élevage [11].

Dans |la présente étude, nous nous intéressons par |a pollution microbiol ogique

3. Facteursfavorisant la pollution microbiologique:
Plusieurs facteurs pouvant avoir une incidence sur les concentrations de

microorganismes dans |’ eau, a savoir :

12
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- Lesanimaux sauvages, qui constituent un réservoir de bactéries ou de protozoaires
pouvant infecter les humains;;

- Les variations de la turbidité ou de la composition chimique de I'eau, qui peuvent
avoir une incidence sur les densités bactériennes ;

- Laprolifération des agues, qui peut rendre les bactéries plus abondantes; etc.
Aujourd'hui il y a un autre facteur qui a un effet sur la présence et résistance de la flore
bactérienne dans les milieux aguatiques : ce sont les antibiotiques.

L’ utilisation excessive d'antibiotiques dans la production animale et en médecine humaine
a conduit a I’ apparition dans I'environnement, des taux élevés de bactéries résistants aux
antibiotiques[12].

La présence de bactéries aquicoles résistantes aux antibiotiques, peut ne constitue
pas un danger direct pour I’homme, car la mgjorité de cette flore n'est pas pathogene,
c' est-a-dire qu'elle n'engendre aucune maladie. Le danger, ¢’ est que ces genes résistants
soient communiqués a des bactéries pathogenes qu’il serait ensuite beaucoup plus difficile,
voire impossible, de combattre.

Des transferts d’éléments génétiques résistants entre bactéries ont déja &é mis en
lumiére par des études précédentes[12].

Donc le scénario catastrophe consisterait pour une bactérie inoffensive mais multi
résistante a transmettre ses propriétés a une autre beaucoup plus dangereuse, comme le
staphylocoque doré (bactérie virulente responsable de la plupart des infections
nosocomiales).

Il ny aurait plus aors dantibiotique disponible pour le traiter et I'infection
développée ne pourrait étre guérie.

4. Emergence des bactéries multi-r ésistantes dans les milieux aquatiques:

L'utilisation excessive d’ antibiotiques mene a la sélection de bactéries résistantes
dans I’écosystéme ou ils sont utilisés. Le passage de bactéries ayant acquis une ou
plusieurs résistances, ou le transfert de génes de résistance, depuis le réservoir ou s exerce
la pression de sélection par |'antibiotique, vers un autre réservoir tel que les milieux
aguatiques, fait craindre la contamination d’autres animaux mais également de I’'Homme
par des bactéries multi-résistantes, avec la perspective de dituations ou toute
antibiothérapie deviendrait inefficace (Bories et al., 1998).

La sélection de ces bactéries résistantes aux antibiotiques pathogenes ou non
pathogeénes dans le tube digestif de I’animal et de |’homme, pouvant contaminer et/ou

recontaminer les eaux, le probléme général de ces bactéries ¢’ est qu’elles persistent dans

13
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I’ eau. Les environnements naturels seraient donc des réservoirs favorisant le phénomene
d’ antibiorésistance et la diffusion des bactéries et |’ échange de leurs génes de résistance

entre espéces différentes (homme, animal) (Berthe, 2003).

Plusieurs études ont confirmé la présence de bactéries résistantes a plusieurs
antibiotiques dans les écosystemes aguatiques ; dans le cadre du programme Seine-aval, il
adéga éte montre la présence d'E. coli multirésistantes aux antibiotiques dans les eaux de
I’estuaire de la Seine. Une étude de Koenraad et al. (1994), dans des eaux usées
d’ élevages, ont observé la présence de 30 % de Campylobacter résistants. Junco et al,
(2001) ont aussi observé une augmentation de la fréquence de bactéries résistantes dans
les eaux de mer. Le phénomeéne concerne auss les eaux souterraines (Mac Keon et al.,
1995), les eaux potables (Leclerc et al., 1996) et méme les eaux embouteillées (Massa et
al.,1995).

Dans les pays industrialises, Albrich et al., (2004) montrent une corrélation positive
entre la quantité d antibiotiques utilisés par habitant et le pourcentage de souches de
Sreptococcus pneumoniae résistantes ala pénicilline et aux macrolides. La France apparait
en téte des pays particulierement concernés par rapport a ses voisins europeens.

Dans des eaux potables, des 1996, Leclerc et al., (1996), montrent dans le Pas-de-Calais
gue 100% des Aeromonas hydrophila et 88% des Klebsiella pneumoniae résistent a
Iampicilline [12].

Plusieurs agents bactériens zoonotiques ont développé des résistances multiples, et

sont devenus de plus en plus préoccupants al’ heure actuelle :
e Lesentérobactéries:

Les entérobactéries sont des bactéries ubiquitaires avec un habitat tréslarge : eau

douce, sol, végétaux, animaux (insectes jusqu'a l'homme) et peuvent contaminer des

denrées alimentaires. Certaines especes sont responsables de diarrhées et/ou d'infections
opportunistes (infections urinaires, infections respiratoires, surinfections des plaies,

septicémies, méningites) (Zogheib et al., 2005).

Elles sont généralement traitées par des bétalactamines, donc les pénicillines, les
céphalosporines a large spectre et les carbapénemes (imipénem, méropénem, ertapénem),

ou encore les fluoroquinolones. Au cours des deux derniéres décennies, on observe une
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augmentation importante de la résistance des entérobactéries a ces antibiotiques, en

particulier Escherichia coli et Klebsiella pneumoniae [13].

La propagation des entérobactéries résistantes aux antibiotiques est de plus en plus
un probléme de santé publique. Bien que les milieux hospitaliers et le secteur de la vente
des aliments au détail sont reconnus de plus en plus comme des sources importantes de ces
bactéries, on comprend moins bien encore I’importance de ces sources d’ origine hydrique.
De grandes quantités d’ entérobactéries issues des matieres fécales humaines et animales
peuvent étre rejetées dans les rivieres et les lacs qui constituent les sources d’ eau utilisées
pour la consommation, les activités récréatives ou I'irrigation. |l est nécessaire de mieux
comprendre la prévalence de la résistance aux antibiotiques des entérobactéries et

I’importance de leur présence dans les écosystémes aquatiques [13].

e Escherichiacoli :

Escherichia coli fait partie de la flore endogene des mammiferes et des oiseaux.
certaines souches pathogéenes sont souvent associées, tant chez I’homme que chez les
animaux, a des troubles digestifs (Caprioli et al., 2005).

La premiére souche pathogéene isolée était 0157 : H7 en 1982 et depuis cette date
E. coli continue a étre impliquée dans les infections d’ origine alimentaires et hydrique. Des
souches multirésistantes sont devenues de plus en plus fréguentes (Trevejo et al., 2005). La
sélection d’'Escherichia coli multirésistantes a été la conséquence de I’ utilisation accrue
d’antibiotiques a large spectre chez I'Homme et chez les animaux. Le développement de
I’antibiorésistance chez E. coli crée des problemes dus a leur propension éevée de
disséminer leurs génes d antibiorésistance : il a été possible de "tracer" des plasmides de
résistance transmis de E. Coli animaux a des entérobactéries humaines (Bories et al.,
1998).

e Lessalmonelles:

Les oiseaux domestiques et sauvages, volaille en particulier, constituent un
réservoir majeur de ces micro-organismes (Panin et al., 2005). Ces bactéries peuvent se
transmettre a I’ homme par contact direct avec les animaux infectés ou par le biais de la
consommation de leurs denrées ou I’ eau contaminée (Trevejo et al., 2005).

L’ utilisation des antibiotiques chez les animaux méne a la sélection de sérotypes

antibiorésistants de Salmonella non typhiques. L‘antibiorésistance limite les choix
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thérapeutiques aux vétérinaires comme aux médecins a I’ encontre de formes cliniques de
salmonelles non typhiques exigeants un traitement antibactérien (Trevejo et al., 2005).
Récemment, des souches de Salmonella typhimurium de lysotype 104 (= DT104)
comportant une résistance chromosomique a l'ampicilline, au chloramphénicol, a la
streptomycine, aux sulfamides et alatétracycline (phénotype : ACSSuT) sont devenues de
plus en plus fréquentes chez I'hnomme et méme dans les milieux aguatiques en de
nombreux pays du monde (Angleterre, Pays de Galles, Allemagne, U.S.A,..)

Dans ces pays, I'émergence et |a propagation des isolats présentant une résistance
supplémentaire a la ciprofloxacine, qui est actuellement le médicament de choix pour le
traitement des salmonelloses humaines invasives, sont apparues apres |'autorisation de

commercialisation del'enrofloxacine pour I’ usage vétérinaire (Velge et al., 2005).

e LesEntérocoques:

On les retrouvent souvent dans le tractus gastro-intestinal des humains et de
plusieurs animaux; Enterococcus faecalis et E. faecium sont les deux especes le plus
souvent identifiées chez I’humain (Clausen et al., 1977). Elles sont présentes dans les
intestins d’environ 75 % des humains, a des concentrations variant de 105 a 108
bactéries/g (Edberg et al., 2000).

Quant aux streptocoques du groupe D susceptibles de contaminer les eaux
d’ approvisionnement, ils sont plutbt typiques des déections animales, comme
Streptococcus bovis, S equinus, S. gallolyticus et S, alactolyticus (Farrow et al., 1984).

La persistance des entérocogues dans divers types d' eau peut étre supérieure a celle des
autres organismes indicateurs (OMS, 2000). notamment a cause de leur résistance notoire
aux agents désinfectants (Hadlay et al., 1993).

Chez les animaux, la sélection d’ entérocoques résistants a la vancomycine du fait
de I'utilisation de [|’avoparcine comme facteur de croissance, et la sdection
d entérocoques, surtout d’ Enterococcus faecium, résistants aux streptogramines du fait de
I"utilisation de la virginiamycine ont fait |I’objet de nombreux travaux (Leclerc et al.,
1996).

La possibilité de transfert de ces souches résistantes des animaux a |’homme, via
I"alimentation et I’eau ont été analyses et discutées. Bien gqu'il n'est pas été mis en
évidence de liens directs entre ces souches issues des animaux et les souches pathogéenes
responsables d'infections nosocomiales a I’ hépital, le transfert de géenes de résistances

entre les différentes populations d’ entérocoques ne peut pas étre exclu (Sanders, 2005).
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e L esCampylobacter :

Méme s elle est probablement sous-estimée, |’ incidence des infections intestinales
par des bactéries du genre Campylobacter est actuellement tres élevée. L‘infection par
Campylobacter est une zoonose alimentaire dont la transmission principale se fait par
I’ingestion d’ aliments et/ou eau contaminés (Gallay et al., 2005).

Les déjections d' oiseaux aquatiques, I’ écoulement d’eau venant de surfaces agricoles et,
notamment, les eaux usées d’ origine humaine (non épurées) peuvent contaminer les eaux
de surface avec Campylobacter, les bactéries pouvant y survivre longtemps.

Une PCR quantitative menée dans 23 stations d’épuration de Suisse a mis en évidence
Campylobacter dans 87,5 % des échantillons d’ eaux usées non épurées et dans 64 % des
échantillons d’ eaux usées épurées[14].

Dans les échantillons contaminés, la concentration en germes s élevait entre 6,8 x
10* et 2,3 x 10° cellules par litre dans les eaux non épurées et entre 1,1 x 10* et 2,8 x 10°*
cellules par litre dans les eaux épurées [14]. Ces résultats montrent qu’en Suisse aussi, les
eaux usées dorigine humaine non épurées peuvent étre fortement contaminées par
Campylobacter et congtituent donc une source potentielle d’'agents pathogénes pouvant
provoquer des maladies.

Les Campylobacter ont dével oppé des résistances acquises a diverses familles
d’ antibiotiques d’intérét thérapeutique chez I’ homme, dont les fluoroquinolones (Lehours,
2005).

Une augmentation rapide du nombre de souches résistantes aux quinolones, a été
congtatée dans les pays européens, depuis le début des années 1990. En Europe, des
enquétes de type écologiques ont lié I'évolution de la résistance aux quinolones a
I"augmentation de I’ utilisation de ces antibiotiques en médecine vétérinaires. L’ apparition
rapide de souches résistantes a é&é mise en évidence chez les poulet recevant de quinolones
en supplément nutritionnel (Gallay et al., 2005).

L’ utilisation dans I’ aimentation animale, de dérivés proches des fluoroquinolones
utilisés en clinique humaine comme I’ enrofloxacine, a probablement exercé une pression
de sélection chez des réservoirs animaux (Lehours, 2005). Apres l'‘autorisation des
fluoroguinolones pour I'usage vétérinaire dans lafiliére avicole, cela a été rapidement suivi
d’une éévation importante de la prévalence de Campylobacter jejuni, fluoroquinolone-
résistant, isolé des volailles vivantes et de leurs denrées et dans I’eau, ains que des
humains infectés (Lehours, 2005).
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Impact dela pollution deseaux sur lasanté:
1. Risgues liésala présence des bactéries pathogenes:

Les maladies transportées ou occasionnées par |'eau, comme la typhoide, le
choléra, la dysenterie furent, jusqu’a la fin du siecle dernier, responsables de graves

épidémies qui dévastaient des régions entieres (Guiraud, 1998).

Les maladies d’ origine hydrique sont |e plus souvent transmises par voie féco-orale
et la contamination de I"homme se réalise alors soit par consommation d’aliments et/ou
d’eau contaminés, aing par voie respiratoire soit lors d’un bain ou d’'un contact avec des
eaux ausage récréatif (Guiraud, 1998).

La baignade en eau polluée augmente le risque d'apparition de troubles de santé. Ce
risque dépend du niveau de contamination de I'eau par des germes pathogenes, mais aussi
de I'état de santé du baigneur lui-méme et de ses pratiques (durée de la baignade,
immersion de la téte) .ce contact produit des affections cutanéo-muqueuses diverses
(rhino-pharyngite, oculaires, otites, dermatoses...) Exemple: la baignade dans une eau
contenant le staphylocoque doré peut causer plusieurs infections cutanées (furoncle,
folliculite, impétigo, infection de plaie, panaris...) comme elle peut donner des otites, des
sinusites, des conjonctivites, des gastro-entérites, et autres infections plus ou moins graves,

avec risque de septicémie s la bactérie passe dans le sang [23].

L'ingestion d'eau ou d'aliments contaminés et de produits de la mer infectés conduit
fréguemment a des troubles gastro intestinal (gastro-entérites aigue inflammatoire). Ces
infections sont dues a plusieurs especes bactériennes tel que : Vibrio cholerae, Salmonella
typhi, et E. coli entérohémorragique qui sont responsables respectivement du choléra, la

typhoide, et les diarrhées.

La contamination de I'nomme se fait auss par voie aérienne, par inhalation de
gouttelettes d'eau d'un diamétre inférieur & Jum contenant des baéties ( legionella,
mycobacterie non tuberculose) en suspension dans l'air. Les principaes maladies
provoquées par cette voie: la légionellose causeée par Legionella, infections pulmonaires

provoqués par MNT (mycobacterie non tuberculose) [23].
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2. Risquesliésala présence des bactéries multirésistantes:

La présence des bactéries multirésistantes dans les eaux naturelles, constitue
actuellement un probléme majeur de la santé publique. Elles pourraient étre a |’ origine de

différents problemes dont les principaux :

- Risque de perturbation des traitements biologiques du fait d une action sur les
bactéries impliquées dans ces traitements ;

- Propagation des infections chroniques difficiles a traiter (la difficulté de
I’ antibiothérapie) ;

- Transformation des genes de résistance ad’ autre bactéries;;

- Perturbation de la population bactérienne intervenant dans le cycle des nutriment
dans les eaux naturelles (Tamtam et al., 2008).
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Les analyses bactériologiques ont été réalisées au niveau de laboratoire de
microbiologie de Département de Biologie al’ Université de Guelma et le laboratoire de la

Direction de Santé et de Population de lawilaya de Guelma.
. Mateériel :

L’ensemble des milieux de cultures, réactifs, instruments et appareillages seront cités

au fur et amesure de leurs utilisations.
[I. Méthodes:
1. Echantillonnage:
1.1.Présentation des points de prélévement :

Pour étudier la qualité bactériologique de |I'eau de « Oued Messida », on a chois
trois points de prélévement : P1, P2 et P3, de I’ exutoire du lac Tonga al’ embouchure (Fig.
5 et 6).

