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Introdugtion

L'eau est une molécule originale, un composé vital, une vésicule fatale, un enjeu
mondial ou une question de chimie banale?

L’eau est répandue partout sur terre, et répartie de maniére inégale sous des
formes différentes : les glaciers, les riviéres, les lacs ef les réservoirs naturels, les
gaux souferraines, leau de mer, I'eau fossile, 'ean virtuelle. Tons ces états de
I'eau, que I'on retrouve au cours de son cycle, sont abordés par I"auteur en lien
avec les interactions naturelles et les besoins humains,

L'eau est tout & 1a fois: une originalité physique, une curiosité chimique, et par la
méme un véhicule de pollution, et pgut &tre est souillée, pollude ou contient des
microorganismes pathogénes (bactéries, virus, parasites) en fonction de
Fintensité de la pollution et qui sont responsables de plusieurs maladies hydrique
transmissibles.

La pollution des eaux de surfaces a déférentes origines principalement est issus
de différentes activités humaines que ce soit domestiques et/ou industrielles
demeurent un probléme de santé publique. Le contrble biologique de ces eaux est
cependait devenu importanl car 1l poul daus ceilaius vas éviler de grandes
catastrophes. Ce contrdéle est basé principalement sur des dénombrements
microbiens des différents ccosystemes aquatiques associé 4 la recherche des
indicateurs de pollution fécale et des bactéries pathogénes. Ce¢ probléme a été
sérieusement signalé ces derniéres années ¢t demaunde des solutions immédiates
et efficaces, pour cela mous avons essayé d’étudier et déterminer la qualité
microbiologique d'un systéme aquatique Oued EHammam a proximité de la
région Hammam Ouled Ali, dont d'objectif principal est ¢étudié Ia qualité
bactériologique de I'ean avec la recherche d’éventuels présence de germes test de
contamination fécale (dénombrement et recherche de coliformes, coliformes
fécaux, streptocoques fécaux avec identification de la microflore existanie) et des

bactéries pathogénes existanties.
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Il duciion

Notre travail est une permettant de donner un bilan des connaissances sur I'état
do milieu. Nous avons organisé notre méthodologie en trois chapitres
interdépendants :

-Le premier chapitre présente le domaine d’¢tude, la situation géographique de
Faire d’étude (Oued de Hammam Ouled Ali.)

-Le second chapitre présente le matériel et les technigues de recherche pour la
réalisation de ce travail.

Le troisiéme chapitre expose les résaltats descriptifs issus des analyses de nature
bactériologique.

Enfin, une coneclusion cloture le mémoire.
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Chapitre /

Description de la zone
d'etude
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CHAPITRE! DESCRIPTION DE LA ZONE IYETUDE

1.1. Historique de Hlammam Ouled Ali :

Le village Hanmymam Ouled Ali situ¢ par les romains, est fondu en 1964 sur le nom de
village Ben Bella, le vieux village situé sur le ¢6té ouest de la route n ®168.Puis en 1974 sous

I"¢gide du gouvernement 2 'époque: Le village 4 été associé aux groupes agricoles socialistes,
1.2. Situation géographique de la région:

La région de Hammam Ouled Ali est situe dans ["axe de la partie nord de la route de wilaya
n °168, qui relie le chemin de montage de la nationale n ® 80 4 Hammam Bradaa . et donc
a la route nationale n® 21 , qui relie Annaba a Guelma; Sa zone d'assemblage est de 25
hectares.
Elle est limitée par:

- AuNord: commune de BOUATI MAHMOQUD

- Au Sud: commune de HELIOPOLIS

= AV Ouest. commune d"TLFEDIOUDT

= A TEst: commune de NECHMEYA

- Au Sud-est: commune de GUALAT BOUSBAA.

Ses cordonnées géographiques sont comprises entre 7°34.30.09 “E et 36°34.09"N élevé -
366m.
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CHAPITRE DESCRIPTION DE LA ZONE D’ETUDE

Fig. 1.2 : Photo satellite de la region (Google Earth 2011).

1.3. Caractéres géologique:

La géologie de la région est compose de couche de caleaires et d argiles de couleur jaune et
rouge Le sol est formé de :
- boue ou de gravier cristallisé de mal porosité
-Argile jaune
- Sable
- Calcaire
- Les dépéts de quaternaire terme l'argile de sable et de gravier, de sable et d'argile.
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DESCRIPTION DE LA ZONE D'ETUDE

L Valeur agricole :

Le bureau national des études pour le développement rural (BNEDER) 4 classé la valenr
agronomique des terres de la commune en catégories regroupant plusieurs variantes de
milieux physiques & savoir : la lithologie, les pentes, |’épaisseur du sol, la nature du sol, la
stabilite du terrain. Pour établir une classification des sols.en fonetion de leurs altitudes

culturales ,Le croisement de ces variantes a donné la synthése suivante :

1- Trés hautes potentialités agricoles
2- Haute potentialit€s agricoles

3- Moyennes potentialités agricoles
4- Faibles potentialités agricoles
5

Meédiocre potentialités agricole.

D’aprés "analysc on constate que la surface agricoic ntile dans la communce représente
33,37% de la surface toale de la commune, Quant 4 la surtiice agricole worale, elle teprésenie
67,34% de la surface totale de la commune (P.D.A.U).
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CHAPITRE 1 DESCRIPTION DE LA ZONE D’ETUDE

1.4. Réseau hydrographique :

Le réseau hydrographique est 1’ensemble des cours d’eau, affluents, i sous affluents,
permanents ou temporaires, par lequel s’écoulent toutes les eaux de ruissellement et
convergent vers un seul point de vidange du sous bassin versant. (Ghodban, 2009).

Le eanal Oued El Hammam présente une altitude égale 4 218m et une distance de 31.530Km
jusqu'a Pouvrage de la digue du barrage Zit Emba. Le réseau hydrographique est schématisé
dans Ia figure (Fig.1.3).

Fig. 1.3: Carte représentant le réseau hydrographique d’Oued el Hammam.
Le climat est un facteur abiotique important dans 1*étude de la typologie et la fonction d’un

milien. Larégion de Guelma est caractérisée par un climat continental avec des hivers froids
et pluvisux, de type humide et subhumide, Des étés trés chauds et secs, quelques nuages
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CHAPITRE L DESCRIPTION DE LA ZONE D’ETUDE

orageux rompent la monotonie du temps, accompagnés d’averses de gréle et de fortes
précipitations bréves et locales, alterne souvent avec des chaleurs briflantes qui peuvent se
manifester de maniere violente méme en Juillet et début Aoiit.

Les caractéristiques climatiques (La température et 'Humidité relative) de la zone d*étude
sont obtenugs a partir des données de la station météorologique de Guelma pour une période
s'étalant de 1994 4 2010.

1.5.1. Température :

Les températures sont variables d’une saison & ’autre avec des amplitudes parfois trés
importantes. Les moyenues des semestres froids (nov - avr.) et chauds (mai - oct.) somt
respectivement 12,10 et 22.70°C. Les données statistiques dont nous avons fait état sont
consignées dans le tableau 1-1(Annexe) donne pour chaque mois de I’année les températures

suivantes :

% Tm moyenne de tous les maxima du mois.
4 T mayennade tous Tes minima du meis.

4 M movennes annuelles des températures.

Elle donne Ies valeurs pour le mois le plus chaud et le mois le plus froid. Les résultats
d"observations faites pendant 17 ans (1994-2010),
La figure 1.4 nous donne I'évolution de la température en 1994 4 2010 selon les différents
mois de I'année. Cette figure monire que :
La température moyenne annuelle est de 17,83 C°. On note que la température moyenne
mensuelle la plus élevée esi celle dumois d'aoiit (27.51°C) alors que la température la plus

basse est celle du mois de janvier (9,82 °C).
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Fig. 1.4 : Courbe d’évaluation des températures de la région d’étude
(Années 1994-2010)

£.5.2, Mumidité relative de Pair
On distingue deux variantes d”humidité ;
1- L’ humidité absolue :
C’est la masse de vapeur d’eau contenu dans un metre cube d’air, Elle est exprimée en
gramme par metre cube,
2- L’humidite relative :
C’est I"état plus ou moins proche de la condensation de la vapeur d’ean dans 1°atmosphére,

elle est exprimée en pourcentage.