Au niveau de ces points de prélevement, trois compagnes d’ échantillonnages ont

€té organisées durant trois mois successifs : Février, Mars et Avril 2014
e Choix des points de prélevement :

Le choix des points d' échantillonnage a été effectué aprés avoir pris connaissance du
terrain et de maniére a étre représentatifs des diverses activités pratiquées le long de I’ oued

et susceptibles d’ altérer la qualité de I’ eau.

> Premier point de pré évement :
Ce point est situé a coté de la route nationale n° 44, prés du lac Tonga qui est riche par un
grand nombre d'espéces animales et végétalesrares.

» Deuxiéme point de prélévement :
On a choisi ce point en raison de sa proximité des zones de péturage des bovins et des
ovins de la région; I’eau de cette zone est utilisée pour I'irrigation de la pépiniere de

Tonga
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» Troiseme point de prélevement :

Ce point est situé alafin del’ oued et pres de la mer Méditerranée ; ¢'est une zone
de péche et de baignade (la plage Messida).
Les coordonnées, |les caractéristiques des trois points de prélevement et le rythme

d’ échantillonnage des eaux de |’ oued Messida sont résumés dans le tableau 2.

[.égende :

O . Point de prélevement
% Oued Messida

Mer méditerranée N°44| - Route Nationale N44

Lac Tonga

Figure5: Localisation destrois points de prélevement (Google Earth, 2014).
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Troiseme point de prélévement(P3)

Figure 6 : Vue générale des points de prélevement (photos prises par Benhalima, 2014)
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Tableau 2 : Présentation des points de prélévement et de rythme d’ échantillonnage.

Date de pr élévement Heurede Caractéristiques
pr élévement
Prélevement 1 10-02-2014 14 :40h Pres de laroute nationale
N °44; presdulac Tonga
o 06-04-2014 14:00h 36°53'1.70"N
Prelévement 3 8°31'47.03' E
= 10-02-2014 15:10h Prés d’ une zone de paturage
Prélevement 1 _ .
des bétails ; point
o~ 09-03-2014 12 :50h e
o Prélévement 2 d'irrigation
Prélevement 3 | 06-04-2014 14:20n 36°53'51.63°N
8°31'8.61"E
Préléevement 1 10-02-2014 15:30h Prés de |a Méditerranée
T (environ 50 m)
- Prélevement 2 13:15h
o 09-03-2014 36°54'26.91" N
Préévement 3 14:45n 8°31'6.79"E
06-04-2014

1.2.Technique de prélevement :

Le prélevement de I’ eau pour une analyse bactériologique doit s effectuer dans des

conditions d'asepsie rigoureuses, et il faut utiliser de préférence des flacons en verre pyrex

munis d’un large col et d’un bouchon avise métallique (Derwich et al., 2008).

Les techniques de prélévement sont variables en fonction du but recherché et de la nature

del’eau aanalyser (Rodier, 1996).

Dans notre cas, nous avons suivi la technique de prélévement destinée aux eaux de

surface, des flacons en verre de 250 ml stériles sont prolongés a une distance qui varie de

25 230 cm de la surface assez loin des bords, ains que des obstacles naturels.

Les flacons sont ouverts sous I’eau et immergés complétement en postion verticale

renversé en le tenant par le fond, retourné jusqu'a ce que I’ ouverture soit Iégerement plus

haute que le fond et dirigé dans le sens contraire du courant (Rodier, 1996).
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1.3.Transport et conservation des échantillons:

Les échantillons prélevés sont clairement identifiés. Chaque flacon a porté une
étiquette indiquant : le numéro du point de prélévement, date et heure, et les conditions
météorologiques (pluies, vents...) ; puis tous les prélevements sont transportés dans une

glaciere dont latempérature est compriseentre 4 a6 °C.

Les analyses bactériol ogiques ont été débutées dans un délai maximal de 24 heures,

apreslerecueil del’ échantillon (Rodier et al., 2009).

2. Méthodes d’ étude de la qualité bactériologique des eaux de |’ oued M essida:

2.1.Dénombrement des ger mestotaux (GT): (Schéma0l)

Les GT sont des micro-organismes capables de se multiplier en aérobiose a des
températures optimales de croissance (apres 24 h & 37°C). La technique de numération de
ces microorganismes est effectuée apres incorporation d'un volume déterminé

d’ échantillon ou de ces dilutions dans un milieu gél osé.

La présence en grande quantité de cette microflore totale aérobie mésophile n’est, a priori,
aucune valeur indicative, par contre son évolution d'une maniére importante, peut étre
représentative d’'un apport contaminant (matieres organiques par exemple) (Bouchaala,
2010).

M ode opérataire:

- A partir de I’échantillon mére nous réalisons une série de dilution décimale en
reportant 1 ml de chague échantillon dans 9 ml d’eau physiologique stérile jusqua la
dilution 10°. Cette série de dilution sera utilisé pour toutes les recherches ultérieures.

- Dans des boites de Pétri vides, on met 1 ml d'un échantillon non dilué et de
diverses dilutions décimales de cet échantillon (10,* 10,2......... 109).

- Compléter ensuite chacune des boites avec environ 20ml de gélose TGEA fondue et
refroidie a45°C.

- Faire ensuite des mouvements circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » pour
permettre al’inoculum de se mélanger ala gélose sur une surface horizontale.

- Laisser solidifier les boites sur paillasse.

- Incuber a37°C pendant 24 ha 72 h (Labreset al., 2006).
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Lecture:

Les germes revivifiables se présentent sous forme de colonies lenticulaires poussant
en masse (Labres et al., 2006).

Dénombrement :

- Calculer la valeur du nombre N de microorganismes revivifiables a 37 + 2°C, en

tant que moyenne pondérée, al’aide de I’ équation suivante :

oy

= ou
1.1xd

Y ¢: est la somme des colonies dénombrées sur deux boites de dilutions

successives retenues.
d: est le taux de dilution correspondant a la premiére dilution.

- Arrondir lesrésultats calculés a deux chiffres significatifs apreslavirgule.

- Lerésultat final de microorganismes revivifiables dénombrés & 37°C par ml d’ eau
est noté par un nombre compris entre 1,0 et 9,9 multiplié par 10" ol x est la puissance
appropriée de 10.

- Le nombre de colonies dénombrées est ensuite ramené au nombre de
microorganisme présents dans 1 ml, en suite au nombre de microorganisme dans 100 ml
d’ eau (Rodier, 1996).
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|
<

10°

}

1ml

\

\_

Ajouter environ 20 ml de gélose TGEA

———— ] - - =» /——]
— 1 N

L aisser solidifier sur paillasse puisincuber a:

37°C, pendant 24 a 72 heures

Dénombrer les colonies lenticulaires

~

9ml d'eau
physiologigue

Stérile

/

Schéma 01: Technique de dénombrement des germes totaux (Labres et al., 2006).
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2.2.Recherche et dénombrement des bactériestests de contamination fécale:
2.2.1. Recherche et dénombrement des coliformes totaux(CT) et des
colifor mesfécaux (CF) : (Schéma02)

Les coliformes font partie des entérobactéries, ce sont des bacilles a Gram négatif,
non sporul és, oxydase«-», aérobies ou anaérobies facultatifs, ils fermentent le lactose avec
production d’acide et de gaz en 48 heures a une température de 35 a 37°C (Dellarras,
2003).

Les coliformes fécaux ou thermotolérants ont les méme propriétés que les
coliformes mais a une température de 44°C. L’ espéce la plus importante de ce groupe est
Escherichia coli qui a la particularité de produire de I'indole & partir du tryptophane
présent dans le milieu 242 + 2°C (Labres et al., 2008).

Larecherche et le dénombrement des coliformes ont été réalisées selon la technique
du NPP (Nombre le Plus Probable), ¢’ est une technique réalisée en milieu liquide, elle fait
appel adeux tests consécutifs a savoir (Dellarras et al., 2008).

% Letest de présomption : réservé alarecherche des coliformes totaux.

% Le test de confirmation: encore appelé test de Mac Kenzie est réservé a la
recherche d’ E.coli avec confirmation de la présence des coliformes totaux et les coliformes
thermotol érants.

% Test présomptif :
Technique:

- Préparer une série de tubes contenant le milieu BCPL (bouillon lactosé au pourpre
de bromocrésol) ssimple concentration qui est un milieu liquide avec cloche de Durham
(Dellarraset al., 2008).

- A partir des dilutions décimales (jusqu’'a 10°) de I’eau & analyser de chague point
porter aseptiquement 1 ml, dans chagu'un des 3 tubes de BCPL a partir de la méme
dilution.

- Incuber & 37°C pendant 24 h a48 h (Dellarras et al., 2008).

Lecture:
Sont considérés comme positifs les tubes présentant alafois:

- Un dégagement gazeux (supérieur au 1/10 de la hauteur de la cloche).
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- Un trouble microbien accompagné d’ un virage du milieu au jaune (ce qui signifié la

fermentation du lactose présent dans le milieu) (Dellarras et al., 2008).
Dénombrement :

Nous notons le nombre de tubes positifs dans chaque série, puis nous reportons a la
table de Mac Grady (voir Annexe Il) pour déterminer le nombre de coliformes présents

dans 1Iml ensuite dans 100 ml d’ eau.
% Test confir matif :

Le test de confirmation ou test de Mac Kenzie est basé sur la recherche de
Coliformes thermotolérants parmi lesquels on redoute surtout la présence d’Escherichia
coli (Dellarraset al., 2008).

Technique:

- Les tubes de BCPL trouvés positifs lors du dénombrement des coliformes totaux
feront I’objet d'un repiquage a I'aide d'un 6se bouclé dans tube contenant le milieu
Schubert muni d’ une cloche de Durham ou un tube d’ eau peptonée exempte d’'indole.

- Chasser le gaz présent éventudlement dans les Cloches de Durham et bien
mélanger le milieu et I'inoculum.

- L’incubation se fait cette fois-ci a 44°C pendant 24h a 48h (Dellarras et al., 2008).

Lecture:
Sont considérés comme positifs, les tubes présentant :

- Un dégagement gazeux, et un trouble dans le tube de |’eau peptonée exempte
d’indole.

- Un anneau rouge en surface, témoin de la production d'indole par Escherichia coli
aprés adjonction de 2 a 3 gouttes du réactif de Kovacs dans le tube de I’eau peptonée
exempte d’indole.

- La lecture finale s effectue également selon les prescriptions de la table de Mac
Grady pour déterminer le NPP d'E .Coli présents dans 1ml ensuite dans 100 ml d eau
(Déllarraset al., 2008).
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~

9ml d'eau
physiologique

Sterile

O

Incubation : 37°

, pendant 24 448

-
d
v

Test présomptif

Eau péptonée exempte d’indole — Test confir matif

Incubation : 44°C, pendant 24 a48 h
/L @
N
) Kovacs O&
N Anneau rouge
Trouble du milieu >
— \_/

\ Dénombrement : a partir destubes positifs, deter miner le NPP /

Schéma 02: Recherche et dénombrement des CT et des CF (Dellarras et al., 2008).
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2.2.2. Recherche et dénombrement des str eptocoques fécaux(SF): (Schéma03)

% Les streptocoques se caractérisent par leur morphologie (coques en chainettes),

Gram positif, et un métabolisme anaérobie (Degremont, 2005).

La recherche et e dénombrement des streptocoques fécaux sont réalisées selon la
technique de colimétrie en milieu liquide.

Les milieux utilisés sont :

% Le milieu de ROTHE (pour le test présomptif) qui contient comme agent sélectif
I’ azide de sodium (inhibiteur de la flore secondaire Gram négatif).

« Lemilieu d Eva-Litsky (pour le test confirmatif) qui renferme en plus de I’ azide de
sodium une faible concentration de cristal violet qui freine le développement des bactéries

Gram positif (Degremont, 2005).

% Test présomptif :
Technique:

- Préparer une série de tubes contenant le milieu ROTHE simple concentration.

- A partir des dilutions décimales (jusqu'a 10°) de I'eau & analyser porter
aseptiquement 1 ml, dans chagu’ un des 3 tubes de ROTHE a partir delaméme dilution.

- Incuber a37°C pendant 24 h a48 h (Larpent, 1997).

Lecture:

- Les tubes présentant un trouble microbien lors de la période d’incubation seront
susceptibles de contenir des streptocoques fécaux ; doivent subir un test confirmatif
(Larpent, 1997).

< Test confir matif :
Technique:

- Les tubes de ROTHE trouvés positifs dans le test de présomption feront |’ objet
d’'unrepiquage al’aide d’'un 6se bouclé dans des tubes contenant le milieu Eva-Litsky.
- L’incubation sefait a44°C, pendant 24 h 448 h (Larpent, 1997).
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Lecture:
Sont considérés comme positifs, les tubes présentant :

- Un trouble microbien, qui confirme la présence de streptocoques fécaux, parfois la
culture s’ agglomeére au fond du tube en fixant le colorant et en formant une pastille violette
(blanchétre) au fond des tubes (Larpent, 1997).

- Lalecturefinade s effectue également selon les prescriptions de la table du NPP.
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/1r—nl\ 1 ml \
9ml d'eau
_____ > physiologique
2 10° Stérile
O OO
) AN
AN AN ™ = =P N AN
\_/ S
~— §m ROTHE S/C -
e \
Incubation : 37°C, pendant 24 a 48
)
N
= ) _
N Test présomptif
—/
Y
1
N : :
_ N Test confirmatif
Eva-Litsky —
N
Incubation : 44°C, pendant 24 a 48 heures
Y
e
-
N
Trouble avec ou sans dép6t violet

U

\ Dénombrement : selon les prescriptions de la table du NPP /

Schéma 03: Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux (Larpent, 1997).
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2.2.3. Recherche et dénombrement des bactéries anaérobies sulfito-
réductrices (ASR) : (Schéma04)

Les bactéries anaérobies sulfito-réductrices (ASR) se présentent sous forme de
bactérie a Gram positif, se développant en 24 a 48 heures sur une gélose Viande-Foie en
donnant des colonies typiques réduisant le sulfite de sodium (Na,SO3) qui se trouve dans
le milieu, en sulfure qui en présence de fer (Fe") qui donne FeS (sulfure de Fer) de couleur
noir. Les spores des ASR constituent généralement des indices de contamination ancienne
(Labreset al., 2008).

Mode opératoire:
A partir de |’ eau aanayser :

- Transférer environ 25 ml dans un tube stérile, qui sera par la suite soumis a un
chauffage de I’ ordre & 80°C pendant 10 minutes, dans le but de détruire toutes les formes
végétatives de bactéries anaérobies sulfito-réductrices éventuellement présentes.

- Apres chauffage, refroidir immédiatement le flacon destiné a I’ analyse, sous |’ eau
derobinet (Dellarras et al., 2008).

- Répartir ensuite le contenu de ce tube, dans 5 tubes différents et stériles, araison de
5 ml par tube.

- Ajouter environ 20 ml de gélose Viande- Foie, fondus puis refroidie a 45+1°C,

additionnée d’une ampoule d’Alun de fer (4 gouttes) et d une ampoule de sulfite de
sodium (0,5 ml) (Dellarras et al., 2008).

- Méanger doucement le milieu et I’inoculum en évitant d’introduire des bulles d’ air
et del’ oxygene.

- Laisser solidifier sur paillasse pendant 30 minutes environ, puis incuber a37°C,
pendant 24 a 48 heures (Dellarras et al., 2008).

Lectureet interprétation :

- Congdérer comme résultant d’une spore de bactérie anagrobie sulfito-réductrice
toute colonie entourée d’ un halo noir.

- La premiére lecture doit absolument étre faite a 16 heures car trés souvent les
spores des bactéries anaérobies sulfito-réductrices sont envahissantes auquel cas on se
trouvera en face d’ un tube complétement noir.

- Ladeuxiéme lecture se feraa 24 heures et latroiséme et derniére a 48 heures.
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- Dénombrer toute colonie noire de 0.5 mm de diamétre, ayant poussé en masse et
rapporter le nombre total des colonies dansles5 tubesa 25 ml d’'eau a analyser (Dellarras
et al., 2008).