Les données récoltées sont enregistrées dans le tableau 1-2 (Annexe).
La moyenne de "humidité relative dans la période allant de ["année 1994 jusqu’a I"année
2010 est de I'ordre de 68.66%. Le maximum est enregistré au mois le plus froid (janvier
76.58%) et le minimum en le mois le plus chaud (juillet 55.04%),

L humidité semble évoluer en sens inverse de la température et subir ’influence du vent. En
effet, plus les températures sont elevées ef plus les vents deviennent forts, plus les humidités
relatives diminuent de fagon marquée (Fig. 1-5). (Reggam, 2010).
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DESCRIPTION DE LA ZONE D’ETUD?
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Fig. 1.5 : Evaluation mensuelle des humidités relatives
de la région d’étude (1994- 2010)

1,5.3. Synthése climatique :
A, Diagramme Ombrothermigue de Gaussen et Bagnouls :

Selon Ragnouls et Gaussen, une période séche est due au croissements des
température et des précipitations.  Cefte relation permef dérahlir yn graphe pluviomé quel les
températures sont portées a une échelle double des précipitations. (Fig. 1.6).

Draprés ce diagramme etabli & partir données des températures et des précipitations de la
station de Guelma, on peut distinguer deux périodes;

- La premiere froide et humide qui §’étale sur & mois, du mois d’octobre jusqu’au mois de
mai.

- La seconde chaude et seche qui s'étale sur 4 mois, du mois de juin jusqu'au mois
de septembre.

La détermination de cette période est d’une grande importance pour la conmaissance

de la période déficitaire eneau. (Aouissi, 2010)

10
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Fig. 1.6: Diagramme pluvio-thermique de la région d’étude de Guelma (1994 — 2008)
(Aouissi, 2010)

B. Quotient pluviométrique * EMBERGER:

Ce diagramme ou quotient pluvioméirigque est une représentation graphique 1ssue d’une
formule ot la valeur des précipitations en mm, divisée par une expression de la T° en degré
Kelvin, cette expression est choisie en fonction de la vie du végétal, cette formule §°écrit
comme sutf :

Q2= [2000 P / M2 - m2]
Cette formule peut §’écrire selon Stewart (1969) qui a transformé le guotient d’Emberger pour
le climat méditerranéen et a obtenu la formule swivante :
Q2=343x[P/M-m]
Ou
M : moyenne des maxima du mois le plus chaud..
m * movenne des minimurm du mois le plus froid.
M et m sont exprimés dans "expression de Stewart en © Celsius.

M et m s'expriment en degré Celsius, Embergera mentionné quun climat ne peut étre
caractérisé si a la valeur de Q2 ne viént pas s'ajouter celle de « m ». Les stations
météorologiques de méme Q2 peuvent &tre différenciées par leurs valeurs de « m ».

Il
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CHAPITRET DESCRIPTION DE LA ZONE D'ETUDE

Le Q2 nous a permis de localiser nos stations météorologiques sur le Climagramme
dEmberger. Cet auteur a mis au point un zonage du bioclimat méditerranéen du plus sec vers
le plus humide en combinant les données climatologiques et celles de la végétation.
On distingue ¢ plus souvent les étages bioclimatiques saharien, aride, semi-aride, sub-humide
et hunmude.
Le Climagramme d’Emberger permet de connaitre 1'étage bioclimatique de la région d’étude
(Guelma).

*  [En abscisse la moyenne des minima du mois le plus froid.

= Encordonnées le quotient pluviométrique (Q2) d’Emberger.
P=0617.58 mm
M=3744°C =310.44 °K
M=349°C=27649 °K
L’indice Q2 calculé par la formule Q2 = 3,43 x [P/ M - m) est égal 4 64.40.
L emplacement de cet indice sur le Climagramme d’Emberger, nous a permis de situer

Guelma dans ’étage bioclimatigue semi-aride & hivers frais (Fig. 1.7), (Reggam, 2010).

3 2 -4 e 1 2 3 % 35 & 7 & 9 10 1 * TC)
Traamwod  Erdid Frais Tempare Chaud Tras chaud

Fig. 1.7: Climagramine d'Emberger de la région Guelma (1994-2010)
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2.1. Prélévement et échantillonnage :

L'¢chantillonnage est primordial car il conditionne la pertinence de l'analyse. It faut que
I’échantillon desting a 1”analyse prélevé de fagon a étre le plus exactement possible
représentatif du mihien d’ol il provienne.

La totalité de nos analyses bactériologiques ont été réalisées au niveau du laboratoire de
microbiologie du département de biologie de l'universite du 08 mai 1945 de Guelma.

Pour contribuera 1’évolution de la qualité bactériologique des eaux de I'Oued El Hammam
nous avons choisi deux prélévements de quatre sites sélaotionmes sonf : S1, 82, 83, 54 ont été
cffectués dans les mois d*avril et de mai. Les coordonnds «le ges points et ces caractéristiques

sont dans les deux tableaux : Tab..2.1 ; Tab. 2.2 ; et4lans la Fig 2.1,

Tab. 2.1 : Caractéristiques des points de prélévement.

N°de Sites de X Y Z Caractéristique :
prélévement prélévemert

- Situe au niveau de1’Oued El

Pt avand lek regais Je M

8] 919.260.09 | 374.205.78m | 10m | Bouchahrin.
m -présenice de végetation sur plan d'eau.
Pl
of 52 919.289.43 | 374.152.95m | 80m | -Situé au niveau d'Oued Toummiate
P2 m -présence de végétation sur plan d'eau.
83 018946 64 | 373975 13m | 360m | -Situé au point de fusion d’Qued El
m Hammam &f Oued Toummiate
-présence de végétation sur plan d'sau.
54 518.365.49 | 373.460.32m | 900m | -Situé au niveau de I"Oued El
m Hammam aprés les rejets de El

Hammamat et pius proche des zones de
["agriculture.

-présence de végeétation sur plan d’eau.

13
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Tab. 2.2 : Nature et période du prélévement :

Nature du prélévement Périodes des prélévements Type d’analyses
effectuées
Pla: S1/10: 25
13/04/2011 $2/10 35
Bau §3/10 :45
34711 55 Bactériologique
P24 S1/11:25
02/05/2011 $2/11 :35
S3/11 :45
S4/11:55

”l“’ T

b'i‘i‘r AN

¥ W by

X

\\ Mundjr, Tuypgisis

Fig.2-1 : Carte repreésentaot les sites de prélévement dans I°Oued de Hammam Quled Ali.

14
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CHAPIRE II

2.1.1, Matériel de prélévement :
Le matériel de prélévement doit faire I"objet d’une attention particuliére -
Pour les parameétres microbiologiques, le préléverment effectue dans des conditions aseptigues.

Les flacons destinés au prélévement doivent étre stériles éf en verre.

2.1.2. Méthode de prélévement :

Les méthodes utilisées pour I’échantillonnage correspondent aux différentes directives,
notamment I'OMS. ..

La verrerie lavée est ensuite stérilisé soit a la chaleur séche (four Pasteur) & une température
comprise entre 170 et 175°C, pendant au moins Lh.

Les flacons d'échantillonnage ne doivent étre ouverts qu'an moment du prélévement de
I'échantillon. Une fois I'échantillon est prélevé, les flacons doivent étre fermés
hermétiquement jusqu'au moment de I'analyse (Ghar sallah, 2005).

Les flacons stérilisés sont prolongés & une distance qui varie de 10 440 ¢m de la surface
assez loin des bords, ainsi que des obstacles naturels,

Les flacons sont ouverts sous I’eau de telle fagon qu’il n’y est aucune bulle d’aire et qu'il ne

soit pas gjecte au cours du transport (Rodier ,1978).

2.1.3. Enregistrement ef étiquetage des échantilions:

1l est essentiel que les échantillons soient clairement étiquetés immédiatement avant les
prélévements ef que les étiquetes soient lisibles et indétachables. Dans ces derniers, on doit
noter avec précision; la date, I'heure, les conditions météorologiques, um numéro et toutes

circonstances anormales. (Lightfoot, 2002).