Eau a
analyser

25 ml d'eau a analyser

Y

Chauffage a80°C, 10 minutes

Refroidissement brutal sous |’ eau de robinet

/ Repartlr;ralson e5rr\1l,partu e\aInSS \
—

Ajouter environ 15 ml de gélose VF fondue puisrefroidie a45 + 1°C

Laisser solidifier puisincuber a 37°C, pendant 16 - 24 a 48 heures

v

Dénombrer les colonies noires

Schéma 04 : Recherche et dénombrement des bactéries anaérobies sulfito-réductrices

(Déllarras et al., 2008).
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3. Recherche des bactéries antibior ésistantes dansles eaux de |’ oued Messida :

La recherche des bactéries résistantes aux antibiotiques nécessite |’ application de
|’ antibiogramme qui permet de mesurer la capacité d'un antibiotique a inhiber la croissance
bactérienne in vitro, mais cette étape ne peut étre réalisée qu’ apres identification précise

dessouches bactériennes (Amhis et al., 2005).

3.1. Isolement et identification de la flore bactérienne:
3.1.1. Entérobactéries:
a- |solement : (schéma0b)
% PréEnrichissement :

Cette étape a éé rédisée uniquement pour la recherche des Samonelles et
Shigelles.

Le pré-enrichissement s effectue sur le milieu d'eau péptonée tamponnée D/C
réparti a raison de 100 ml par flacon. Ce dernier sera donc ensemencé a |’ aide de 100 ml

d’eau a analyser, puisincubé a 37°C pendant 18 a 24 heures (Larpent, 1997).
s Enrichissement:

- A patir du milieu de pré-enrichissement, nous ensemencons un bouillon au
Sélénite-Cystéine avec un volume d’échantillon correspond au 1/10 du volume du

bouillon.

Exemple : ensemencer 1 ml d’eau dans 10 ml du bouillon Sélénite.
- L’incubation sefait donc a37°C pendant 24 h (Larpent, 1997).
+ |solement (proprement dite):

Troismilieux de culture ont été utilises :

e La géose Mac Conkey : milieu sélectif pour les Entérobactéries en général, elle
permet |’ @limination de la flore secondaire gréce a I’action de deux inhibiteurs: le cristal
violet (inhibiteur de la flore Gram postive) et les sels biliaires (sélection des
Entérobactéries) (Larpent, 1997).

e Lagéose Hektoen : c'est e milieu de choix pour I’isolement des Entérobactéries

pathogenes. Ce milieu permet une premiére orientation quant al’identification de |’ espéce
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isolée sur la base de I'attague de trois glucides: lactose, salicine et saccharose. Une
différenciation supplémentaire (présence de thiosulfate et de citrate de fer dans le milieu)
qui se traduit par des colonies a centre noir dd a la formation de sulfure de fer (Larpent,
1997).

e Lagélose Salmonella-Shigella (SS) : c’est le milieu sélectif des Salmonelles et des
Shigelles. 1l contient du vert brillant, sels biliaires et de fortes concentrations en
thiosulfates et en citrate inhibent totalement |a croissance de la microflore secondaire Gram
positive ains que celle de nombreux coliformes et Proteus (Larpent, 1997).

Les géloses SS, Hektoen et Mac Conkey ont été ensemencés avec 0.1 ml de culture
prélevée en milieu d’ enrichissement. Toutes les boites sont incubées & 37° C pendant 18 a
24 h (Larpent, 1997).
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\_

Pré enrichissement
<— 10 ml del’ eau peptonée tamponnée

Incuber a37° C pendant 18 a24h

|

Enrichissement

<€— Bouillon au Séénite Cystéine

Incuber a37° C pendant 18 a24h
0,1 ml

%%@

Mac Conkey Hektoen

!

Incuber a4 37° C pendant 18 a24h /

Schéma 05 : Isolement des Entérobactéries pathogenes (Larpent, 1997).
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b- Identification :

> Examen macr oscopique :

A I'cdl nu, on peut distinguer les caractéristiques d'une colonie : Laforme du relief,

Lataille, La couleur, L'aspect (collant, filamenteux...), L'odeur, Latransparence, et I'allure

des contours (Light foot Nigel Francis, 2002).

L’aspect des colonies suspectes des entérobactéries sur chaque milieu de culture

utilisé est représenté dans le tableau suivant :

Tableau 03 : Aspects culturaux des Entérobactéries sur les milieux sélectifs

(Rodier et al., 2005).

Milieu Micr o-or ganismes Colonies
d’isolement
-E. coli. -Grandes, rouges.

Mac Conkey -Salmonella, Shigella et autres. -Incolores, transparentes.
-Enterobacter, Klebsiella. -Grandes Roses, visqueuses.
-E.coli,Citrobacter,Klebs ella,Enterobacter, | - jaunes saumon.

Serratia, Arizona.
-Citrobacter freundii, Proteus vulgaris. - jaunes saumon a centre noir

Hektoen -Proteus mirabilis, Salmonella. -bleues ou vertes a centre noir
-Shigella, Providentia, Proteus morganii, - blanchétres ou vertes
Proteus rettgeri, Salmonella a H,S négatif.
-Salmonella a H,S(+),Proteus vulgaris - incolores a centre noir
Et mirabilis

ss -Salmonella aH,S(-), Shigella, Serratia, -incol ores transparentes

Proteus morganii
-Proteus rettgeri, Providencia

-des colonies a centre orangé
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> Examen microscopique:
e Etat frais:

L’examen microscopique a |’ état frais permet d’ apprécier a la fois la forme, le

mode de regroupement et la mobilité des bactéries isolées (Light foot Nigel Francis, 2002).
Technique:

- Déposer une goutte d’ eau physiologique stérile sur une lame.

- Prélever al’aide d’' une anse de platine une fraction de la colonie sur milieu gélosé.

- Effectuer une suspension homogene dans la goutte d’eau physiologique en

incorporant | inoculum.
- Recouvrir d'une lamelle en évitant laformation de bulle d' air.

L’ observation s effectue afaible luminosité a1’ objectif X10 puis X40 (Light foot Nigel
Francis, 2002).

e Coloration deGram:

Cette coloration aide a déterminer deux grands groupes appelés Gram positif et
Gram négatif .Elle nous permet auss de connaitre la morphologie et le mode de

regroupement de bactérie (Degrement, 2005).

Principe:
La coloration de Gram ou coloration différentielle s effectue de la maniere

suivante :

-Préparation d’un frottis bactérien, on préléve la colonie bactérienne a identifier, et
on |I’éale sur une goutte d' eau physiologique déposée sur une lame propre puis on lafixe
par simple passage sur laflamme du bec bunsen.

-Coloration par le violet, chague frottis fixé a la chaeur est coloré pendant une

minute au violet de Gentiane, il est ensuite laver rapidement par |’ eau courante.

-Mor dancage, traité durant une minute par la solution de Lugol et laver al’ eau.
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-Décoaloration, en traitant avec I’alcool , C'est une étape critique ,on fait couler le
solvant sur frottis pendant une a trois secondes puis laver immédiatement a |’ eau courante.
A ce stade, les cellules Gram négatives seront incolores, les cellules Gram positives restent

violettes.

-Recoloration , on soumet le frottis durant trente secondes a une courte coloration par
la fuchsine pour recolorer les cellules Gram négatives présentes puis rincer et secher entre
deux feuille de papier buvard propre .

-Examiner lefrottis, aimmersion al’ objectif x100 (Joffin et al., 2003).

Lecture:
Les bactéries Gram positif sont bien colorées en violet alors que les bactéries Gram

negatif sont bien colorées en rose.
> Recherche des enzymesrespiratoires:
e Oxydase:
Principe:

Ce test a la base de I'identification des bactéries Gram-, permet de mettre en
évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase des bactéries a partir de leur culture

en milieu gélosé.
Cette enzyme est capable d’ oxyder un réactif : le N diméthyl paraphényléne diamine.
Technique:

- Déposer un disque pré-imprégné par le Réactif N diméthyl paraphényléne diamine
(disgue oxydase) sur une lame propre.

- Imbiber le disque d’ une goutte d’' eau distill ée stérile.

- Déposer au-dessus une colonie al’aide d’ une pipette Pasteur.

- Etaler lacolonie sur le disgue.

- Attendre 3 a5 secondes (Light foot Nigel Francis, 2002).
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Lecture:

- Silacolonie prend une teinte rose, violette. Le germe possede une oxydase : le test
est positif.

- S lacolonie reste incolore, le germe ne possede pas d oxydase, le test est négatif
(Light foot Nigel Francis, 2002).

e Nitrateréductase:

Principe:

- Certaines bactéries peuvent utilisées les nitrates comme accepteur final d’ électrons,
C est larespiration nitrate.
- La Nitrate Réductase est une enzyme catalyse la Réduction des nitrate en Nitrites

suivant la Réaction suivante : (Dellarras, 2000)

NO; +2H" Nitrate Réductase NO,™ + H,0
Techniques:
- Ensemencer un bouillon nitraté (1% de KNO3) avec de la suspension bactérienne a
étudier.
- Incuber a 37°C pendant 48h.
- Lamise en évidence de I’ apparition des nitrites par I’ addition de 3 gouttes d’ acide

parasulfanilique (NIT 1) puis 3 gouttes d’alpha naphtylamine (NIT II) (Dellarras
,2000).

Lecture:
Elle est immédiate.
- Lemilieu devient rouge : présence de nitrites.
Donc la bactérie possede un nitrate réductase. Résultat Nitrate Réductase (+).

- Le milieu reste inchangé : on gjoute alors de la poudre de zinc qui joue le méme

réle que le nitrate réductase vis a vis des nitrates :
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» Coloration rouge : on adonc eu transformation des nitrates en nitrites par le zinc.

La bactérie ne possédait pas cette enzyme. Résultat NR(-).

= Pas de coloration :

nitrites. La bactérie possede cette enzyme. Résultat NR (+)(Dédllarras,2000).

> Identification biochimique:

les nitrates ont été transformés par la bactérie au-dela des

L’identification des différentes bactéries isolées a été réalisée grace a la gaerie

biochimique classique pour certaines souches et par la galerie biochimique miniaturisée

API 20E (Bio Merieux) pour d’ autres souches.

e Galeriebiochimique classique:

Les tests biochimiques qui ont été effectuée dans notre étude sont résumés dans | e tableau

suivant :

Tableau 04: Tests biochimiques utilisés pour I’ identification des entérobactéries.

Test But Technique/ Lecture Référence
c i -Utilisationdu | -Ensemencement de la pente du milieu TSI par
ermentation i i i
dfuags z\;ec schl;ngi 3y stries et le culot par simple pigure. Dellarras, 2000
. 9 lactose. -Aprés 24H a 37°C, la pente jaune= fermentation
Production -production du glucose ; culot jaune= fermentation du lactose ;
d'H,S. d'H,S. noircissement= H,S+, bulles gazeuses= production
-productionde | du gaz
gaz
-la pente du milieu Citrate de Simmons est
-utilisationdu | ensemencée par une strie longitudinale.
] citrate comme
CS:;['?:]ESSG seulesourcede | -mettre al'étuve 24 heures a 37°c. Dellarras, 2000
carbone.
-Virage delacouleur du milieu versle bleu
(alcalinisation de milieu) : résultat positive, la
bactérie utilise le citrate.
Ensemencer largement e milieu Clark et Lubs.
-Incuber a 37°C pendant 24h.
VP (voges - Laproduction | Aprésculture:
Proskauer) del’acétoine Ajouter 2 a3 gouttes de VPI (alpha naphtol) et Dellarras, 2003

attendre 10 min puis gjouter 2 a 3 gouttes de VPII
(une solution de soude) :

-Milieu rouge : VP(+)

-Milieu jaune: VP(-)
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Suitedu Tableau 04 :

-Ensemencer largement le milieu Clark et Lubs.

-Incuber & 37°C pendant 48 h.
RM (rougede | Miseen évidence
méthyle) delavoiedes | -Ajouter 2 &3 gouttes de rouge de méthyle. Dellarras, 2003
fermentations
acidesmixtes | -Lalecture est immédiate :
-Milieurouge: RM (+)
-Milieu jaune: RM(-)
-Ensemencer |e milieu Mannitol-Mobilité par
pigdre centrale al’ aide d' un fil droit.
-Incuber a2 37° C pendant 24 h
_Dé i -Caractére mannitol : Apparition de couleur jaune.
Mannitol Degmr:r‘ﬁgr du Guiraud, 2003
mobilite L amobilité -Lamobilité : Les bactéries trés mobiles peuvent se
déplacer dans la gélose molle (formation d’ un voile
autour de la piqure).
-Uréase -Faire une suspension en milieu Urée-indole.
- Incuber a37° C pendant 24h.
UréeIndole -Formation -Uré . iti
Sl Uréase(+) : Apparition de couleur rose Dellarras 2003
-Indole(+) : Aprés|’agjout du réactif de Kovacs,
apparition d’ un anneau rouge ala surface.
-Faire une suspension en milieu Urée-tryptophane
-Letryptophane
désaminase N
-Incuber & 37°C pendant 24 h. Dell 2
TDA (TDA). P ellarras 2003
-Obtention d'un précipité brun foncé signifie quele
test est positif.
-Réaliser une suspension épaisse des bactéries
testées en eau distillée.
ONPG R-gaactosidase | -Ajouter avec une pince flambée mais refroidie un Dellarras, 2003

disque imprégné d’ ONPG.
-incuber 30 min a37°C

-virage de couleur du milieu au jaune : ONPG (+)

e Galerie biochimique miniaturisé APl 20E :

Principe:

La galerie APl 20E comporte 20 microtubes contenant des substrats sous forme

déshydratée.
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Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les milieux.
Les réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages
colorés spontanées ou révélés par I’ addition de réactifs.

Lalecture de ces réactions se fait al’ aide du Tableau de lecture (Voir Annexe I1) et
I”identification est obtenue al’ aide du tableau d’identification [15].

Technique:
Préparation dela galerie:
- Réunir fond et couvercle d'une boite d’'incubation et répartir de I’eau dans les
alvéoles pour créer une atmosphere humide.
- Déposer stérilement la galerie dans la boite d’ incubation.
Préparation del’inoculum :

Faire une suspension bactérienne, dans une ampoule de Suspension Medium ou
dans un tube d’eau distillée stérile, d’ opacité |égere avec une seule colonie prélevée sur un
milieu gélose.

Inoculation dela galerie:

- Remplir les tubes et les cupules des tests : CIT, VP, GEL avec la suspension
bactérienne.

- Remplir uniquement les tubes des autres tests.

- Créer une anaérobiose dans lestests : ADH, LDC, ODC, URE, H,S en remplissant
leur cupule d’ huile de paraffine.

- Refermer la boite d’incubation et la placer a 35-37°C pendant 18 a 24 heures [15].
Lecture:

Les Réactions produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages
colorés, sauf certaines sont révélées par |’ addition de Réactifs :

- Test VP: VPI + VPII, attendre 10 mn, une couleur rose-rouge indique une réaction
positive.

- Test TDA : Réactif TDA, une couleur marron foncé indique une réaction postive.

-  Test IND : Réactif de Kovacs, attendre 2 mn, Anneau rouge.

- Test NO2 NIT I + NIT I, attendre 2-3 mn, une couleur rouge
Lalecture delagalerie doit se faire en se référant au tableau de lecture (Voir Annexell) :

Les tests sont regroupés en groupe de 3, et une vaeur (1,2 oud) est indiquée pour
chacun. Additionner a I'intérieur de chaque groupe les nombres correspondants aux tests

positifs. On obtient un nombre 7 chiffres qui sert de code d’identification (Guiraud, 2003).
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Le code numérique obtenu permit d'identifier la souche étudiée en se référant au

catalogue analytique, soit avec un logiciel d’identification.

3.1.2. Vibrions cholériques : (Schéma06)

Les Vibrions se présentent sous forme de Bacilles Gram Négatifs droits ou incurvés, trés
mobiles, possedant une oxydase, aéro-anaérobies facultatifs, fermentant le glucose sans

production de gaz ni d'H,S.

a- Isolement :

e Enrichissement :

- Ajouter 1 ml de|’eau a analyser dans un tube de 10 ml de I’ eau peptonée alcaline
(EPA : milieu d’ enrichissement)

- Incuber a 37° C pendant 3 heures.

- Apreés incubation, prélever en surface une anse de culture et ensemencer un autre
tube contenant 10 ml E.P.A.

- Incuber a 37°C pendant 3 heures.

- Procéder a un troisiéme ensemencement de méme type s les possibilités d’ horaires
le permettent (Dellarras, 2000).

e |solement (proprement dite):

- Ensemencer une boite de GNAB ou GN a pH=8 a partir du dernier milieu
d’ enrichissement.

- Incuber a 37° C pendant 24 h (Ddllarras, 2000).

b- Identification :

e Aspect macroscopique : Les Vibrions se présentent le plus souvent sous forme de
grosse colonies lisses et transparentes caractéristique sur la gélose ensemenceé (Déellarras,
2000).

e Aspect microscopique: Etat frais (bacilles, mobiles), et Coloration de Gram
(bacilles Gram négatifs).

e Test oxydase: lesvibrions sont Oxydase (+).

e Tests biochimiques: classiques ou de préférence une API20E (comme déja citer
pour les entérobactéries) (Dellarras, 2000).
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4 N

u

Eau a
analyser

.

Enrichissement M
Ne———1

<— 10 ml de |’ eau peptonée acdine

N———

Incuber & 37° C pendant 3 heures

|

Deuxiéme enrichissement M

—
Ne——1

<— 10 ml del’eau peptonée alcaline

N———

Incuber & 37° C pendant 3 heures

|

| solement sur GNAB/GN apH=8

Incuber & 37° C pendant 24 heures

|

\ Identification /

Schéma 06 : Recherche des Vibrions cholériques (Dellarras, 2000).
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3.1.3. Pseudomonas: (schéma 07)

a- Isolement :

Lorsgque le germe Pseudomonas a la capacité de se cultiver tres facilement sur un
milieu ordinaire a cause de leur faible exigence nutritive, son isolement a été réalisé sur
GN ordinaire. L’ incubation se fait a 37° C pendant 24 h (Déellarras, 2000).
b-Identification :

e Examen macroscopique: Sur GN, les colonies de Pseudomonas apparaissent
souvent de grandes tailles (1-3mm), a bord irréguliers, lisses régulieres et bombées (elles
sont souvent pigmentées en vert du fait de la production des pigments) (Dellarras, 2000).

e Examen microscopique: état frais (mobile grace a des flagelles polaires) et
coloration de Gram (bacille a Gram négatif).

e Recherchedel oxydase : les Pseudomonas sont oxydase positif.

e Tests biochimiques: par galerie classique ou APl 20NE (selon la disponibilité)
(Dellarras, 2000).

e Recherchedelapyoverdine et la pyocyanine :

Technique:

- A partir dune culture sur GN (faire une suspension en eau distillée stérile),
ensemencer deux milieux gélosées : King A et King B.

Le milieu King A est destiné a favoriser sélectivement la synthese de la pyocyanine
(pigment élaboreé spécifiguement par Pseudomonas aeroginosa (bacille pyocyanique).

Le milieu King B est destiné a favoriser la synthese du pigment jaune-vert fluorescent
(pyoverdine) par le bacille pyocyanique et divers autres Pseudomonas. Exemple:
Pseudomonas fluorescens.

- Lesmilieux sont inoculés par une strie médiane.

- L’incubation sefait a37° C pendant 1 &4 jours (Dellarras, 2000).

Lecture:

e Couleur bleue sur le milieu King A : présence de pyocyanine.

e Couleur jaune-vert fluorescent sur le milieu King B sous UV : présence de
pyoverdine (Dellarras, 2000).

Remarque: En cas de doute pour la production de la pyocyanine, verser 0.5 ml de

chloroforme ala surface de la culture sur le King A et laisser |es tubes inclinés pendant 10
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a 15 minutes. La pyocyanine est soluble dans le chloroforme coloré celui-ci en bleu

(Rodier et al., 2005).

/

| solement sur GN

Incuber & 37° C pendant 24 h

V

Examen microscopique : état frais et coloration de Gram

Identification

Recherche de |’ oxydase
Recher che de la pyover dine et la pyocyanine (pigments spécifiques)

V

Ensemencement sur gélose: King A et King B

N

KlngA KlngB

Incuber a 37° C pendant 144 jours

il iy,

I dentification biochimique : galerie classique ou APl 20 NE

\(
Présence de pyoverdine UV Présence de pyocyanine

Schéma 07 : Isolement et identification de Pseudomonas (Dellarras, 2000).
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3.1.4. Staphylocoques pathogenes : (schéma 8)
Ce sont des coques a Gram positifs, immobile, en générale groupés en amas dans
un plan irrégulier, mais on peut les rencontrer également sous forme de diplocoques, en

tétrades, ou en courtes chainettes (Tableau 05).

a-lsolement :

- L’isolement sélectif des Staphylocoques a été réalisé sur la gélose Chapman qui
contient un inhibiteur : fortes concentrations en chlorure de sodium (75g.L™), ce qui
permet un isolement sélectif de Saphylococcus tolérant les fortes concentrations en NaCl.

- L'ensemencement doit étre massif, en stries serrées ou par inondation.

On peut étudier la fermentation du mannitol par virage au jaune de I’indicateur

coloré, le rouge de phénol, autour des colonies (Rodier, 1996).
b-Identification :

» Examen macroscopique : les colonies pigmentées en jaunes et entourées d’une
auréole jaune:forte suspicion de Saphylococcus aureus. Les autres especes de
Staphylocogques donnent généralement des colonies plus petites, rosées et n’entraine pas
de virage du milieu (Rodier, 1996).

» Examen microscopique: Ce sont des cocci Gram positive, regroupés en amas
(grappe deraisin).

> Recherchedelacatalase:
Principe:

Cette enzyme empéche en effet I'accumulation d’'H,O, et le dégrade selon la
Réaction suivante :

H,O, ——» H,0 +1/2 O, (I'oxygeéne libéré se dégage sous forme gazeuse)

Cetest est alabase del’identification des bactéries Gram + (Rodier, 1996).
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Techniques:

- Sur une lame propre et séche déposer une goutte d’ eau oxygénée a 10 volumes,

- A l’aide d une pipette Pasteur boutonnée, ajouter I”inoculum bactérien

- Surveiller I'apparition d’ un dégagement d’ oxygene sous forme de bulles gazeuses
(Rodier, 1996).

Lecture:

- Dégagement immédiat de bulles gazeuses: test catalase est positif.
- Pasde dégagement de bulles gazeuses: test catal ase est négatif (Rodier, 1996).

> Recherchedela Staphylocoagulase::

La recherche de la Staphylocoagulase in vitro est mise en évidence par la capacité
de cette enzyme a coaguler |e plasmade lapin dansun délai de 24 h (Rodier, 1996).

Cette recherche congtitue un critére taxonomique important pour I’ identification des

souches de Staphylococcus aureus (Rodier, 1996).
Techniques:

- Dans un tube a hémolyse stérile, introduire 0,5 ml de plasma de lapin (ou de
I”"homme) + 0,5 ml d une culture de 18 h en bouillon nutritif de la souche a étudier.

- Placer lemélange a 37°C.

- Des lectures doivent ére effectuées toutes les heures au moins pendant les cing
premiéres heures (Rodier, 1996).

Lecture:

- Coagulation du plasma: test Coagulase est positif : la souche est Staphylococcus
aureus.

- Pas de coagulation du plasma: test Coagulase est négatif : la souche n’est pas une
S aureus (Rodier, 1996).

En se basant sur les tests: coagulase, catalase et le mannitol, nous pouvons

différencier entre les espéces du genre Staphylococcus selon le tableau suivant :
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Tableau 05: Tableau d’identification des staphylocoques [16].

Staphylocoques aureus intermedius epidermidis | saprophyticus
Catalase + + + +
Coagulase + _ _ _
Mannitol + — +- +

> Etude des caracteéres biochimiques par la galerie APl Staph :

Principe et mode opératoire:
Le principe et |la préparation de la galerie APl Staph, ainsi que la préparation de
I’inoculum sont similaires a ceux décrites pour la galerie API 20E.

Inoculation dela galerie:

e Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a I’aide d'une
pipette Pasteur en éviter laformation de bulles.

e Pour les caracteres ADH, URE, remplir les cupules d’ huile de paraffine pour créer

une anaérobiose.

e Incuber 24 heuresa 37°C[16].

Lecture:

e Aprésincubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de
lecture.

e Réaliser les tests nécessitant |’ addition de réactifs: voir tableau de lecture de la
galerie miniaturisé APl Staph (AnnexeII) [16].

| dentification :

L’identification des especes est réalisée de la méme maniéere que la galerie API 20E.
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-~

| solement

| dentification

s

o

) Incubation a37°C
+ - L
~— Coagulase +
0,5 ml d'une culture de 0,5 ml de plasma
18h en bouillon nutritif
/
-
Coagulase -

~

Ensemencement sur Chapman

e

Incuber a37° C pendant 24 heures

Examen microscopique

Recherche de la catalase

Recherche de la staphylocogulase

/

Schéma 08 : Recherche des Staphyl ocoques pathogénes.
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3.1.5. Lesstreptocoques:

Les streptocoques sont des commensaux du tube digestif de I'homme et des
animaux. lls sont considérés comme un bon indicateur spécifique de la contamination
fécale (Bouchaala, 2010).

Néanmoins les streptocoques du groupe D sont parfois a I'origine de septicémie et
d'endocardite (infection et inflammation de la paroi de l'intérieur du coaur).lls peuvent
€galement étre responsables dinfections urinaires qui, le plus souvent, sont résistantes aux

antibiotiques.

a-lsolement :

Dans notre étude, nous avons isolé les streptocoques a partir du milieu Eva-Litsky
utilisé dans le dénombrement de ce groupe lorsque nous avons étudié la qualité
bactériologique (précisement la contamination fécale) des eaux de |I’oued Messida (voir
méthode 2.2.2). Les cultures positives (dépodt violet sur Eva-Litsky) sont repiquées sur la

gélose nutritive,
b-Identification :

> Aspect microscopique : Sont des coques Gram positifs ronds ou ovoides, groupés
en chainettes plus ou moins longues ou en diplocoques (Joffin et al., 2003).
> Test catalase

Afin de différencier entre les staphylocoques et les streptocoques, on réalise le test
catalase (déja décrit pour I’identification des Staph). Les streptocoques sont caractérisés
par I’ absence de la catalase (Joffin et al., 2003).

» Etude des caractéresbiochimique par la galeries APl 20 Strep

APl 20 Strep est un systeme standardisé associant 20 tests biochimiques, qui
représentent un grand pouvoir discriminant. Il permet de faire un diagnostic de groupe ou
d’ espece pour laplupart des streptocoques et entérocoques [17].
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M ode opératoire:

Aprés isolement et vérification de I’ appartenance de la souche a identifier a la
famille des Sreptococcaceae (coloration de Gram, catalase), |'inoculation de la galerie
API20 Strep s effectuée selon les étapes suivantes :

e Ouvrir une ampoule d APl suspension Medium (2ml), a I’aide d’ un écouvillon,
prélever toute la culture préalablement préparée.
e Réaliser une suspension trés dense.
e Dans la premiére moitié de la gaerie (tests VP a ADH) répartir la suspension
précédente en évitant laformation de bulles:
= Pour lestests VP aLAP : environ 100ul dans chague cupule.
= Pour letest ADH : remplir uniquement | e tube.
e Dansladeuxieme moitié delagalerie (tet RIBaGLYG).
e Ouvrir une ampoule d APl GP Medium, et y transférer le reste de la suspension,
soit 0,5ml au minimum, bien homogénéisé.
e Répartir cette nouvelle suspension dans les tubes uniquement.

e Créer une anaérobiose dans les tests ADH a GLYG en remplissant leur cupule

d huile de paraffine.
e Renfermer laboite d'incubation.
e Incuber a 36°C+2°C en aérobiose pendant 4h-4H30 pour une premiere lecture et 24

heures si nécessaire pour une deuxieme lecture.
Lecture:
- Ajouter lesréactifs:

= Test VP: 1goutte de VPlet VP2.
» Test HIP: 2goutte de NIN.
» Test PYRA, GAL, GUR, GAL, PAL, LAP:1gouttedeZYM A et ZYM B.

Lalecture de lagalerie doit se faire en se référant au tableau de lecture.
I dentification :

- ldentification de la souche sefait al’aide d’un logiciel d identification.
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3.1.6. Autres bactéries:
APl 20NE :

API 20 NE est un systeme standardisé pour I’identification des bacilles & Gram
négatif nom entérobactéries et non fastidieux (ex: Pseudomonas, Acinetobacter,
Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.), combinant 8 tests conventionnels,
12 tests d’assimilation (voir Annexe Il) [18].

M ode opératoire:

- Estle méme que lagalerie API 20E.
Préparation de l’inoculum :

- Faire une suspension bactérienne, dans une ampoule d’ APl NaCl 0.85% Medium
ou dans un tube d’'eau distillée stérile, d’ opacité légere avec une seule colonie prélevée sur
un milieu gélose.

Inoculation delagalerie:

- Remplir uniquement les tubes des tests NO3; a PNPG,

- Créer une anaérobiose dans lestests : GLU, ADH, URE en remplissant leur cupule
d’ huile de paraffine.

- Remplir les tubes et les cupules des tests : GLU a PAC avec la suspension
bactérienne.

- Refermer laboite d’incubation et la placer a 35-37°C pendant 18 a 24 heures
Lecture:

Les Réactions produites pendant la période d'incubation se traduisent par des virages
colorés, sauf certaines sont révél ées par |’ addition de Réactifs:

- TestNOz:NIT I+ NIT Il

- Test TRP: Réactif de Kovacs[18].

Sur lafiche de résultat, déterminer le profil numérique.
I dentification

- L’identification de la souche sefait al’aide d’ un logiciel d’identification.

3.2. Conservation des souches bactériennes :

En attente de I'application de I’antibiogramme (faute de moyen), nous avons
conservés nos souches (aprés identification précise) en utilisant deux méthodes : (Guiraud,
2005).

- A la température ambiante, par ensemencement par stries sur la gélose nutritive
(Chapman pour Staph) inclinées en tubesa en faisant des repiquages chague mois
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- Au congélateur, aprés isolement dans un milieu contenant du glycérol et le bouillon
nutritif.
3.3.Etude de la sensibilité aux antibiotiques:

Technique de |’ antibiogramme:

L’antibiogramme est effectué sdon la méthode classique de diffusion de
I”antibiotique sur gélose (gélose Mueller Hinton) a partir de disques d’ antibiotiques selon
les recommandations de Comite de I’Antibiogramme de la Société Francaise de
Microbiologie (CASFM, 2013).

» Préparation del’inoculum :

- A partir d’une culture pure de 18 a 24 h sur milieu d’isolement approprié, racler a
I’ aide d’ un écouvillon quel ques colonies bien isolées et parfaitement identique.

- Bien décharger I’ écouvillon dans 5 a 10 ml d'eau physiologique stérile.

- Bien homogénéiser la suspension bactérienne, son opacité doit étre équivalente a
0,5 Mc Farland.

- L’inoculum peut étre ajusté en gjoutant, soit de la culture s'il est trop faible, ou bien
de I’ eau physiologique stérile S'il est trop fort [19].

» Ensemencement de la gélose de |’ antibiogramme:

La gélose utilisée est la gélose Mueller Hinton (MH), son ensemencement a été
effectué dans les 15 minutes qui ont suivi la préparation de I’inoculum selon les étapes
suivantes [20]:

- Couler la gélose MH en boites de Pétri; Laisser sécher et solidifier avant

utilisation.

- Tremper un écouvillon stérile dans I’ inoculum préparé.

- L’essorer en le pressant fermement (et en le tournant) contre la paroi interne du
tube, afin de e décharger au maximum.

- Frotter I’écouvillon sur latotalité de la gélose de haut en bas, en stries serrées.

- Répéter I’ opération 2 fois en tournant la boite de 60° & chague fois, sans oublier de
faire pivoter |’ écouvillon sur lui-méme. Finir I’ ensemencement en passant |’ écouvillon par
la périphérie de lagélose [20].

» Application des disques d’ antibiotique::

Les antibiotiques qui ont été testés pour chaque groupe bactérien éudié sont
représentés dans les tableaux (6, 7,8 et 9).