2.1.4, Transport des prélévements :

La teneur initiale en germes des eaux risque de subir des modifications dans le flacon, aprés
le prelévement. Cest pour cela que toute analyse doit étre effectuée le plus rapidement
possible. L évolution est d*ailleurs assez difficile 3 prévoir et dépend de nombreux facteurs :

température, concurrence bactérienne des espéces présentes, composition chimique de 'eau.

15
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A ce sujet la circulaire du 21 janvier 1960, relative aux méthodes d°analyse bactériologique
deseaux : « Si la durée du transport dépasse 1 heure, et si la température extéricure est
supéricure a 10 °C, les prélévements seront transportés dans des glaciéres dont la température
doit étre comprise entre 4 4 6 °C. Méme dans ces conditions, I’analyse baciériologique doit
débuter dans un délai maximal de 8 heures, aprés le recueil de "échantillon ». (Rodier et al
2009),

2.2. Paramétres bactériologiques :

Introduction :
Les bactéries dans 'ean peuvent avoir trois origines différentes :
¥ Origine purement aquatique.
v Origine terrestre.
v Origine animale ou humaine : ce sont des germes de contamination : le plus souvent
fécale ; parfois rhino-pharyngée dont la température de développement est alentours
de 37 ®et qui sont accoutumés 4 un milicu nutritif (matiére fécale) riche en matiére

arganique  (Sayad, 2008).

2.2.1 Les eoliformes:

Le terme de « coliformes » est regroupé un certain nombre d’espéces bactériennes
appartenant en fait a la famille des Enterobacteriaceae et qui partagent certaines
caractéristiques biochimiques. La définition suivante a été adoptée par I’Organisation
internationale de standardisation (ISO) : Les coliforme correspond 4 des organismes
en batonnets, non sporogenes, Gram négatifs, oxydase négatifs, facuitativement anaérobies,
capables de croitre en présence de sels biliaires ou d autres agents de surface possédant des
activités intubitrices de croissance similaires, e capables de fermenter le lactose (et le
mannifol) avee production d'acide et d’aldéhyde en 48 heures, & des températures de
35237 °C. (Rodier ef al 2009).
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2.2,2. Coliformes fécaux :

Les coliformes fécaux se définissent comme des bactéries aérobies et anagrobies
facuitatives, a Gram négatif, asporulées, en forme de batonnet.
En raison de leur capacité de croitre i la température élevée de 44.5 °C ¢t non seulement a 35
°C comme les coliformes totaux, les coliformes fécaux sont de plus en plus souvent désignés
par I’appellation « coliformes thermo tolérants » dans la littérature scientifique. Les

coliformes fécaux qui produisent ane réaction négative & 1’épreuve de Ia cytochrome-oxydase.

Les & cali sont des coliformes thermo-tolérants ayant la particularité de produire de l'indole
& partir du tryptophane présent dans le milieu 4 une température comprise entre 42 = 2°C,
(Bourgeois et Leveau, 1980; Denis, 2007).

2.2.3. Coliformes totaux :

lls regroupent plusieurs espéces bactériennes de la famille des Entérobactéries qui sont
agrobies et anacrobies facultatives, 2 Gram négatif, asporulées en forme de batonnet. De plus.
tous les coliformes totaux doivent produire une réaction négative a I’épreuve de la
¢ytochromeoxydnac ¢t ung réaction poagitive au test do I"ONPG (ertho-Nittoplicny-0-D-
galactopyranozide), avec une grande dégradation de lactose a 37°C.

Les coliformes totaux sont des microorganismes indicateurs dont le dénombrement permet
de déceler le niveau de pollution d’origine organique dans les eaux de surface, les eaux
souterraines, les sources d’approvisionnement ou les canalisations d’eau potable (Ceaeq

,2000).

2.2.4. Les streptocogues fécaux:

Anciennement la Icgislation parlait de « streptocoques fécaux ». Sous cette dénomination
générale, il fauf entendre I"ensemble des streptocoques possédant la substance (acide
teichoique) antigénique caractéristique du groupe D de Lancefield. Ces streptocoques du
groupe D sont genéralement pris globalement en compte connme des témoins de pollution
fécale, car tous ont un habitat fécaly (Rodier et al 2009).

Se sont des bactéries qui se présentent sous forme de coeci & Gram positive; sphériques ou

ovoides formant des chainettes, (Bourgeois et Leveau, 1980),
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1ls sont catalases négatives et possédant un antigéne de groupe D. Cet antigéne correspond an
polyoside C pariétal des streptocoques et au support de la spécificité du groupe. (Charchar
.2009).

1Is sont capables de se développer en 24 3 48 heures & 37°C sur un milieu sélectif & I'azoture
de sodium en donnant des colonies caractéristiques réduisant le TTC et qui de plus
hydrolysent I'esculine en 2heures a 44°C. (Labres ef al, 2008).

2.2.5. Les staphylocoques :

Observés par Pasteur en 1879 dans un pus de furoncle, les staphylocoques doivent leur nom
a OGSTON (1881) qui les a mis en évidence dans des abeés aigus et chroniques.
Les bactéries du geure Staphylococcus sont des coques (cocei) & Gram positif, groupés en
amas avant la forme de grappes de raisin. immobiles, non sporulés, catalase positive et

oxydase négative. (Pierre et Marie, 2002 - 2003)

2.3, Matériel:

Au laboratoire, le matériel classique d'un laboratoire de bactériologie se résume comme
suit
Des éluves i 37, i 44 el 22°C, un bain Mariy, des boites de Péri, des tubes siériles, anse de
platine, pipettes Pasteur, pipettes graduées, bec Bunsen et des milieux de culture liquides et

solides et plosieurs réactifs. (Annexe).

2.4. Méthode d analyse bactériologigue:
L analyse bactériclogique 4 pour but de mettre en évidence la présence des bactéries qui
modifient ’aptitude d’une eau 4 une utilisation donnee, elle consiste en recherche et

numération des germes de la flore iotale de I'cau.

2.4.1, Evaluation des germes totaux (G.T) :

Ensemengons quatre (04) boites de Pétrie de gélose nutritive, avec de la solution mére (I’eau
a analysé), '
Incuber-a 37°C et lire aprés 24 4 48 heurs (Rodier, 2005).
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2.4. 2. Recherche et dénombrement des coliformes totaux (CT) avee identification
d’Eschirichia coli :

La recherche et le dénombrement des coliformes et 'identification d’E.coli ont &té
effectues par la méthode du Nombre le Plus Probable (NPP) appelée aussi colimétrie.
Le dénombrement des coliformes 4 été fait sur le milieu liquide BCPL,

(Bouillon Lactosé au Pourpre de Bromocrésol).(Sayad.2008).

Nous avons choisissais la méthode du Nombre le Plus Probable (NPP) appelée aussi ia

colimétrie.

v La méthode du nombre le plus probable: l:\f‘ °P)
Elle représente 1'une des plus anciennes applications des statistiqnes 4 la microbiologie
(Phelps, 1908 ; Mc Crady, 1915).
Cette technique présente des avantages par rapport 4 la technique de dénombrement sur
plaque :
v Elle permet d’analyser des quantités importantes d’eau.
v Elle est plus favorahlad la multiplication des misraoreanizmes fragiles que Tn

cullure sur support selide,

* Principe:

Le principe de la méthode NPP consiste & ensemencer de nombreuses prises d’essai d*un
méme échantillon et / on de dilutions celui- ci dans des tubes de milien de culture liquide.

Cette méthode est une estimation statistique du nombre des micro-organisines supposés
distribués dans 1'eau de maniére parfaitement aléatoire (loi de poisson). Dans ce type de
méthode, les bactéries se multiplient librement dans le milieu liquide. En cas de présence,
["ensemble du milieu liguide inoculé vire 4 la positive (trouble ou virage de I"indicateur). Un
jugement quantitatif est possible en jouant sur les volumes de la prise-d’essai (Rodier, 1996).