Chaque disque d'antibiotique a été appliqgué sur gélose ensemencé par une culture

bactérienne (de chague espéce) al’ aide de pinces bactériologiques (Fig.7) [20].
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NB : Il est préférable de ne pas mettre plus de 6 disques d’ antibiotique sur une boite de
90mm, et de ne pas déplacer les disques apres application [19].

Figure 07: Application des disques d’ antibiotique (photos prise par Adjeroud, 2014).

Condition d’incubation : Incuber a37°C pendant 24h.

» Lecture:

- Mesurer avec précision les diamétres des zones d'inhibitions & I’aide d’un pied a
coulisse.

- Comparer les résultats obtenus, aux valeurs critiques figurant dans les tables de
lecture correspondantes.

- classer labactérie dans |’ une des catégories S (sensible), R (résistante) ou

| (intermédiaire) [19].

Remar que : Comme témoins nous avons utilisés des souches de références :
- E.coli ATCC 25922 pour I’ antibiogramme des entérobactéries.
- Saphylococcus aureus ATCC 25923 pour |’ antibiogramme des Staphyl ococcus.
- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 pour |” antibiogramme des Pseudomonas.
- Enterococcus feacalis ATCC 29212 pour |’ antibiogramme des streptocoques.
Les limites acceptables des diamétres d’ inhibition (mm) des souches de références utilisées

sont représentées dans le tableau 06 (Annexe 11).
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Tableau 06: Liste des antibiotiques utilisés pour |’ antibiogramme des entérobactéries [21].

Antibiotique Classe Chargededisque Sigle cri?ii(;:ng(rr?m)
s | R
Famille de Béta-lactamines
Ticarcilline Carboxy-pénicilline 75 ug TI >24 <22
Imipéneme Carbapenem 10 pg IPM >24 <17
Céfotaxime Céphalosporines 30ug CTX >26 <23
Famille de Phenicoles
Chloramphénicol Phenicoles 30ug C >23 <23
Famille de T éracyclines
Tétracycline Tétracyclines 30Ul TE >19 <17
Famille de Quinolones
Ciprofloxacine Quinolones 5ug CIP >25 <22
Divers
Nitrofuranes Nitrofuranes 300 ug NIT >15 <15

Tableau 07: Liste des antibiotiques utilisés pour I’ antibiogramme des staphylocoques [21].

Diamétres

Antibiotique Classe Chargededisque Sigle critiques (mm)

S R

Famille des Béta-lactamines
Pénicilline Pénicilline G 6ug P >29 <29
Famillede Macrolides
Erythromycine Macrolides 15Ul E >22 <19
Lincomycine Lincosamides 15ug L >21 <17
Pristinamycine Streptogramines 15 ng RP >22 <19
Divers

Rifampicine Rifampicine 5ug RIF >29 <24
Acide fusidique Acide fusidique 10pg FC >24 <24
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Tableau 08 : Liste des antibiotiques utilisés pour |’ antibiogramme des streptocoques [21].

Diamétres
Antibiotique Classe Chargededisque Sigle critiques (mm)
S R
Famille des Béta-lactamines

Pénicilline Pénicilline G 6ug P >26 <26

Céfotaxime Céphalosporines 30pg CTX >19 <19
Famillede Macrolides

Erythromycine Macrolides 15ug E >26 <24
Famille de Phenicoles

Chloramphénicol phenicoles 30pg C >23 <23

Famille de Téracyclines
Tétracycline Tétracyclines 30Ul TE >23 <21
Divers
Rifampicine Rifampicine 5ug RIF >29 <24

Tableau 09 : Liste des antibiotiques utilisés pour I’ antibiogramme des Pseudomonas [21].

I _ _ Diamétres
Antibiotique Classe Chargededisque Sigle critiques (mm)
S R
Famille des Béa-lactamines
Ticarcilline Carboxy-pénicilline 759 TI >15 <14
Pépéracilline Uréidopénicilline 100ug PRL >21 <17
Céfaexine Céphal osporines 30pg CN >18 <14
Famille de T éracyclines
Tétracycline Tétracyclines 30Ul TE >19 <14
Famille de Quinolones
Ciprofloxacine Quinolones Sug CIP >21 <15
Divers
Nitrofuranes Nitrofuranes 300ug NIT >15 <15
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|. Reésultats:

1. Résultatsdel’analyse bactériologique:

1.1. Résultat de dénombrement des ger mes totaux (GT):

Les résultats de dénombrement des germes totaux (a 37°C) au niveau des trois

points de prélévement sont représentés dans |e tableau suivant :

Tableau 10: Nombre des germes totaux dans 100 ml d’eau de |’ oued Messida

Point de prélévem . .
— Février Mars Avril
période
P1 253x10° | 2,45x10° | 2,51x10°
P2 2,72x10° | 2,41x10° | 2,95x10°
P3 24x10° | 2,35x10° | 2,98x10°

Les résultats de dénombrement des germes totaux a 37°C durant notre période
d’ étude montrent un nombre important de cette flore totale dans les trois points de
prélévement (Fig. 8), avec un maximum enregistré au niveau du point 3 durant le mois
d' Avril (2,98x10%germes/100ml). Un minimum a été noté au niveau du P3 pendant le mois

de Mars avec un nombre de 2,35x10° germes/100m.
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Février Mars Avril
Période de prélevement

Figure 8 : Répartition des germes totaux dans les eaux de |’ Oued Messida.
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1.2. Résultat de dénombrement des colifor mestotaux (CT):
Les résultats de dénombrement des coliformes totaux sont les suivants :

Tableaull : Nombre des coliformes totaux dans 100 ml d'eau de |’ oued Messida

Point de prélévemel
période Février Mars Avril
P1 6x10° 1x10° 7x10°
P2 70x10° 1,1x10° 150%10°
P3 0 0,2x10° 110x10°

Les valeurs des coliformes totaux ont atteint leur maximum en mois d'/Avril dans
les point P2 et P3 avec un nombre de 150x10°germes/100 ml et 110x10°germes/100 ml
respectivement. Par contre les valeurs les plus faibles ont été observées pendant le mois de
Mars dans tous les points de prélévement avec absence totale de ces bactéries au niveau du

point P3 en mois de Février.

La figure9 représente I'évolution spatio-temporelle des CT dans les eaux de I'oued

Messida.

160 ~ HP1
140 -
120 -
100 A

80 -

P2
& P3

60 -
40 -

Nombre de CT x 105 /100 ml

20 A

Février Mars Avril

Période de prélevement

Figure 9: Répartition des coliformes totaux dansles eaux del’ Oued Messida.
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1.3. Résultat de dénombrement des colifor mes fécaux (CF):

Les résultats de dénombrement des coliformes fécaux sont les suivants :

Tableau 12 : Nombre des coliformes fécaux dans 100 ml d'eau de |’ oued Messida.

Point de prélévem
Février Mars Avril
Période
P1 0,7x10° 0,7x10° 0,7x10°
P2 2x10° 0,7x10° 7,5%x10°
P3 0 0,3x10° 1,1x10°

Les résultats de dénombrement des coliformes fécaux pendant les trois mois

d’ étude ont montré une différence

quantitatif entre

les trois points de

prélevements (Fig.10); le maximum a été enregistré en mois d'avril au niveau du point P2

avec un nombre de 7,5x10°germes/100 ml, et le minimum a été observé pendant le mois

de Février au niveau du (P3).

Nombre de CF x 105 /100ml
(@] = N w D wv (o)} ~ o]

Pl
P2
MP3

Février

Mars

Avril

Période de prélevement

Figure 10 : Répartition des coliformes fécaux dans les eaux de I’ Oued Messida.

Les résultats des tests présomptif et confirmatif de la présence d’ Escherichia coli

sont représentés par lafigure 11.
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Test présomptif Test confirmatif

Figure 11: Test indole positif sur eau peptonée exempte d’indole incubée a
44°C confirme la présence d'E .coli.

1.4. Résultat de dénombrement des streptocoques fécaux (SF) :
Les résultats de dénombrement des streptocoques fécaux sont les suivants :

Tableau 13 : Nombre des streptocoques fécaux dans 100 ml d’ eau de I’ oued Messida.

Point de prélévemen
période Février Mars Avril
P1 1,5x10° 3x10° 0,4x10°
P2 0,9x10° 0,7x10° 0,9x10°
P3 0,9x10° 0,4x10° 14x10°

La valeur maximale des streptocoques fécaux (14x10°germes/100 ml) a éé
enregistrée au niveau de P3 durant le mois d'avril e la valeur minimae
(0,4x10°germes/100 ml) a été notée dans P3 et P1 pendant les deux mois Mars et Avril.

La figure 12 illustre la variation spatio-temporelle des streptocoques fécaux au
niveau des trois points de prél évement.
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Figure 12 : Variation spatio-temporelle des Streptocoques fécaux dans les eaux
del’Oued Messida.

Les résultats des tests présomptif et confirmatif de la présence des streptocoques
fécaux sont représentés par la figure 13.

Test présomptif Test confirmatif

Figure 13: Confirmation de la présence des Streptocoques fécaux par la formation
d'un dépdt violet dans le milieu Eva-Litsky.
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1.5. Résultat de dénombrement des Anaér obies sulfito-réducteurs (ASR) :

La détermination des spores des bactéries anaérobies sulfito-réductrices est un

indice de pollution ancienne a cause de la résistance de leurs spores contrairement aux

formes végétatives.

Nos résultats montrent |’ absence totale d’halo noire dans les tubes contenant le

milieu VF (viande foie) ce qui explique I'absence des spores des anaérobies sulfito-

réducteurs dans les trois points de prélévement pendant les trois mois d' éude.

2. Résultats delarecherche des bactéries antibior ésistantes :

2.1. Résultats d'isolement et d’identification de la flor e bactérienne:

2.1.1. Lesentérobactéries:

» Résultats des examens macr oscopique et microscopique :

Les aspects macroscopiques et microscopiques des colonies bactériennes qui ont été

cultivees sur les différents milieux de culture utilisés pour la recherche des entérobactéries

sont représentés dans | e tableau 14.

Tableau 14 : Aspect macroscopique et microscopigue des colonies des entérobactéries

i solées des eaux d’ Oued Messida

Milieu de culture

Observation macr oscopique

Obser vation micr oscopique

Mac Conkey

-Colonies moyennes et petites,
blanchétres a contours réguliers,
brillantes, bombées (Fig.14).

-Colonies jaunes, petites a moyennes
acontoursréguliers (Fig.15).

-Coccobacille, Gram négatif

-Bacille, Gram négatif

Hektoen

-Colonies moyennes, orangées a
contours réguliers, lisses, crémeuses,
bombées (Fig.16).
-Colonies moyennes, vertes a
contours réguliers, crémeuses, lisses,
bombées (Fig.17)

-Colonies rouges, petites, a contours
réguliers, crémeuses, lisses,

bombées (Fig.18)

-Bacilles en chainettes, Gram
négatif

- Bacilles isolés, Gram négatif

-Coccobacille, Gram négatif

Gélose SS

-Colonies noires, petites, a contours
réguliers, lisses, crémeuses,
bombées (Fig.19)

-Bacillesisolés, Gram négatif
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Figure 14 : Colonies blanchétres sur lagélose Figure 15: Colonies jaunes sur la gélose

Mac Conkey Mac Conkey

Figure 16: Colonies orangées sur lagélose Figure 17: Colonies vertes sur la gélose

Hektoen Hektoen

Figure 18: Colonies rouges sur la gélose Figure 19: Colonies noires sur lagélose SS

Hektoen
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» Reéaultats del’identification des entérobactéries:

L’ étude des caracteres culturaux et biochimiques des bactéries qui ont été poussees sur les
géloses Mac Conkey, Hektoen et SS, nous a permisd’identifier 14 entérobactéries dans les
trois points de prélevement durant notre période d' éude :

3 souches d’ Escherichia coli (E;, E;, E3) : colonies rouges sur Hektoen.

2 souches Klebsiella oxytoca (K1, K2) : colonies orangées sur Hektoen.

3 souches Citrobacter freundii (C,, C, ,Cs) : colonies jaunes sur SS.

Une souche Proteus vulgari : colonies jaunes a centre noire sur SS.

Une souche Serratia marcescens : colonies blanchétres sur Mac Conkey.

Une souche Yersinia enterocolitica : colonies vertes sur Hektoen.

Une souche Edwardsiella tarda : colonies vertes foncés sur Hektoen.

Une souche Levinea : colonies jaunes sur Mac Conkey.

Une souche Salmonella typhimurium : colonies noires sur SS.

- Résultats de la recherche des enzymesrespiratoires:

Les résultats des tests catalase, oxydase et nitrate réductase des entérobactéries sont
mentionnés dans | e tableaulb.

Tableaul5 : Lesrésultats de la recherche des enzymes respiratoires des entérobactéries
isolées des eaux d' oued Messida.

. — Test Catalase Oxydase | Nitrateréductase
Germeidentifié
Escherichia coli (E; E,,
Ea) + - +
Klebsella oxytoca (K1,K2) N i N
Citrobacter freundii
(C1Cy) + - +
Proteus vulgaris
+ - +
Serratia marcescens N i .
Yersinia enterocolitica
+ - +
Edwardsiella tarda N i N
Levinea
+ - +
Salmonella typhimurium + - +
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(+) : Résultat positive

e Réaultat del’identification biochimique:

®,

() : Résaultat négatif

souches des Entérobactéries sont présentés dans | e tableau suivant :

% Les résultats de I’identification biochimique par la galerie classique des différentes

Tableau 16 : Résultats des tests biochimiques classiques des entérobactéries isolées des

eaux de |’ oued Messida

Mannitol - Clark
Test TSI mobilité Uréeindole et
Citrate Lubs 8
218|288 smmne | 2| 88|28/ 30
Ger me identifie 2|85 8| & smmons 12 (5|z|2|> &
Escherichia R - + |+ [ -+ -]-]T+]+
coli(Ey E;,E3)
(Fig. 20)
Klebsiella oxytoca (K3) -+ ]+ |+ + + | - |+ |-+ -]+
(Fig. 21)
Citrobacter freundii + |+ |+ |+ |+ + + |+ | - -] - -1+]+
(C.Cy)
(Fig. 22)
Proteusvulgaris(Fig.23) | + | + | + | - | + - S+ -+ -
Serratia marcescens - -+ |+ + + |+ |- -1-1+]-1+
(Fig. 24)
Yersinia enterocolitica -l -+ -+ - + |+ |+ |+ - -+ ]+
(Fig. 25)
Edwardsiella tarda + |+ |+ - - - -+ -+ -] -+ -
(Fig. 26)
Levinea (Fig. 27) - -+ -]+ - + |+ |+ -] -] -] +]+
(+) : Résultat positive () : Résultat négatif
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Figure 20: Résultat de la galerie biochimique Figure 21: Résultat de la galerie biochimique
classique pour Escherichia coli (E;) classique pour Klebsiella oxytoca (K )

Figure 22: Résultat de la galerie biochimique Figure 23: Résultat de la galerie biochimique

classique pour Citrobacter freundii (C,) classique pour Proteus vulgaris

Figure 24: Résultat de la galerie biochimique Figure 25: Résultat de lagalerie biochimique

classique pour Serratia marcescens classique pour Yersinia enterocolitica

Figure 26: Résultat de lagalerie biochimique Figure 27: Résultat delagaerie

classique pour Edwardsiella tarda biochimique classique pour Levinea
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% Les résultats de I’identification de certaines espéces des entérobactéries par I’ API

20E sont les suivants :

Figure 28: Profil biochimique de Salmonella typhimurium

Figure 29: Profil biochimique de Klebsiella oxytoca (K>)

Figure 30: Profil biochimique de Citrobacter freundii (C3)

2.1.2. LesVibrionscholériques:

Lesrésultats de larecherche des Vibrions chol ériques ont été négatifs dans lestrois
points de prélevement durant toute la période d’ étude.

Par ailleurs, une espéce du genre apparenté a été identifiée, ¢’ est : I’ Aeromonas hydrophila.