» Lecture:

Apres incubation, on compte les tubes positifs (apparition d’un trouble, virage de colorant,
dégagement gazeux) dans les dilutions successives et on retient le nomibre caractéristique
constitue par les trois chiffres écrit dans ’ordre des dilutions croissantes en commengant par
le nombre correspondant & la plus grande dilution pour laquelle tous les tubes sont positifs
(Bourgeois, 1980).
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¢ Expression des résuliats :

Ce nombre caractéristique obtenu correspond d*aprés Ia table de Mac Crady au nombre de
bactéries présentes (NPP) dans le prélévement correspondant 4 la plus faible dilution prise en
compte. Le calcul de concentration cellulaire dans 1a suspension initiale se fait en tenant
compte les dilutions effectuées (Bourgeois, 1980, Leclerc, 1983).

2.4. 3. Recherche et le dénombrement des bactéries coliformes, coliformes thermo
tolérants et Eschierichia coli:

La recherche et [e dénombrement des bactéries coliformes, coliformes thermeo tolérants et
des Escherichia coli dans les eaux, en milieu liquide par technique NPP, se fait en deux étapes
consécutives :

v Le test de présomption : réservé 4 la recherche des coliformes.
¥" Letest de confirmation : réservé a la recherche des coliformes thermo tolérants et

Escherichia coli.

4. Test de présomption :
s  Mode opératoire :
Apreés avoir bien homogénéisé 1*échantillon afin d’obtenir ane répartition homogéne des
microorganismes, nous avons réalisé trois dilutions déecimales successives
( 107! _,10'2 ,1_0_'5)‘ avec trois repétitions par dilution. Les dilutions sont toujours effectuées dans
des conditions aseptiques.
v" Nous prenons les tubes de BCPL (bouillon lactose au pourpre de bromacrésol,
simple concentration) munis d’une cloche de Durham.
v Prélever 1ml d’eau 4 analyser a I’aide d’une pipette pasteur stérile et la porte dans le
premier tube de la série contenant 9ml de BCPL, pour obtenir la dilution10™,
¥ Nous prélevons 1mi de la dilution 1/10 précédente et I’ajouter 4 un tube contenant
9ml de BCPL, pour obtenir la dilution107,
v" Transférer Iml de la dilution 10 dans un tube contenant 9m) de BCPL, pour
obtenir la dilution10~,
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e Lecture :
Seront considérés comme positifs, les tubes présentant 4 la fois :

v" Un trouble microbien accompagné d’un virage du milieu au jaune (la fermentation
du lactose se manifeste par la production d’acide entrainent le virage du
bromocrésol pourpre au jaune).

v Un dégagement de gaz (supérieur au 1/10 de la hauteur de la cloche).

Noter le vombre de tubes positifs dans chaque série ef déterminer le nombre caractéristique
avoir le tableau de Mac grady pour déterminer le nombte de coliformes présent dans 100ml

d’échantillon. (Délarras, 2008).

b. Test de confirmation :
Le test de confirmation est basé sur la recherche de coliformes thermo tolérant parmi

lesquels on redoute surtout la présence d’Escherichia coll.

* Mode opératoire :

Les tubes de BCPL trouvés positifs lors du dénombrement des coliformes feront ["objet
d"un repiguage d IMoide d un ose bouold dong tube contonant le miliou Luu 'eptonée cxempte
d’Indole.

Bien mélanger le milieu et "inoculum. L’incubation se fait cette fois ci & 44°C pendant
24 heures.
o Lecture:

Seront considérss comme positifs, les rubes présentant !

v Un anneau rouge en surface, témoin de la production d’indole par Escherichia colf

aprés adjonction:de 2 4 3 goattes du réactif de Kowacks. (Rejsek, 2002).
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@mi BCPL 5:C

28"
afe

8 ml BCPL S/C

2"

-

T

8 mi BE‘.F‘L §/C

=

J

Virage dncalene de Milied - gaz dems la cloche
=

Pré&sance des coliformestotaus

Milieu 2au paptone exemple ¢'indole [ ]

Trouble de miliew

virage ducoleur de milieu + gaz dans la
clozhe= présence des coliformes Totaux

Test de présomption

Test de confirmation

ineubation : 44'C. pendant 2448 heurss

Ammaan range en sifdaca

Fig.2.2 1 Recherche et dénombrement des coliformes, des coliformes
thermo tolérants.
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2.4. 4, Recherche gt’dénumbrement des coliformes fécaux : Yidies €
On désigne sous le terme de coliformes fécaux diverses espéces @n@@térjgs_ |
fermentant généralement le lactose & 40°C, avec production de gaz. L identification ef le
deénombrement des coliformes fécaux se rapportent au fait & celui d Escherichia coli.
¢ [solement:
Un repiquage est réalise on prélevant une goutte de la solution mére (I’eau 4 analysé) et
un 1’étalant par striation sur le milieu gélose Hecktoén.
o Lecture:
Aprés incubation, le développement de coloniés plates a la surface caractéristique
d’Escherichia coli.
e Confirmation ;
La confirmation d’Escherichia coli se poursiit avec une coloration de Gram, et la
recherche de I"oxydase.
L observation microscopique révéle la présence de bacilles Gram négatif. Le test de
"oxydase doit également &tre négatif pas de coloration violette. (Sayad 2008).

2.4.5. Les streptocoques fécanx
Leur recherche est effectuge sur le milieu Rothe, suivant le méme procéder décris pour les
CT. L'incubation &4 37°C pendant 24 h. (Fig. 2.3).
¢ Ensemencement des milieux confirmatifs
A partir de chaque tube de milien présomptif ayant donné un résultat positif, ensémencer
avec une anse bouclée ou une pipette Pasteur les milieux confirmatifs.
* Lecture:
Seront considérés comme positifs les tubes présentant & la fois :
v" Un trouble microbien.
v" Une pastille violetie (blanchatre) au fond de tube, La lecture finale s’effectne
également selon les prescriptions de la table du NPP. (Lebres, 2006).
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Eau analyser

1ml / st | \_ﬂnl

2 ml BCPL SC 9 mil BOPL 5. g .111 BCPL SiC

flfl flfl

Incubation & 37°C pendant 24-43 hevrss
Tibe de culthre positive

% Test de présomption

Miliew Eva Litsky Test de confirmation

Trauble avec ou sans dépit Walst
Incubstion: 37°0 pendapt 24-48 hieures

Présence de Streplocogue fécau,

Fig.2.3 : Recherche et dénombrement des Streptocogues fécaux.

24



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

WAt MATERIEL ET METHODES

2.4.6. Recherche et dénombrement des spores des bactéries anaérobies snlfitoréducteurs
(ASR) :

Les anaérobies sulfitoréducteurs (ASR) se développant en 24 3 48 heures sur une gélose
Viande Foie (VF) en donnant des colonies typiques réduisant le sulfite de sodium (Na,SOs)
qui se trouve dans le milien, en sulfure qui en présence de Fe2+ donne FeS (sulfure de fer) de

couleur noire. (Lebres, 20086),

Mode opératoire ;

A partir de I'eau a analyser prendre environ 25 ml dans un tube stérile, qui sera par la
suite soumis a un chauffage de I’ordre de 80°C pendant 8 a4 10 minutes, dans le but de
détruire toutes les formes végétatives des ASR éventuellement présentes.

Apres chauffage, refroidir immédiatement le tube en question, sous |"eau de robinet.

Répartir ensuite le contenu de ce tube, dans 4 tubes différents ef siériles, a raison de 5

‘ml par tube.

Ajouter environ 20 ml de gélose Viande Foie, fondue, additionnée d’une ampoule
d’Alun de fer et d’une ampoule de Sulfite de sodium, puis refroidie a 45+1°C.

Mélanger doucement le milien et I’ imoculum en évitant ln formation des bulles d’air et

en évitanl 'mbtroduction d’oxygéne.
Laisser solidifier sur paillasse pendant 30 minutes environ, puis incuber 4 37°C,

pendant 24 4 48 heures.

Lectuve:

La premiére lecture doit absolument &ire faite & 16 heures. 11 est donc impératif de repérer et

de dénombrer toutes les colonies noires poussant en masse et de rapporter le total des colonies

420 ml d’eau 4 analyser. (Lebres, 2006)

25


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

uila S|l MATERIEL ET METHODES

2.4.7, Recherche des germes pathogénes :

Parmi les bactéries associées 4 la recherche des germes indices de pollution fécale,

figurent : Salmonella, Shigella, les Staphylocoques pathogénes et le Vibrion Cholérique.

2.4.7.1. Recherche des Salmonella et de Shigella ;
¢« Principe :
La méthode de recherche de ces microorganismes découle de deux conations :
D*une part leur présence en nombre relativement faible dans les eaux aussi que leur difficulté
a y suivre ; d’autre part, la présence en nombre important de germes d accompagnement
d’origine fécale (coliformes fécaux. Streptocogues fécanx...) ou non (Pseudomonas....) ont
tendance a supplanter les germes pathogénes qui disparaissent rapidement,
Ces constatations entrainent I’ obligation d’utiliser des miligux d’enrichissement sélectif
dans le but d’inhiber le développement des autres bactéries (Bourgeois et Leveau, 1980).
s Mode opératoire :
La recherche de Salmonella et de Shigella comporte plusieures étapes : (Leminor,
Lemiror Grimont P. A. D).

Ensemencer [ml dans [e bouillon Sélénite. Incnber 4 37°C pendant 24h

o [Isolement :
A partir des tubes d’enrichissement positifs, nous ensemencons la gélose (S8). Nous
incubons & 36°C pendant 24 4 48 heures, et nous ensemengons la pélose Hecktoén et nous

ineubons 4 37°C pendant 18 a 24 heures.

e Lecture:
= Sur la gélose SS. on distingue deux types de colonies :
-Colonies rouge : Coliformes ;
-Colonies incolores ou transparentes : Shigella
-Colonies incolores a centre noir : Salmonella, Proteus vulgaris et mirabilis,
= Sur gélose Hecktoen :
-Colonies Saumons & centre noir | Proteus vulgaris
-Colonies bleu vert & centre noir : Salmonella
-Colonies Saumons & centre noir : Salmonella, Shigella.
26
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e TIdentification :
Les colonies suspectes sur gélose d’isolement sont repiquées sur milieu TSI par stres
longitudinales sur la pente et pigiire du culot ; Nous incubons 4 37°C pendant 24h ;
Le culot doit étre jaune, fermentation de la gélose, la pente reste rouge, pas de
fermentation ;
L’apparition de bulles dans le culot indique la production de gaz & partir du glucose. La

recherche de 1"oxydase doit &tre négative, réaliser une coloration de Gram.

& Identification biochimique de Salmonella :

Elle est réalisée par la galerie biochimique « Api 20 E »

Tab. 2.3 : Caraciéres d’identifications biochimiques de Salmonella.

Milieu Tests Saimonelle
) Glucose
_ Lactose -
TSI H28 + (sauf S typhi.)
Gaz + (sauf S, paralyphi Aet
__ S.Cholacsuis),
Maanitol Mobilité +
_f_
Mobilité Mobilité +
Nitrate Nitrate
Urée-Indole Uréase -
TDA -
_ _ Indole
Simmons Citrate _ +
(sauf S typhi er 8 paratyphi A)
Glycérol Eau péptoné+ glycérol ++
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Identification biochimique de Shigella :
A partir d’une galerie « Api 20E ».

Tab. 2.4 : Caracteres d’identifications biochimiques de Shigelia .

Milieux Tests Shigella
TSI Glucose -
Lactose -
H28 -
Gaz -
Maanitol- Mobilité Mobilité -
Urée-Indole Uréase -
- TDA -
Simmons Citrate ' -

2.4.7.2. Recherche des Pseadomonas aeruginosa :
s Isolement :

- L’isolement est faif directement sur milieu sélectif King A et King B qui seront coulés dans

des boites de Pétri sterilisés. (Brossad H.)

= On ensemence a I’aide d’une anse de platine une goutte d’eau a analyser, par stries 4 la

surface de la gélose.

- Incuber & 37°¢ pendant 24 h.
e Confirmation :

- Coloration de Gram.

- Recherche de la pyocyamine, pigment bleu caractéristique de Pseudomonas

aeruginosa.

-Nous ensemencons & partir des colonies développées, I’sau peptongée.

-Nous incubons a 37°C jusqu’a apparition de couleur verdatre, ajouter 2 ml de chloroforme.

-Apres agitation, la pyocyanine communique au chloroforme une teinte bleue.
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Tab. 2.5: Caractéristiques d’identification des principales espéces de Pseudomonas -

22 aeriiginoa | Pfluaresces Bputida | Pstuzzer] P.pseadowmallel | Ponallei P.cepacia Pdbminzita
Espéce
/" Caractére
Oxydase. + + + + + + + +
Oxydation + + + + + + 3 _
Du glucose
Pyocianine -+ + - - - - - -
Pyiverdine + + + - = s - -
Culture 4 - + d 3 - - - B,
4°C
Culture d * - : 4 + d d d
42°C
Nitrate + d - + + + + -
Gélatinase + -+ - - + I d .
Citrate de + + + + ++ - + =
Simmens

d : variable suivant les souches,

p.mallei* ; bacille imniobile
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2.4.7.3. Recherche des Vibrions cholériques :
o Principe :

Apres enrichissement par passage en milieu hypersalé, et-aprés isolement d’une part sur un
milieu sélectif : d’autre part sur un milien nom sélectif, I’identification est basée
essentiellement sur des épreuves immunologiques. (Mayat , 1994).

¢ Mode opératoire :
*  Earichissement :

Se Tait en ensemengant [ & 2 ml de ['ean & analyser dans I’eau péptonge alcaline.

Nous incubons a 37 °C pendant 3 heures .On réensemence & partir du premier tube une
seconde fois le milieu d’enrichissement Reéincuber 4 37°¢ pendant 3 h,

*  Isolement ;

On préléve 4 la surface du 2°™ tube d’enrichissement une ansée pour ensemencer la gélose

alcaline biliée (GN) et la gélose hyperalcaline.
On incube & 37 °C pendant 24h.
= Tdentification :

Les colonies sont tres fines sur la gélose nutritive, jaunatre sur la gélose hyperalcaline.
(Berche et al 1988). L identification du germe oot faite par;

Un examen microscopique entre lame et lamelle pour abscrver la morphologie des bactéries,

forme incurvé . une coloration de Gram ; €t une recherche de I’oxydase qui doit &tre positive.

2.4.7.4. Recherche des Staphylocoques
Les Staphylocoques sont des cocei @ Gram positif, trés répandus dans la nature (air, eau,
sol) et vivent souvent & ["état commensal sur [a peau et les muqueuses des organismes
humains et animaux. Le genre Siaphplococcus est constitué de plusieurs espéces dont :
v Staphylococciis aureus.
v Staphylococeus epidermidis.

v Staphylococeus saprophyticus. (Délarras, 2008)
¢ Milieu Chapman (dégradation de mannitol) :

e Principe : Le miliev de Chapman est un miliew sélectif, permettani la croissance des
germes halophiles. Parmi ces germes figurent au premier rang les bactéries du genre
Staphylocacens, ce milieu contient un inhibiteur : fortes concentrations en chlorure
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de sodium (75g.1), ce qui permet un isolement sélectif de Staphylococcus tolérant les
fortes concentrations en Nael. (Joffin et Leyrol, 2001)

e Résultat ¢
Les colonies mannitol” : sont entourges d’une auréole jaune.

-Le milieu Chapman permet seulement une orientation pour I'identification de I’espéce

Staphylococcus aureus mais des tests de confirmation sont obligateires.
¢ Recherche de catalase:

o Principe : La catalase est une enzyme qui dégrade I"eau oxygéne en eau et oxygéne

libre qui se dégage sous forme gazeuse selon la réaction suivante :

2H,0; »2 H,0 +0s

¢ Mode opératoire :

A patin 0 un miilivu solide el adiobie, prélever uoe guanlité sullisante de culture el 1y méte

&l Suspﬁ):’il(}ll dans une gourne d'eau oxygénée déposée Sar uhe lame, (.Iofﬂn &l ;_’.-00-[').
¢ Résultat :

Si un dégagement de bulles de gaz (oxygéne) apparait, le test est dit positif. (Délarras,
2008).