Lerésultat de I’identification biochimique de I’ Aeromonas hydrophila par lagalerie
miniaturisee APl 20 E est la suivante :

~ I
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Figure 31: Profil biochimique d’ Aeromonas hydrophila

2.1.3. Pseudomonas :

> Résultats des examens macr oscopique et microscopique :

L’ aspect des colonies de Pseudomonas qui ont été poussées sur la gélose GN est le

suivant (Tableaul?) :

Tableau 17: Aspect macroscopique et microscopique des colonies de Pseudomonas

poussées sur la gélose GN.

Point de prédéevement

Observation macroscopique des colonies

Observation microscopique
des colonies

P3

- Colonies blanchétres a vertes, moyennes, a
contoursréguliers; diffusion de pigment vert
sur le milieu (Fig. 32.8)

Bacilles Gram négatif
(Fig. 32.b)

y-

k - W’

(@)

N

» Résultats de I'identification biochimique:

(b)
Figure 32: Aspect des colonies de Pseudomonas ; (a) : diffusion du pigment vert sur GN,
(b) : bacilles Gram négatif (x100).

La souche isolée du P3 est un bacille Gram (-), Oxydase (+), sur TSI ne fermente

aucun sucre. Ces caractéres nous orientent vers Pseudomonas fluorescens.

Les résultats d’identification biochimique par I’ APl 20NE ont permet de confirmer

gue la souche isolée sur GN est une Pseudomonas fluorescens (Fig. 33).
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WL N

Figure 33: Profil biochimique de Pseudomonas fluorescens

2.1.4. L es staphylocoques pathogeénes :

> Résultats des examens macr oscopique et microscopique :

L’ aspect des colonies qui ont été poussées sur la gél ose Chapman est le suivant :

Tableaul8 : Aspect macroscopigue et microscopique des colonies poussées sur la gélose

Chapman.
Point de Observation macroscopique des Observation microscopique | Codede
préévement colonies des colonies la souche
Colonies blanchétres de taille - Cocci regroupées en amas, Sl
moyenne rondes, opagues a contours | Gram positif (Fig. 34.b).
réguliers (Fig. 34.a).
P1
-Colonies moyennes, jaunes, a -Cocci isolés et en amas, Y4
contours réguliers, lisses, crémeuses, | Gram positif (Fig. 35.b).
bombées (Fig. 35.a).
- Colonies petites, jaunes, lisses, - Cocci regroupées en amas 3
P crémeuses, virage du couleur de en grappes deraisin, Gram

milieu verslejaune (Fig. 36.a).

positif (Fig. 36.b).

(@)

Figure 34 : Aspect des colonies de la souche Sl; (a) : Colonies blanchétres sur Chapman,
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(b) : Cocci regroupées en amas, Gram positif (x100).

(@) (b)

Figure 35: Aspect des coloniesde lasouche 2 ; (a) : Colonie jaune sur Chapman,

(b) : Cocci, Gram positif (x100).

(@)

(b)
Figure 36: Aspect des coloniesde lasouche S3; (a) : virage du couleur de milieu versle

jaune, (b) : Cocci regroupées en amas en grappes de raisin, Gram positif (x100).
» Résultats de I'identification biochimique:

Les résultats de I" identification des bactéries poussees sur Chapman sont
représentés dans | e tableau suivant :

Tableau 19: Résultat de I’ identification des souches bactériennes poussées sur la gélose

Chapman.
50ucheTeSt Catalase Oxydase Coagulase M annitol
s1 + - - (Fig.37) -
S + - - -
3 + - + (Fig.37) +
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Suivant les résultats obtenus, nous pouvons déterminer approximativement les

especes suivantes :

- Lasouche Slest une Saphylococcus epidermidis.

- Lasouche S3 est une Staphylococcus aureus.

Témoin

Coagulase positif Coagulase négatif
Figure 37: Résultat du test Staphylocoagulase.
« L’identification des souches 2 et S3 a été complétée par I'API Staph et les
résultats obtenus ont confirmé que :

- Lasouche S2 est une Micrococcusroseus (Fig. 38).

- Lasouche S3 est une Saphylococcus aureus (Fig. 39).

Figure 38 : Profil biochimique de Micrococcus roseus.

Figure 39: Profil biochimique de Staphylococcus aureus.

74



Chapitre IV

Résultats et discussion

2.1.5. Streptocoques :

> Résultats des examens macr oscopique et microscopique :

L’ aspect des colonies qui ont été poussées sur la gélose GN est le suivant :

Tableau 20 : Aspect macroscopigue et microscopigue des colonies poussées sur la gélose

GN.
Point de Observation macroscopique des Observation microscopique Codede
préevement colonies des colonies la souche
-Colonies blanchétres, petites,a | - Cocci isolé et en chainettes,
P1 contours réguliers. Gram positif. S1
, . A R -Cocci en chainettes, Gram
-Colonies petites, blanchétres, a " ’
P2 contours réguliers, lisses (Fig.40.a). positif (Fig.40.). X2
- Colonies petites, blanchétres, a - Cocci regroupées en
P3 contours réguliers, lisses, bombées | diplocoques et en chainette, 3

(Fig.41.a).

Gram positif (Fig.41.b).

(@)

(g’-
- s
" i )

-‘(

~-

(b)

Figure 40: Aspect des colonies de la souche &2 ; (a) : Colonies blanchétres sur GN,

(b) : Cocci en chainettes, Gram positif (x100).

(@)

Figure 41: Aspect des colonies de la souche &3 ; (a) : Colonie blanchétres sur GN,

-

- N

- -

(b)
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(b) : Cocci regroupées en diplocoque, Gram positif (x100).

» Résultats de I'identification biochimique:

La souche S1 a été identifiée par certains caractéres biochimiques. Les résultats
obtenus sont : Catalase (-), lactose (-), mannital (-), VP (-), citrate de Simmons (non

déterminé) Ces caracteres nous orientent vers |’ espéce : Sreptococcus sp.

+« L’identification des souches S2 et X3 a été effectuée par I'API 20 Strep et les
résultats obtenus ont confirme que::

- Lasouche &2 est une Enterococcus faecium (Fig.42).

- Lasouche S3 est une Aerococcusviridans2 (Fig.43).

Figure 42 : Profil biochimique d’ Enterococcus faecium.

Figure 43 : Profil biochimique d’ Aerococcus viridans 2.
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< Autotal, I’identification de laflore bactérienne des eaux de |’ oued Messida arévélé

la présence de 22 espéces réparties comme suite (tableau 21) :

Tableau 21 : Les bactéries identifiées a partir des eaux d’ oued Messida.

Points de prélévement Lesbactériesidentifiées

Klebsiella oxytoca (K1)
Citrobacter freundii (C,)
Proteus vulgaris

p1 Escherichia coli (Ey)
Salmonella typhimurium
Micrococcus roseus
Saphylococcus epidermidis
Sreptococcus sp.

Serratia marcescens
Yersinia enterocolitica
Edwardsiella tarda
Escherichia coli (E;)
Citrobacter freundii (C,, C3)

P2

Aeromonas hydrophila
Saphylococcus aureus
Enterococcus faecium
Klebsiella oxytoca (K3)

Escherichia coli (E3)

P3 Levinea

Pseudomonas fluorescens

O 0O 0O O O0o 0O 0O O O O O OO 0O 0o O 0o o o o

Aerococcus viridans 2
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2.2. Résultats de I'antibiogramme:

Les résultats de I'antibiogramme rédisé pour les especes identifiées sont

représentées dans | e tableau suivant :

Tableau 22 : Résultats de |'antibiogramme.

Antibiotiques ol g S 8
e e =X 522588 ug. L8t
SPECES Fl 2 oladaldd +-|oudezZ e
Escherichia coli (E;) (Fig.44) RIS| /|l / /71 71sIRIS| /1111717
Escherichia coli (E2) (Fig.45) RIS|/ |/ |/ |/1]|S|R|S|/|/]|1]|S]|/]]1I
Klebsiella oxytoca (K1) (Fig46) | R | S | R | / /| S|R|S Pl
Serratia marcescens (Fig.47) RISIR| /| /| /T IRIRISI| I/
Citrobacter freundii
(C.)(Fig.48) S|IS|IR|/ |/ |T|R|R|S| /T |/ |1/ ]]]]
Citrobacter freundii
(C.)(Fig.49) S|{S| /| /|| l|S|/|S|/ |/ |]l]|S]|[]]|]
Citrobacter freundii
(Cs)_ (Fig.50_) Ri/|S| /| /|1 |S|RI|S|/|/]/1|S]|][]]|]/
Levinea (Fig.51) S|(S| /| /||l |S|S|S|/ |/ |!l]|S]|[]]|]
Proteus vulgaris (Fig.53) RIS|/ |/ |/ |/ |R|R|S| /|11 1|11
Edwardsiella tarda (Fig.54) SIS|/ |/ |/ |T|IR|R|S| /|11 |1 |11
Yersiniaenterocolitica(Fig52) |s|s| Rl /| /1 /7IRIRISI /717171717
Salmonella typhimurium RI/Isl/l/71l71sIrRIsl /717 1s!|/ |
(Fig.55)
Pseudomonas fluorescens RI/|/|/7|SIR|/JTIRIS| /|11 IR| T |
(Fig.56)
Aeromonas hydrophila(Fig57) | R[S |/ |/ | /| S| /|1 |S| /|71 |71]|S]|1]]1
Staphyl ococcus epidermidis ARl 7l IRIRI I IRIR
(Fig.58)
Staphylococcusaureus(Fig59) |/ [/ [/ IRI /1 /7171717 IRIRIRI/TIRIR
Micrococcus roseus (Fig.60) JM 717 IRVl IRIRIRITIRIY
Streptococcus sp. (Fig.61) I/ |R|R|/|/T|S|R|/|R|/|I]1]]]|R
Enterococcus faecium(Fig.62) | / [/ |/ IRI /| /1Sl /717 IRI I/ 17 IR
Aerococcus viridans 2 (Fig.63) /1 /| /T IR/ /TISIR|/TIRIITI!T|T!]] R
S: sensble R: Résistant | : Intermédiaire / : non effectuée
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Remarque: Faute de moyen, I'antibiogramme des souches Escherichia coli (E3),
Klebsiella oxytoca (K2) n’a pas été effectué.

Figure 45: Résultat de |'antibiogramme Figure 46: Résultat de |'antibiogramme
d’ Escherichia coli (Ey) deKlebsiella oxytoca (K1)

Figure 47: Résultat de I'antibiogramme de Serratia marcescens
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Figure 48: Résultat de I'antibiogramme Figure 49: Résultat de I'antibiogramme

de Citrobacter freundii (C;) de Citrobacter freundii (C,)

Figure 50: Résultat de |'antibiogramme Figure 51: Résultat de |'antibiogramme

de Citrobacter freundii (Cz) de Levinea

Figure 52: Résultat de |'antibiogramme

de Yersinia enterocolitica de Proteus

vulgaris

v

Figure 54: Résultat de l'antibiogramme d’ Edwardsiella tarda
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Figure 55 : Résultat de I'antibiogramme Figure 56: Résultat de I'antibiogramme

de Salmonella typhimurium de Pseudomonas fluorescens

Figure 57: Résultat de I'antibiogramme Figure 58: Résultat de I'antibiogramme

d’ Aeromonas hydrophila de Staphylococcus epidermidis

Figure 59: Résultat de I'antibiogramme Figure 60:
Résultat de I'antibiogramme

de Staphylococcus aureus de

Micrococcus roseus
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Figure 62: Résultat de |'antibiogramme Figure 63: Résultat de I'antibiogramme
d’ Enterococcus faecium d’ Aerococcus viridans 2
[I. Discussion :

Qualité bactériologique des eaux d' oued Messida :

La qualité bactériologique des eaux d'oued Messida a été déterminée en étudiant
I’ évolution des indicateurs de pollution (GT, CT, CF, SF et ASR). Cette évaluation nous a

donné une aidée sur le degré de la pollution bactériol ogique des eaux étudiées.

Les germes totaux sont des indicateurs qui révelent la présence possible dune
contamination bactériologique (Labres et al., 2006).

Le résultat de dénombrement des germes totaux a 37°C est compris entre
2,53%x10°germes /100 ml et 2,98x10°germes /100 ml d’ eau. Il est important de signaler que
le nombre élevé des GT est enregistré durant le mois d’avril et le plus faible au mois de
Mars. Cette diminution bactérienne est expliquée soit par la dilution des eaux par les pluies
durant le mois de Mars, soit par la présence de prédateurs bactériens tels que les

protozoaires, comme €lle peut étre liée aux rejets de produits toxiques (Camille. 2003).

Le nombre des coliformes totaux est un paramétre tres important pour estimer le
degré de pollution d’'un écosystéme aquatique et surtout pour déterminer |’ origine de la
contamination (Dellarras, 2003).

Les résultats de dénombrement des CT montrent que la valeur la plus élevée
(150x10°germes /100 ml) a été enregistré au niveau du point 2 pendant le mois d Avril ;
cette valeur éevée est due aux reets des matieres fécales des animaux de larégion (P2 est

prés d’ une zone de péturage et elle constitue un site de rafraichissement des herbivores).

Le nombre des coliformes fécaux est un indice complémentaire confirmatif de la

présence d' Escherichia coli, |” espéece la plus importante des CF (Labres et al., 2008).

Escherichia coli a été détecté pendant les trois mois d'éude avec des valeurs
comprises entre 0,7 et 7,5x10°germes /100ml. La présence de cette bactérie au niveau des
trois points de prélevement confirme que le long de I’oued Messida est confronté a une

source de pollution d’ origine fécale.
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Les streptocoques fécaux sont parmi les flores intestindes dominantes chez les
animaux herbivores domestiques, donc la présence de ceux-ci indique un signal de

pollution fécale d’ origine animale (Rodier et al., 2009).

La valeur maximale des SF a éé enregistré au niveau du point P3
(14x10°germes /100ml), ce qui confirme que ce point regoit des polluants fécales récents.
Durant notre période d'étude les eaux d’'oued Messida se coulent du lac Tonga vers la
Méditerranée, donc les polluants bactériens sont mobilisés de I'amont vers |'aval

(I’embouchure) ce qui explique laforte pollution du point P3.

Aucun prélevement ne s est révélé positif pour larecherche des ASR danslestrois
points de prélevement durant toute la période d’ étude. Ce résultat peut étre expliqué soit

par | absence totale de ces bactéries, soit €lles ne sont pas cultivables.

En conclusion, les valeurs des CF et SF enregistrées dans tous les points de
prélevement de I'oued Messida dépassent largement les normes algériennes (20.000
germes/100ml et 10.000 germes/100ml respectivement) de la qudité des eaux
superficielles (J.O.R.A, 2011). Ces eaux ne répondent pas auss aux exigences
bactériologiques des eaux destinées a des utilisations agricoles, les textes réglementaires
francais exigent que I’ eau utilisée pour I’ irrigation des terrains ou sont cultivés des fruits et
des légumes susceptibles d'ére consommeés crus ne doive pas contenir plus de 10

coliformes fécaux et 10 streptocoques fécaux par 100ml [6].
Recherche des bactéries antibiorésistantes :

Afin d évaluer la présence ou non des bactéries résistantes aux antibiotiques, nous
avons commences par I'identification du maximum des souches isolées des eaux d’oued
Messida; 22 especes bactériennes appartenant a différent groupesont été identifiées:
Entérobactérie (14 espéces), Staphylocoque (02 especes), Streptocoque (02especes),
Pseudomonas (Olespéce), Entérocoque (01 espece), Microcoque (01 espéce) et Aeromonas
(01 espéces).

On peut trouver plusieurs origines de ces germes dans |’ eau :

La distribution des entérobactéries dans la nature est néanmoins plus large,
puisgu’ on les retrouves notamment chez les végétaux, dans I’ environnement (sol et eau) et

danslaflore digestive de I’'homme et des animaux (Cristian et al ., 2008).
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La présence des especes du genre Saphylococcus et Micrococcus (S.epidermidis,
Saureus et Micrococcus roseus) est due au caractere ubiquiste de ces genres bactériens,
elles sont trés répandue dans la nature (eau, sol, et air) comme on peut les trouvées sur la

peau des humains et des animaux (Cristian et al., 2008).

Les streptocoques et les entérocoques isolés sont d origine fécale, les especes
Streptococcus sp et Aerococcus viridans sont présentes dans les déections animales
(Crigtian et al., 2008) ; ces especes colonisent le bétail, les chevaux et la volaille bien
gu’ elles peuvent parfois étre présentes chez |I” humain.