¢ Recherche de la Staphylocoagulase :

s Principe:

Les souches Staphylococcus aureus provoquent la coagulation du plasima oxalaté de lapin
en 24 heures, ainsi que des especes de staphylocoques animale (S. intermidius). Les autres
especes d origine animale et humaine sont 4 coagulase négative.

s Mode opératoire :

Nous avons ensemencé un bouillon ceeur cervelle 4 37°C pendant 24h par des colonies de

Chapman, ensuite en prend 0,1 ml de bouillon ceeur cervelle est ajoute au plasma de lapin

puis incubé a8 37°C. Examiner les tubes 2 h, 6 h puis 24 h aprés.
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ol
1 ' +» Résultat :

['" Les résultats du test est de voir le coagulum occupant plus cj_le3'e 4 du volume du liquide

initial. (Bourgois et a/, 1980 ; Délarras, 2008).

\ ¢  Mode opératoire :
A partir de 1"ean & analyser :

V' Transférer environ 25 ml dans un tube stérile, qui sera par la suite soumnis 4 un
chauffage de 1’ordre de 75°C pendant 15 minutes, dans I but de détruire toutes les
formes vegetatives des bactéries anaérobies sulfito-réductrices éventuellement

- présentes. Un autre flacon rempli d’une autre eau servira de témoin de température.
' v Aprés chauffage, refroidir immédiatement le flacon destiné & I*analyse, sous I"eau
' de robinet

¥ Répartir ensuite le contenu de ce tube, dans 4 tubes différents et stériles, a raison de
' 5 ml par tube.
' v' Ajouter environ 18 4 20 ml de gélose Tryptose Sulfite Cyclosérine ou Tryptose
' Sulfite Néomycine ou encore gélose Viande Foie, fondue puis refroidie 4 47 + 1°C,

additionnée de leurs additifs spécifiques.

v Mélanger doncement fe milicu el Vinoculum en évitant d"introduire des bulles d air
et de I"oxygéne.

v Laisser solidifier sur paillasse pendant 30 minutes environ, puis incuber a 36 = 2°C,

pendant 44 + 4 heures, dans le cas de la gélose Viande Foie, (Labres er a/, 2008).

e Lecture et interprétation

La premiere lecture doit étre absolument faite & 16 heures car trés souvent les spores des
bactéries anacrobies sulfito-réductrices sont envahissantes sinon on se trouvera en face d*un
tube complétement noir rendant ainsi 'interprétation difficile voire impossible et 1’ analyse
sera 4 refaire en utilisant des dilutions décimales de 107 voire 107, La deuxidme lecture se
fera a 24 heures.

Dénombrer toutes colonies noires de 0.5 mm de diametre, ayant poussé en masse et
rapporter le nombre total des colonies dans les quatre tubes 4 20 ml d’eau 4 analyser. (Labres

et af. 2008).
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Le tablean suivant résume quelques caractéres biochimiques de différentes espéces de

Staphylocoques. (Tab.2.6)

Tab. 2.6 : Les principaux caractéres biochimiques des staphylocogques 1solés en
microbiologie. (Sayad, 2008).

Staphvlocoque | aureus Intermedius saprophyticus epidermitis
Catalase i + + + +
Coagulase + + - -
Mannitol en + - - -
anaérobie
Résistance a la
Novobiocine S S R S
(5 p-g)

2.5. Recherche de Levures :
o Principe:
N'importe quel milieu de culture glucosé convient pour la numération des levures,
s [Isolement et détection des levures ;
L isolement des levures peut étre pratique sur le milisu de Sabouraud .Ce milieu est rendu
sélectif par addition de chloram-phénicol (0.5 mg/mg) ou de gentamicine
(0.4mg/ml).

= Mode opératoire ;
Nous ensemengons 4 partir de I'échantillon brut, le milien gélosé Sabouraud, et nous
incubons & 37°C pendant 24 h.
» [dentification :
L identification ne peut étre effectuée que sur une souche en culture pure préalablement

isolée sur le milieu gélosé Sabouraud.
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» Coloration simple:
Elle est effectuée entre lame et lamelle sur les cultures en milieu solide, ayant permis
d’observer lss caractéristiques culturales

La forme : (sphérique, ovoide, allongée) et la taille des cellules en miliew solide.

Test de filamentation :
Une colonie suspecte sur gélose d’isolement est repiquée sur un sérum humain contenant dans
un tube.
Nous incubons & 37 °C pendani 2 h.
L'aptitude 4 la filamentation est observée & partir d"une culture sur lame de microscope.
= 8%l yade filament : présence de Candida albicans

= S’il y aabsence de filament : présence de Candidanon pathogénes

2.6. Identification :

Pour étudier les microorganismes, il est indispensable de les isoler et d'en faire une culture
pure,

L’identification permet au cours de 1'isolement ou non de metlre en évidence une ou
plusieuis propridies blochimiques d'une bactérie pour commencer a [dentitier. Elle repose sur

la morphologie, les caractéres enzymatiques ¢t biochimiques,

A) Caractéres morphologiques :
» Examena I'état frais :
Il permet d’observer sur les cellules vivantes :
- La forme des cellules.
- Leur mode de groupement
- Leur mabilité

= La quantité approximative des bactéries par champ microscopique.
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7> Aprés Coloratien de Gram :

C’est la coloration différentielle systématiquement réalisée lors d’un examen microscopique
de bactéries.
Elle permet non seulement d’observer la forme des cellules mais aussi de diviser les bactéries
en deux grands groupes faxonomiquement différents.

-bactéries Gram-positives : Gram (-+).

-bactéries Gram-négatives ; Gram (-).

L’examen microscopique aprés coloration de Gram nécessite au départ une préparation d’un
frottis : Etaler la suspension bactérienne en un film nunce et régulier sur la lame avec une
anse de platine par un mouyement régulier et circulaire (étalement de 2 a 3 cm de diamétre).
En‘tenant la lame bien au dessus de la flamme, le frotiis doit devenir terne mais ne doit ni
brunir ni bruler.

Recouvrir le frottis fixe de Violet de Gentiane, laisser agir une minute.

Laver I’excés de Violet de gentiane avec quelques gouttes de Lugol ; atendre 1 minute.
Laver a ["eau et égoutter sur un mouchoir en papier.

Deécolorer la préparation avec de 'alcool/acétone goulle a goulte jusqu'a ce que
I"alcool/acétone ajoute nentraine plus de Violet de Gentiane,

Recolorer avec la fichine pendant 30 secondes, puis Javer a I'sau distillée, égoutter et sécher
doucement la lame.

Observer a I'immersion avec ["objectif : X100. Pour cella, déposer une goutte de liquide a

immersion sur la lame, directement au contact du frottis. Ne pas utiliser de lamelle.

B) Caractéres biochimiques :
> API20E : _

On réalise 20 tests pour avoir le plus de caractéres possibles de maniére a identifier de fagon
plus certaine lés différentes Entérobactéries.

Les tests soni réalisés dans |’ordre du tableau d’identification API des entérobactéries. Le
tableau est d"ailleurs appelé "Api 20E" 4 cause du nombre de tests a effectuer. Tabh2.7
(Annexe).

La galerie Api 20E comporte 20 micro-tubes contenants des substrats déshydratés. Les

microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne qui reconstitue les miliex,
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s Technigue:

¢ Préparation de la galerie ;

Réunir fond et couvercle d'une boite d incubation et répartir de 1"eau dans les alvéoles de la

boite pour créer une atmosphére humide, puis déposé sténlement la galerie dans la boite

d’incubation. (Fig. 2 4). (Aouissi er al, 2007).

¢ Préparation de 'inoculum :

Prélever une seule colonie bien isolée sur milieu gélosé et la mettre: dans un tube d’cau

distillée stérile, on réalisant une suspension bactérienne faible (opacité 0.5 sur ["échelle de Mc

Ferland).