Le genre Enterococcus comprend une vingtaine d’ especes qui Se retrouvent dans
différents habitats et chez différents hétes. On les retrouve souvent dans le tractus gastro-
intestinal des humains et de plusieurs animaux; Enterococcus Faecium est |’ espece le plus
souvent identifiée chez I’humain (Clausen et al., 1977). Elles sont présentes dans les
intestins d’ environ 75 % des humains (Clausen et al., 1977).

La présence de Pseudomonas fluorescens est expliqué par sa dispersion fréguente
dans des zones naturelles, y compris le sol, |'eau, divers plantes et animaux, et elle est
consdérée comme I'une des nombreuses bactéries normalement présentes sur la peau
humaine et dans 'intestin humain (Cristian et al., 2008).

Aeromonas hydrophila est aussi une espéce ubiquiste plus fréquente aussi bien en

eaux marines qu’ en eaux douces.

Les résultats de |’ antibiogramme montrent que toutes les souches isolées des eaux

d’oued Messida (al’exception de Levinea) sont résistantes a un ou plus d’ antibiotique.

La majorité des entérobactéries isolées sont résistante a la famille de Béta-
lactamine: 58,33 % résistent a la Ticarcilline, et 33, 33% résiste au Céfotaxime. Cette
résistance est expliquée par la production des 3-lactamases qui est retrouvée chez de
nombreuses entérobactéries (Klebsiella, Escherichia, Salmonella, Serratia, Citrobacter,
Proteus et Edwrdsiella) (Zogheib et al., 2005).

Nos résultats ont montré auss que 83,33 % d entérobactérie sont résistantes a la
Tétracycline et 41,66 % résistent au Chloramphénicol. La résistance des souches a la
Tétracycline est expliquée par le mécanisme d’ efflux, cette résistance est due au géne tet

gui génére larésistance de la Tétracycline [22].
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La résistance de certaines entérobactéries (Serratia marcescens, Citrobacter freundii(C,),
Proteus vulgaris, Edwardsiella tarda, Yersinia enterocolitica) a la Chloramphénicol est

due ala production d'une "chloramphénicol acétyltransférase" [22].

Toute les entérobactéries isolées sont sensibles a I’ Imipéneme, Ciprofloxacine, et
Nitrofuranes, ces antibiotiques sont responsable respectivement de I'inhibition de la

synthéese du peptidoglycane de la paroi, et I'inhibition de la synthése de |’ ADN [22].

Nos résultats indiquent une forte résistance des Micrococcaceae, et des
streptocoques aux antibiotiques utilisés. Le profil de résistance des espéces Staphylococcus
aureus, S. epidermidis et M. roseus est le suivant : FC¥, RIFY, PR, ER, LR, RP R par contre
celui de Streptococcus sp. Aerococcus viridans et Enterococcus faecium est : C°, ER, PY,
RIFS, TET®, CTX R,

L'habitat de ces bactéries en milieu humide - eau, égouts - et sols riches en antibiotiques,
lui confére des facteurs de résistance a plusieurs antibiotiques (Zogheib et al., 2005).

La seule souche de Pseudomonas (P. fluorescens) est résistante a la Tétracycline,
Ticarcilline, Céfalexine et Nitrofurane. Cette bactérie est connue par la faible perméabilité
de sa membrane externe, |’ expression de plusieurs systemes d’ efflux, dont I’ activité a été
rapportée pour la premiere fois en 1994, lui permet de résister a divers antibiotiques
(Livermore et al., 1994).

Aeromonas hydrophila isolée des eaux étudiées a été résistante a la Ticarcilline. Ce
résultat est expliqué par une résistance enzymatique (3-lactamase) (Zogheib et al., 2005).

La dissemination de plusieurs bactéries résistantes aux antibiotiques dans les eaux
d'oued Messida peut ére liée a un réacteur biologique dans lequel les échanges
génétiques et les événements de recombinaison, influencés par les conditions biotiques et
abiotiques, profilent I’ évolution de |’ antibiorésistance (Baguero et al., 2008),

- Le premier réacteur est congtitué par les microflores humaines et animales,
composees d’ environ 500 espéces bactériennes qui par exemple, soumises a la pression
exercée lors de traitements antibiotiques, augmentent |I’émergence et la proportion de
souches bactériennes résistantes et multirésistantes. Cette contamination étant
principalement d’ origine fécale (Sommer et al., 2009). Plusieurs études ont montré que les
bactéries résistantes aux antibiotiques, en particulier alafamille des béta-lactamine, ont été
a de nombreuses reprises rapportées chez les animaux d’élevage (Liebana et al., 2006;
Mesa et al., 2006), les animaux de compagnie (Wieler et al., 2011 ; Dahmen et al.,2013) et
les animaux sauvages (Guenther et al., 2011). Une autre étude a montré qu’ aux abords
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d’'un étang en République tchéque, des souches bactériennes antibio-résistantes ont été
isolées des excréments d’ oiseaux marins (Simdes et al., 2010 ; Dolejska et al.,2009), ce
qui montre que ces souches sont implantées dans ces écosystémes.

- Le second réacteur comprend tous les lieux ou les facteurs, tels que les
antibiotiques, qui augmentent la proportion de bactéries résistantes aux antibiotiques. Ceci
en fait des lieux d émergence, d’ échange et de dissémination des genes de résistance dans
les populations (Wright, 2010). L’échange naturel de génes entre bactéries dans
I’ environnement est un fait connu (Bertolla et al., 2000). Les trois mécanismes de transfert
horizontal de genes (HGT) identifiés (la conjugaison, la transduction et la transformation)
ont été largement étudiés (Yin et al., 1997; Demaneche et al., 2000). Par conséquent, la
présence de bactéries résistantes aux antibiotiques dans la colonne d'eau et dans les
sediments peut affecter la qualité del’ eau mais aussi contribuer au HGT entre |les bactéries,
ce qui impligue la diffusion généralisée de genes résistants aux antibiotiques (KUmmerer,
2004; Demaneche et al., 2008; Thevenon et al., 2012).

- Le troiséme réacteur correspond aux eaux usees, les effluents d' élevage et les
résidus biologiques provenant des réacteurs précédents, ou le mélange entre bactéries
commensales et environnementales d une part, et bactéries résistantes et sensibles d’ autre
part augmentent la probabilité des échanges entre bactéries, et par conséquent la
dissémination de I’ antibiorésistance (Wright, 2010). Machado et coll. ont montré que des
souches d entérobactéries productrices de R-lactamase a large spectre éaient présentes
dans des échantillons d’ eau préleves dans la riviere Sousa et au niveau de la cote de Porto,
au Portugal, a proximité de points de déversement d’ eaux usees (Machado et al., 2009) .En
Irlande, des bactéries antibio-résistantes ont été retrouvées dans des effluents traités se
déversant dans la mer (Galvin et al.,2010 ) et dans une étude espagnole, les eaux de
rivieres prélevées en aval d'un point de versement d effluents de stations d’ épuration
contenaient plus d entérobactéries et de souches d’Aeromonas sp. résistantes aux
antibiotiques que les eaux situées en amont de ce point de versement (Gofii-Urriza et al.,
2000).

D’ apres nos résultats, nous pouvons dire que |’ activité humaine a un impact sur les
écosystémes aquatiques en termes de multirésistance aux antibiotiques. Les eaux de I’ oued
Messida étant directement utilisées pour I’ arrosage des cultures et pour |’ abreuvage des
animaux, il y a urgence a développer et promouvoir des traitements des eaux efficaces sur

les bactéries afin de rompre le cycle de lamultirésistance.
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Conclusion et perspective:

Notre étude portant sur la recherche des bactéries résistantes aux
antibiotiques dans les eaux de I’Oued Messida a permis de confirmer que ces eaux
sont caractérisées par :

- Uneforte contamination d’ origine fécale;
- Laprésence des germes pathogeénes (stricts ou opportunistes) ;

- Laprésence des bactéries résistantes aux antibiotiques.

Nos résultats ont permet de révéler la fréquence des entérobactéries résistantes
aux antibiotiques dans les milieux naturelles (eau de surface). 85,71% des
entérobactéries isolées des eaux de I'Oued Messida ont été résistantes a plusieurs

antibiotiques tels que Tétracyclines, Ticarcilline, Chloramphénicol, Céfotaxime.

Cette éude a permet égaement de révéler la présence des bactéries
pathogenes résistantes aux antibiotiques dans un écosystéme aquatique naturel ; la
présence d'une souche de Saphylocogques aureus et Salmonella typhimurium
résistantes aux antibiotiques constitue réellement un risque pour la santé publique.

En vue de ces résultats, nous pouvons conclure que |’ eau de cet écosysteme
est impropre et de ce fait, il peut engendrer des conséquences néfastes, causant des
nuisances importantes pour les usagers (irrigation, baignade, péche..) et les

ressources faunistiques.

En perspective et pour maintenir I’ équilibre de cet écosystéme lotique il faut veiller a
certains points dont les principaux sont :

- Laréalisation d' un traitement préalable des rejets avant qu'ils atteignent le lac
Tonga et par conséquent I’ Oued Messida ;

- La Surveillance périodique de la qudité bactériologique des eaux de la zone
d’ étude avec recherche de bactéries résistantes aux antibiotiques.

- Utilisation des méthodes génotypiques afin de maitriser la diffusion de la

multirési stance aux antibiotiques.
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Annexel:

» Lesmilieux decultureutilisés:

¢ Milieu Chapman:

Composition:

-Peptone trypsiquedecaséinge ............ccoeeevevvennnn.n. 10g
-Extrait deviande.........c.ccooveeeviciecesee e 19
-Chlorurede sodium..........ccoooiiiii i 759

-Mannitol............coii e 100
-Rougedephénal................ccceeiiiiinenn et ....0.025¢g

-Eaudidtillée...........cooeiiiiii ... 1000mI
Préparation :

Apres dissolution de tous les ingrédients dans |'eau ditillée, ajuster le pH a 7.5 et
stériliser a 121C° pendant 20 mn.

¢ Géosenutritive:

Composition:
- extraitdeviandedel’'oauf ..........c.covviiiiiiinnn, 1g
- AN 159

= PEPIONE ... e 2200

- chloruredesodium..................ccc i veeeen el 159

- extraitdelevure ... 020

Préparation :

Verser 28 g dans un litre d’'eau distillée. Ajuster le pH a 7.4. Porter a ébullition jusgu’a

dissolution complete. Stériliser al’ autoclave a 121 °C pendant 15 minutes.

¢ GéoseSS:

- Peptone pancréatique de viande ...........ccccceenneee. 509
- Extrait deviande ........occeeeivceiee e, 509
= LACIOSE ..o 10,09
- SElShIlIAITES.....oceeceeeee e 8549
- Citrate de sSodium.........cccccveeeieececee e 10,09
- Thiosulfate de SOdium..........ccceeveeeiieeiieiieesieciens 85¢



- Rougeneutre ... 25,0 mg

-Vert brillant.........cooeieiie s 0,33 mg

- Agar agar bactériologique..........ccevereeerereniennn 1509

-Eau distillnnnieeee e, 1000ml
¢ GélosedeMac Conkey :

Composition:

- Peptone pancréatique de gélatine ..........cccceveneeee 17,09

= TIYPLONE....co e 159

- Peptone pepsique deviande ..........ccceeevevereenienen. 159

= LACIOSE ..o 10,09

- SElShIlIAIrES.....ccveeeee e 159

- Chlorure de SodiuMm........cceeeeeeecveiee e e 5049

- RoOUgENEULIE ... 30,0 mg

- Cristal VIOIEt .....cveveieeieceececee e, 1,0 mg

- Agar agar bactériologique.........cccevereerenernenne. 1359

-Eaudistillé. ..o, 1000 ml

¢ GéoseHektoen :

-Protease peptone..........coo i 29
-Extraitdelevure...........ccoei i 39
- Chloruredesodium..............cccoeevviiviie e 5@
-Thiosulfate de sodium..........c.ooieiii i 59
-Sashiliaires ..., 99
-Citrate de ferammoniacale................c.ccceeeene 1.5g
= SAlICING L.t 29
- SACCNAIOSE. .. et e 129
S A0S . 29
-Fuchsineacide.............cooiiiiiii e, 0.1g
- Bleudebrothynol.............c.coooiii i, 0.06g
SAQAN. 0 LA
-Eaudigtillée... ..o 1000ml

¢ MilieuKingA:
-BaCto-peptone. ... 20g
SAGA e 2. 150

pH=7,0

pH:73x0,2.

pH =7.5



SGlYCEIOl CP.. e 10g

-K2 HSOganhydre............ccoeeevei i 16 g

-MgCl,anhydre.........cccco v 4@
-Eaudistillé..........ocoe i ... 1000 ml

Milieu King B:

- Protéose peptone (DifCO).......cocvvveeiiiiiieeean, 20g
S A 159
SGlYCEOl CP...c e, 10g
-Ky HSO4anhydre.......c.ooooov i 159
-MgCl 2 anhydre..........cccooiiiiiiii e 149
SEaU distillé. .., 1000 mi

¢ MilieuTS:

SAGAN e 12¢g/L
-Extraitde " cauf ..o, 3g/L
-Extrait delevure ..., 3g/L
= PEPLONE ... 20g/L
= LACtOSE....ceiicee e 10g/L
- SACCNArOSE........coeeeeee e 10g/L
S NAC 5g/L
= GlIUCOSE. ...ttt 1g/L
- Citrate fermiqUe......ccoeeee e 3g/L
- Thiosulfate de sodium...........cccccveveveeiececceseee, 3g/L
- Rouge de phénol...........ccceoveiiievecce e 0,025g/L
-Eau distill€e.......ouoiee e, 1000 ml

¢ Milieu citrate de SSimmons:

-Chlorure de Sodium..........coeiiiirenieee e 59
-Sulfate de Magnésium ........cccceeveveereeiesieseesee e 0,29
-Phosphate d’ammonium POH.............cccocovvivieieenn, 19
- Phosphate di potassique POHK..........ccccoeeeeeiieccieeinns 29
-Citrate triSOdiqUE........eeiie e 29

-Solution de bleu bromothymol 1%...........c.cccccvcvnennene 8ml

pH=7.2

pH:7,2%+0,2

Ajuster lepH a7.4


http://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne�

-Peptone pancréatique de viande.............cccceeueeee. 20g/L
Y0 = - = G 4g/L

= Mannitol.......ccoveeee 2g/L
-Nitrate de potassiUm..........ccccceeveeiireeneecieesee e lg/L
-Rouge de phénol solution a1%..........c.cccceeeeveeueennen. ami
“EaU diStill€...iicc e 1000ml

¢ Milieu Clark et lubs:

-Peptone trypsiquede casein...........cceveeveinennenn 5g/L
- Phosphate bi potassique...............ccceeeveeenee b g/l
= GlUCOSE. ..t 5g/L
-Eaudistillée.......oooooiiii 1000ml

¢ Milieu Urée-indole:

-L-tryptophane. .. ... 39
-Phosphate monopotassique...........ccoceeevee v eennen..2 19
-Phosphate di potassique..........cccoeveeriieiece e 19
-Chlorurede sodium...............oocvvivvie i ee v en..0g
SUFEB. ., 209
- Solution rouge de phénol & 1%.........ccccceevveneennene 2,5ml

Alcool a95°. .. 2 10MI
-Eaudistillée.........ccooooi ... 1000mI

¢ Géose Muedller-Hinton

Composition:
- Hydrolysét acide decaséine ..........ccccceeveennee. 1759
- Infusion de viande.........ccccceeeecveeeeecceeee e, 209
- Amidon soluble .........cccoveievieiice e 159
- Agar agar bactériologique..........ccceovevvrvrnenee. 1709
Eau distill€......ccovvirrcieeccee e 1000ml
Préparation

Ajuster lepH a7-7.2.