Pipettenr B s Dalis] N

£
—r i dinrili=

i stérile
I.
Préldvement d'une colonie Travail en zone stérile Réalisation de la suspension
isolée et prélévement

Fig. 2.4 : Préparation de I'inoculum.

¢ Incubation de ia galerie :
Remplir en posant la pipette conire la paroi de la cupule. (Fig.2.5)
» Remplir les tubes et les cupules des tests du type LCITL

> Remplir les tubules des tests du type ADH et remplir la cupule avec de I"huile

de paraffine, pour crée ]’ anaérobiose.

» Remplir uniquement les tubules. des tests restants.

¢ Remarque : il est important de veiller 4 ne pas créer de bulles lors de I'inoculation qui

pourraient fausser le résultat. De plus I"apparition de bulles aprés I"incubation apportera

un caractére d’identification supplémentaire (gaz +).
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Fig.2.5 : Galerie APi20E.

Résultats :
Noter sur la fiche de résultats toutes les réactions sponianées. ensuite réaliser les tests
nécessitants 1"addition de réactifs : test VB, TDA, IND

Hapi"20E
E@ﬁ@@@@@@@@@@@@@@@@ A[a7RAAR

HDENL

Fig.2.6 : Fiches des résultats de I'APi20E
> Test complémentaire ;

A) Recherche de I'oxydase:
Le terme d'oxydase désigne une enzyme recherchée en bactériologie systématique.
Zymatique
IV: cytochrome-oxydase. Certains bactériologistes préférent parler de cytochrome—oxydase‘
plutét que doxydase. (Carbonnelle, 1988).
La recherche de l'oxydase s'effectue avec des disques préts & lemploi du commerce.

La présence d'oxydase serait liée 4 celle dans la chaine respiratoire du complexe enzym:

Déposer le disque sur une lame porte-objet, 1humidifier avec deux gouttes d'eau distiliée
stérile et écraser Ja colonie testée sur le disque. La présence d'une oxydase se traduit par
I'apparition d'une coloration violette, (Carbonnelle, 1988).
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Fig. 2.7: Test d'oxydase,

B) Mise en évidence d'une catalase:
Clest une enzyme qui décompose I'eau oxygénde en eau et en oxygéne gazeux. La méthode
consiste & prélever une colonie du germe 4 étudier sur I'extrémité d'une pipette Pasteur fermée

que l'on plonge ensuite dans un millilitre d'eau oxygénée. Le dégagement de bulles gazeuses
signe la présence de l'enzyme. (Carbonnelle, 1988).

C) La galerie classique :

> Etude de la mobilité:
e Principe:
Cette étude est faite sur un milieu mannitol-mobilité qui permet de rechercher
simultanément la fermentation du mannitol et la mobilité,
= Technique:
Nous ensemencons par pigiire centrale & I'aide d'une pipette Pasteur, chargé de culture en
milieu solide, Nous incubons 24h 4 37°C.
La fermentation du mannitol entraine le virage au jaune du milieu:
v" 81 le germe est trés mobile, elle se développe le long de la pigiire la masse
microbienne envahit fout le tube,
v 8'il est peu mobile, elle se développe le long de la piqgiire et se réduit a de petites
ramifications;
Enfin, s'il est immobile, il se développe seulement dans la trace de la pigiire qui demeure fine
et nette. (Carbonnelle, 1988; Sayad, 2008).
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» Utilisation de citrate :

Pour ce test, nous utilisons le milieu citrate de Simmons, celui-ci contient qu'une seule
source de carbone: le citrate, seule les bactéries possédent une perméase sont capable de
se développer sur ce milieu. Il contient également du phosphore mono-ammioniac servant
a la fois source d'azote et de phosphore.

L'utilisation du citrate par les bactéries peut s¢ faire de fagon trés diverse, ce qui

suivant le cas se traduit par alealinisation du milieu. (Carbonnelle, 1988).

s Technique:

La pente du milieu est ensemencée 4 partir d'une suspension
bacterenne, ou une colonie bien isolée. Le tube est incubé a 37°C
pendant 24h.

« Bactérie citrate positive: culture avee alcalinisation du milieu
(virage de l'indicateur au bleu); (Fig.18).
e Bactérie citrate négative: pas de culture (coloration verte du

milieu inchangée). (Sayad, 2001),

Fig. 2.8: Test deci trate.

» Etude de la dégradation du glucose, saccharose et Iactose en milieu TSI :

e Principe :

Le milieu TSI est utilise pour "1dentification rapide des Entérobactéries et qui permet de
mettre en évidence [a dégradation du glucese, du lactose, du saccharose, |a production
éventuelle du sulfire d’hydrogéne (H>S) et la production de gaz (CO;) (Bugnicourt, 1983), Ce
milieu st compose d’un culot et une pente, et contient le rouge de méthyle comme un

indicateur de pH.

Si les bactéries utilisent le glucose, le culot se colore en jaune, alors que si elles utilisent le
saccharose et le lactose c’est a pente qui se colore en jaune. La production du gaz se traduit
par la formation de bulles de gaz ou soulévement de la gélose alors que la production d'H,S

se traduit par un noircissement du milieu,
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¢ Procédure:

Nous avons ensemeneé le milieu TSI a I’aide d’une anse de platine stérile par des stries
longitudinales au niveau de la pente et par une pigiire centrale dans le culot. Nous avons
incubg les tubes ensemencés 4 37°C pendant 24 h.

La lecture est toujours effectuée entre 18 et 14h.ce miliev fournit plusieurs indications:
Changement de la couleur du milieu du rouge au jaune (la pente et le culot) done fermentation
du glucose, lactose et saccharose.

Production de gaz : bulles dans la masse du milieu ou encore les parois ou poche gazeuse
décollant le culot,

Noircissement du milieu donc H,S positif.

# _ Recherche du tryptophane désaminase (TDA) :
¢ Principe:
La désaminase agit sur le L -tryptophane en donnant I’acide indole — pyruvigue.
.*acide indole pyruvique donne avec le perchlorure de fer une coloration Brun rouge.
* Technigue :
Nons ensamenpnns le milien nrée —indole, fvec (e sugpension épaicee de bactérien,
Nous incubons 24 24h, Nous ajoutons 2 gouttes de perchlorure de fer dilué au 1/3.
- Résultat TDA+ ; coloration brun —rouge avec présence dun précipité.

. Résultat TDA- : coloration jaune orangé.

# Mise en évidence de I"Uréase :
e Principe ! la recherche de I"uréase consiste & constater I’alcalinisation d’un milieu
contenant de 1"urée d*ot I"utilisation du milieu urée-indole.
e Technigue :

Nous réalisations 4 partir d"une culture sur Hecktoén une suspension aussi dense que
possible des bactéties 4 étudier dans 0.5mlde milieu urée-indole. Nous incubons a 37°C
pendent 12a 18 h.

-Uréase positive . virage d"indicateur du jaune au rouge violacé ou au rose rouge.

~Uréase négative : pas de changement de coloration ou virage au jaune.
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» Test de I’indole :
* Principe :

Certains bactéries dégradent le tryptophane en indole grice 4 une tryptophanase .14 lecture
est effectuce sur un milieu riche en tryptophane et 1’indole produit est révélé par le réactifs de
Kowacs .

» Technique

Nous ensemencons un tube d’eau peptonée d’indole. Aprés 24h d’incubation 4 374, nous

ajoutons, quelques gouttes de réactif de Kowags.

Nous agitons et nous laissons le réactif remonter & la surface.

La lecture est immédiate. Lorsque il °y a production d’indole, ce composé est extrait de la
culture par le réactif qui se rassemble en une couche rose 4 la surface.
-Réaction indole-pesitive : anneau rouge en surface.

-Réaction indole-négative * absence d’anneau.

%> Test de Voges-Proskawer (VP) :

+ Principe :
Certaines bactéries sont capables de produire de ["acétyl méthyle carbinol. En présence d’une
base forte, I"acetoine donne une coloration rouge en milien trés oxveéné (oxydation en

diacétyl).