Ajuster lepH a7.2.

pH = 7,5 (environ)

pH 6,7

- Mettre en suspension 38,0 g de milieu déshydraté (BK048) dans 1 litre d’ eau distillée



- Porter lentement le milieu a ébullition sous agitation constante et I’y maintenir durant
le temps nécessaire a sa dissolution.
- Stériliser al’autoclave a 115°C pendant 15 minutes pH 7,3+ 0,2.
» Réactifs:

¢ Reéactif TDA : pour larecherche de tryptophane désaminase :
Perchloruredefer...........coooviiiiiiiieen .. 349
Eaudistillée.......ccoovviiiii e 100ml

¢ Réactif IND : pour larecherche del’indole:
Paradimethylaminobenzaldéhyde.......................5.09
Alcool ispamylique..........coooovieiii i, 75ml

¢ Reéactif de Voges Proskauer (VP) : pour larecherche del’ acéone:
v VP1:

Hydroxyde de potassium................cccccvevenee......40g

Eaudistillée..........coovviiiiiii 100ml

v VP2:

Alphanaphtol.........ccoiiii e 69

Ethanol ... 100ml

¢ Réactif Kowacks: pour larecherche del’indole.
-Paradeethylamino benzaldéhyde..................... 5¢
-Alcool amylique...............ccoeeiivennnen 75ml
SHCL pUN . 25ml

¢ Rouge de méthyle:

-Rougedemethyle...................co o059
- Alcool éthyliquea60° .............coccvveiieiininn, 100ml
Colorants:

¢ Lugoal : Elle estutilisée sur la coloration de Gram pour fixer le colorant
Aode.. .0
-lodure de potassium..........c.c.oevvviiiiie e, 29
-BEaudistillée. ..o 39

¢ Violet de Gentiane: Elle est utilisée pour colorer les bactéries.

-Violetdegentiane..........cooviiiiiii 1g



-Ethanol 290%..........ccocererieiiene e Iml

Phénol....o e 20

-Eaudidtillée...........coooeiiii ., 100mI
¢ Fuchsinede Ziehl :

-Fuchsinebasique.............ccccoo i, 19
-Alcool éhylique..............ccoovviiiiiiin e en. ... 100m
PhéN0....o e DO
-Eaudistille. ..o, 100m



Annexell :

Tableau 01 : Table de Mac Grady (Rodier et al., 2005).

Nombre caractéristique

Nombre de cellules

000 0.0
001 0.3
010 0.3
011 0.6
020 0.6
100 0.4
101 0.7
102 11
110 0.7
111 11
120 11
121 15
130 1.6
200 0.9
201 14
202 2.0
210 15
211 2.0
212 3.0
220 2.0
221 3.0
222 3.5
223 4.0
230 3.0
231 3.5
232 4.0
300 2.5
301 4.0
302 6.5
310 4.5
311 7.5
312 11.5
313 16.0
320 9.5
321 15.0
322 20.0
323 30.0
330 25.0
331 45.0
332 110.0
333 140.0




Tableau 02 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée APl 20E [15].

Test Groupements active Réactions/ Enzymes Résultats
Ortho-nitro-phényle-B-D- _ Négative Positive
ONPG ) Beta-galactosidase .
Galactopyranoside incolore Jaune
ADH Arginine Arginine désahydrolase Jaune Rouge/orange
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
oDC Orthine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orange
ICITI Sodium citrate Utilisation de citrate vert Bleu-vert/orange
H,S Thiosulfate de sodium Production de H,S incolore Noir
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orange
TDA Tryptophane Tryptophanedésaminase Jaune Marron
IND Tryptophane Production d’indole incolore Rose
VP1+ VP2
1IVPI Pyruvate de sodium Production d' acétoine
Incolore Rose/rouge
Gélatineemprisonnant de o Pas de diffusion Diffusion de
IGELI Gélatinase ) ) ) )
charbon de pigment noir pigment noir
GLU Glucose Fermentation /oxydation Bleu/bleu vert Jaune/vertjaune
MAN Mannitol Fermentation /oxydation Bleu/bleu vert Jaune
INO Inositol Fermentation /oxydation Bleu/bleu vert Jaune
SOR Sorbitol Fermentation /oxydation Bleu/bleu vert Jaune
RHA Rhamnose Fermentation /oxydation Bleu/bleu vert Jaune
SAC Sucrose Fermentation /oxydation Bleu/bleu vert Jaune
MEL Mlebiose Fermentation /oxydation Bleu/bleu vert Jaune
AMY Arabinose Fermentation /oxydation Bleu/bleu vert Jaune
ARA | arabinose Fermentation /oxydation Bleu/bleu vert Jaune
NO;- Production de NO, NIT 1+NIT 2, 2-3min
GLU tube o
NO, réduction N, gaz Jaune

Rouge




Tableau 03 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée Api Staph [16].

s Résultats
Tests substrats Car acterg T —
recherché Négatif Positif
0 aucun Témoin négatif Rouge -
GLU D-glucose Témoin positif
FRU D-fructose
MNE D-mannose
MAL | Maltose Rouge Jaune
LAC Lactose
TRE D-tréhal_ose Acidification a partir du
MAN D-mannitol carbohydrate
XLT Xylitol
MEL D-melibiose
P ; n
NIT | Nitratede potassium | Réduction des nitrates en NIT 1+ NIT2/10mn
nitrites Incolore/rose | Rouge
ZYM A+ZYM B/10mn
-naphtylac.phosphat Phosphatase alcali
PAL B-naphtylac.phosphate osphatase alcaline e | Violet
. Production d' acétyl VP1+VP2/10mn
VP Pyruvate de sodium méthyl-carbony! Incolore/ rose Violet/rose
RAF Raffinose
XYL Xylose
SAC Saccharose Rouge Jaune
a-méthyle-D- e s .
MDG ; Acidification a partir du
glucosamine carbohydrate
N-acétyl-glucosamine
NAG
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange/rouge
URE Urée Uréase Jaune Rouge/violet




Tableau 04 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API strep [17].

) o Résultats
Test Groupementsactive | Reéactions/ Enzymes : _
Négative Positive
VP1+ VP2/ jusgu’a 10 mn
vp Pyruvate de sodium Production d’ acétoine
Incolore Rose/rouge
NIN/ jusqu'a 10 mn
HIP Acide hippurique hydrolyse
Incolore/Bleu pale | Bleu foncél/violet
ESC EsculineCitrat de fer Hydrolyse p-glucosidase | Incolore/ jaune pale Noir/gris
] ) ] ZYM A+ZYM B/10mn
Acide pyroglutamique- PY Rrolidonyl
PYRA _ _ Incolore/orange
B-naphtylamide Arylamidase R orange
pale
6-bromo-2-naphtyl-aD- . .
oGAL . a-GALactoside Incolore violet
galactopyranoside
Acide naphtol- ]
BGUR _ B-GlUcuRonidase Incolore Bleu
ASBgalactopyranoside
2-naphtyl- . Incolore ou .
BGAL B- GALactoside ) violet
BDgalactopyranoside violet péle
) Incolore ou )
PAL 2-naphtyl phosphate Phosphatase Alcaline _ A violet
violet pdle
L-leucine-B- ) ) )
LAP _ Leucine AminoPeptidase Incolore orange
naphtylamine
ADH L-arginine Arginine DIHydrolase Jaune Rouge
RIB D-ribose
ARA | L-arabinose
MAN | D-mannitol
SOR | D-sorbitol
LAC | D-lactose
_ Acdification Orange/ Rouge Jaune
TRE | D-thréhalose
INU Inuline
RAF | d-raffinose
AMD | Amidon
GLYG | glycogéne




Tableau 05 : Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API 20 NE [18].

Tests Substrat Enzymes/Réactions Résultats
Négatif Positif
Réduction des nitrates NIT1+NIT 2/5mn
en nitrites
Incolore Rose-rouge
NO3 Nitrate de potassium Réduction des nitrates ZN/5mn
en azote
Rose Incolore
_ _ TRP/3-5mn
TRP | Tryptophane Formation d’indole Incolore Goutte rouge
GLU | Glucose Fermentation Bleu avert Jaune
ADH | Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange/rose/rouge
URE | Urée Uréase Jaune Orange/rose/rouge
ESC Esculine Hydrolyse Jaune Gris/marron/noir
Pasde Diffusion du
GEL Géatin Hydrol diffusion du igment noir
e ydrolyse pigmen pig
p-Nitro-phényle-pD-
PNPG | Gaactopyranoside B-gaactosidase Incolore Jaune
GLU | Glucose
ARA | Arabinose
MNE | Mannose
MAN | Mannitol
N-acétyl-
NAG | glucosamine
MAL | Maltose Assimilation Transparence Trouble
GNT | Gluconate
CAP | Caprate
ADI Adipate
MLT Madate
CIT Citate
PAC | Phényl-acétate
Tetraméthyl-p-
OX phenylene diamine Cytochrome oxydase Incolore Violet




Tableau 06 : Limites acceptables des diametres d' inhibition (mm) des souches de

références utilisées obtenus par diffusion en gélose [21].

Char E.coli P.aeruginosa S.aureus En;(;ra?;(;?icscus
Antibiotiques | |~ - 333 o (ZAsggzc; (?7253()3 (;\5253(): (ATCC
29212)
PénicillineG | 6ug(10UI) _ _ 31.0-385 -
Ticarcilline 75 g B 25.0-305 _ _
Pipéracilline 75 g _ 275-325 - -
Céfotaxime 30 g 32.5-375 _ _ —
Imipénéme 10 ug _ 24,5295 - -
Ciprofloxacine | 5. |31,0-330| 200-365 - -
Erythromycine 15 Ul _ - 26,5-315 14 -22
Lincomycine 15 ng _ - 245-295 -
Rifampicine 30 ng _ - 34,0—39,0 -
Acidefusidique 10 ng _ - 285-34,5 -
Tétracycline 30 ng _ _ - 15-18




Tableau07: Diametres des zones d’inhibition obtenues (mm) de I’ antibiogramme des

souches étudiées.

(]
- - - O O
Antibiotiques " 9|8 Slo oo Slolw
Eqne RZRIgIZIZI80LnSlalElDL
SPECES FlElola|a|o|0|+F|0|lw|l|e|Z|L|x
Escherichiacoli (E1) (Figdd) | 6 [30| / | / | / | 1 |30 6 33| [/ [ [ | [/ |||
Escherichiacoli (Ey) (Figds) | 11|40 | / | / |/ |/ | 26| 6 |40| [ | [ [ [ |24| [ |/
Klebsiella oxytoca(k,)(Fig6) | 20|30 |10 | / | / | / [ 30| 6 |28 [/ | /[ [/ |1 | [ |/
Serratiamarcescens (Figd7) |17 (30|10 | / | / |/ |14 | 6 [3L| [ | [ | [ |1 | [ |
Citrobacter freundii(C,)
20326 | /| /| 1|6 |25/ | 1|11 |11
(Fig48)
Cltrob_a_lcter . 28130 /| /| /{126 1281|1123 1|1
freundii(C,)(Fig49)
Cl'trobacter freundii(Cs) 20| / |30 /| /| /| 252027/ |/ |1 (24| ) |1
(Fig50)
Levinea (Fig51) 28 28| / |/ |/ |/ |32 40|/ |/ |1 |15] 1 |1
Proteus vulgaris (Fig53) 20|30 /| 1| 1|1 {628 /| /|1
Edwardsiella tarda (Figs4) |30 (30| / | / | / |/ [ 13| 6 |28 | [ [ [ |/ | [ |1 |1
Yersinia enterocolitica
28 (30| 6 | / | /| /|86 3|/ || /|||
(Figh2)
Salmonella typhimurium 19/ 30| /|| |2e|10]2s| || ]22]1]1
(Fig55)
Pseudomonas fluorescens |, | | | o6 13| s (6 32| /|| s 6| |
(Fig56)
Aeromonas hydrophila 6 28| /| 1| 12| |.e|2e| 1| 1| 22|
(Fig57)
Saphylococcusepidermidis | |, 1\ o Ll e le || |68
(Fig58)
Saphyl ococcus I\ e ||| 1|1 |6|6]|6]|/]|6]6
aureus(Fig59)
Micrococcusroseus (Fige0) | / | / | /|6 | /| /| 1| 1|1 | 9|69/ /
Sreptococcus sp. (Figbl) [ |12/ | /|36 |/ |6/ |/ |1 |1]09
Ente_rocogcus /A A A - T A A < T A A A A VA IV
faecium(Fig62)
Aerococcusviridans2(Fige3) | / | / |21 6 | / |/ |26|15| [ | 23| [ |/ | [/ |/ |15




Résumé

La présente étude consiste a évaluer la qualité bactériologique des eaux de |’ Oued
Messida (situé dans le PNEK —Nord-Est Algérien) par détermination de degré de la
contamination fécale et par |a recherche des bactéries résistantes aux antibiotiques durant trois
mois (Février, Mars et Avril 2014). Trois stations d’ échantillonnage s éendent de I’ exutoire
du lac Tonga jusgu’a I’embouchure ont été choisies le long d’Oued Messida en fonction de
I'implantation des sources de contamination.

La résistance aux antibiotiques fréguemment utilisés en médecine vétérinaire et en
médecine humaine a été testée chez |es souches bactériennes i solées des eaux étudiées.

Les résultats obtenus ont montré une forte contamination fécale des eaux avec présence
de plusieurs genres bactériens résistants aux antibiotiques.

Parmi 22 souches bactériennes isolées, 14 sont des entérobactéries, 02 staphylocoques,
02 streptocoques, une Pseudomonas, une entérocoque, une microcoque et une Aeromonas.

Les souches d’ entérobactéries sont résistantes par ordre décroissant a la Tétracyclines
(83,33%), au Ticarcilline (58,33%), a la Chloramphénicol (41,66%) et au Céfotaxime
(33,33%). Les Saphylococcus et Micrococcus sont résistants (100%) a tous les antibiotiques
utilisés (Acide fusidique, Rifampicine, Pénicilline, Erythromycine,Lincomycine,
Pristinamycine) ; le méme résultat a éé obtenu pour les entérocoques et les streptocoques,
elles sont résistantes a tous les antibiotiques utilisés (Tétracyclines, Rifampicine, Pénicilline,
Erythromycine, Céfotaxime) a I’ exception de Chloramphénicol. La souche de Pseudomonas
isolée est résistante a quatre antibiotiques qui sont (Tétracyclines, Nitrofuranes, Ticarcilline

et Céfaexine) et la souche d’' Aeromonas est résistante a un seul antibiotique (Ticarcilline).

Les résultats obtenus confirment que les eaux d’oued Messida constituent un risque pour la

santé publique.

Mots—clés : Oued Messida, qualité bactériologique, résistance aux antibiotiques, risgue

sanitaire.



Summary

In this study, we investigated the bacteriological water quality of Oued Messida
(situated in the North-East of PNEK —Algeria-) by determination of the degree of feca
contamination and research of antibiotic resistant bacteria during three months (February,
March and April 2014).

Three sampling stations extending from the outlet of Lake Tonga to the mouth were
selected adong oued Messida depending on the location of sources of contamination.

The bacteria isolates from waters studied were tested for susceptibility to
antibiotics used in veterinary medicine and in human medicine

The results showed a strong fecal contamination of water with the presence of
multiple-antibiotic-resistant bacterial genera.

Among 22 bacteria strainsisolated, 14 were Enterobacteriaceae, 02 Staphylococci,
02 Streptococci, 01 Pseudomonas, 01 Enterococcus, 01 Micrococcus and 01 Aeromonas.

Strains of Enterobacteriaceae are resistant descending to Tetracyclines( 83.33% ) ,
Ticarcilline ( 58.33% ), Chloramphenicol ( 41.66 %) and to Céfotaxime (33.33%).
Micrococcus and Staphylococcus are resistant (100%) at all used antibiotics (Fusidic acid,
Rifampicin, Penicillin, Erythromycin, Lincomycin, Pristinamycin), the same result was
obtained for enterococci and streptococci, they are resistant at all antibiotics ( Tetracyclin,
Rifampicin, Penicillin, Erythromycin, Céfotaxim) except de Chloramphenicol.
Pseudomonas strain is resistant to four antibiotics (Tetracyclin, Nitrofuran, Ticarcillin and

Cephalexin) and Aeromonas strain isresistant to asingle antibiotic (Ticarcillin).

The results confirm that the waters of ariver Messida congtitutes a potential risk for
public health.

Keywords. Oued Messida, bacteriological quality, antibiotic resistance, health risk.
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