CH3-CHOH-CO-CH3 » CH3-CO-CH3
Acétoine Diacétyl
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¢ Technique :
Nous ensemengons un tube Clark et Lubs, puis nous ajoutons 2 gouttes du VPI et laissons
30 mn, puis nous ajoutons 2 goutles du réactifs VPII ,

- Une réaction positive se manifeste par une coloration rose ou rouge.

» Test au rouge de Méthyle (RM) :
* Principe:
Il consiste & mettre en évidence I"acidification finale d*un miliew péptoné glucosé au
phosphate apres fermentation du glucose,
La zone de virage du rouge de méthyle est plus basse que celle des indicateurs

habituellément utilisés : virage & un (pH< 5), au jaune 4 (pH > 5.8)

e Technigue:

Nouns ensemengons Sml de milieu de Clark et Lubs, avec le germe a étudier,nous incubons &
37°c pendant 48h, la pH de la cultore est évalué par addition de quelques gouttes d"une
solution de rouge de Méthyle.

= Réaction rouge méthyle positive : teinte ronge (pH< 5),

® Reéavlion toupe méihyle négative @ teine jauna (pH > 3.8).

Remarque ; Généralement, on fait une des deux réactions, soit la recherche du VP, soit le
RM.
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CHATITRETH

RESULTATS

J.1. Résultats de la recherche et du dénombrement des micro-organismes de

Veauw :

Les résultats des analyses bactériologiques des échantillons d°eau prélevés et que nous

avons obtenues sont présentds sous forme des tableaux exprimant les différents variations de

tous les paramétres microbiologiques étudiés.

3.1.1. Recherche et dénombrement des témoins de contamination fécale :

3, 1.1.1. Coliformes :

L>évolution du nombre de coliformes fécaux dans les eaux d’Oued El Hammam de
Hammam Ouled Ali durant les mois d’avril et mai est présentée dans la Fig. 3.1, Fig 3.2, et

le tableau 3.1,
Fig. 3.1 : Résultat de la recherche des coliformes.
Tab 3.1 : Evolution du nombre des coliformes.
Les sites de prélevement: | nombre de germes/ml dans | nombre de germes/ml dans

lemoi d’ayril : lemoi de mai :

$1 4000 CF/ml ~3.000 CF/m!
2 "140.000 CF/ml 140.000 CF/ml
83 140.000 CF/ml 140,000 CF/ml
54 ~ 140.000 CF/ml 140.000 CF/ml
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Fig.3.2 : Estimations des coliformes / ml dans I'eau 4" Oued El Hammam.

3. 1.1.2. Streptocoques fécaux :

Les streptocoques fécaux sont des excellents indicateurs de contaminations récentes par la

matiére fécale des animaux. Les résultats de dénombrement de ces derniers sont présentés
dans la Fig 3.3, Fig 3.4, et le Tab 3.2

Fig.3.3 : Résultat de la recherche des streptocoques fécaux.

Tab 3.2 : Evolution du nombre des Streptocoques fecaux,

Les sites de prélévement | mpombre de germes/ml dans | nombre de germes/ml dans
le moi d*avril | le moi de mai |
$1 00,000 SF/ml 2.000 SF/ml
éi - 140.000 SF/ml 4.000 S¥F/ml
- S3 20.000 SE/ml 3.000 SF/mi
sS4 ) 140.000 SF/ml 140.000 SF/ml
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b
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Les zites de Prélgvemnenis

mAvril]

| Mai

Fig.34 :

Estimation des streptocoques fécaux / ml dans l'eau d*’Oued El Hammam.

3. 1.1.3: Les Anaérobies sulfito-réductenrs(ASR):

Les anacrobies sulfito-réducteurs sont souvent considérés comme des indices de

contamination ancienne. La forme spore, beaucoup plus résistante que les formes

onelusivemuent végolnivey des volifvrmos Mouux er des sireprosoygues feeauy, permerralt alngl

de déceler une pollution fécale.

Tab 3.3 : Résultat de la recherche des Anaérobies sulfito-réducteurs(ASR).

Prélévement | sl 82 S3 | 4
Pl - - - | -
Pl - - - -
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3.1.2. Identiflication des souches bactériennes:
3.1.2.1. Caractéres morphologiques et coloration de Gram:
Le repiguage successif utilis¢ dans le seul but de purifier les souches hous a permis de
distinguer les caractéres de toutes les colonies sur leurs milicux préférentiels d'isolement. Ces

résultats sonf résumés dans les tableaux : Tab 3.5 et Tab 3.6.

Tab 3.4 : Les caractéres macroscopiques des eaux d’Oued El Hammam.

Culiure ‘ Dbservation macroscopique des colonies

Gélosg nutritive (GN) & Colonies Circulaire, lisse, plate, brillanie transparente, [mm de diamétre,

¢ Colonies Bambeée, lisse, brillante. 4 conteur régulier, de couleur jaune.

Mac-Conkey e Colonies roses élevées, lisses bombés, régulierss, 0,8 mm 3 0,9 mm de
diamétre.

o Colonies transparentes, grandes de 1,2 mm 2 2,5 mm de-diamétre:

Cil,hpm,ﬂli | Culture négative

Viande foie:(VT) Cuiture négative

GNAD +  Colonies pelites taillos bunspurvntes, L, vgalidies, de 0.1 1w i 0,2 wun de
‘diamétre.
e Colonies de grandes tailles, transparentes, lisses, plates, réguliéres de 0.5 mm

4 1 mm de diamétre.

Saboorand Culture négative
Hektogn | Culturenégative
88 [» Colonies blanchatres, mugueuses, bombées, lisse, réguliéres de 1 mm 42 mm

de diamétre.

Hektaén e  Colonies rouges creuses de tailles trés petites, lisses, réguliéres, hombées, de

(0 enriclissement) 1,2 mm a 2,5 mm de diamétre;

Columbia + Sang fmis | »  Colonies incolores, bombés, réguliéres, lisses, ayec hémolyse
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Gélosa GNAB.

Milieu SS
(aprés enrichissement ).

Gélose Columbia +sang.

Milivu chiaprian

Milieu Hectoén
{aprés enrichissement ).

Fig.3.5 : Observation macroscopique des colonies.
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Tab 3.5 : Les caractéres microscopiques de I’eau d*Oued El Hammam,

=N e

-

o Culture Observation aricroscepigue des colonies
Gélose nuiritive (GN) Bacilles isolés ou en chainettes, Gram négatif.
Mac-Conkey a  Bacilles, Gram négatif’
e Coccobacilles, Gram négatif.
- Chapman Cuhure negative
~ Viandeloie (VE) | Colture ndgative
E - GNAR Bacilles .Gram positive
Sahouraud | Culture négative,
Hektogn Culture négative
88 Bacilles isolés, Gram négatif,
Héigﬁéli (aprés enrichissement) | Diplocogue, Monocoques. Streptocoques Gram (-).
Columbia + Sang frais | Coccobacilles; bacilles Gram négatif.
King A [ Coccobacilles .Gram positive.
- King B | Bacilles Gram positive.
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Resultats el discnssion

Milieu SS Milien Héctoen

Milieu King B Milieu King A

Milieu Columbia +sang

Fig.3.6 : Observation microscopigque des colonies.
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3.1.2.2. Résultats de I'identification biochimique:

Les résuitats de I"identification biochimique par I"APT 20E et de la galerie ¢lassique sont
représentés dans le Tab.3.6 et Tab.3.7

= Tab 3.6 : Résultats biochimigues de I’API 20 E.

~ Milieu Numéranx decode |  Nom des bactéries
| Bactéries
~ Mac-Conkey 7366573 | Klebesiella preuntonie.
Mac-Conkey 7376673 Klebesiellu pneumonie.
Heetodn | 1216774 T Klebesiella pnewmonte.
~ GNAB | 7247673 ™ Aeromonas hydrophilla.
GNAB 7266163 Aeromonas hydrophiila.
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Fig.3.7 : Résultats de quelques identifications biochimiques par API 20E.
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= Tab 3.7 : Résultats biochimiques de la galerie classique,

TSI

Manitole-Mobilité

Citrate de simmons : - '-
Trée—indole (IDA) |- :
_ Indole | - -

Uréase ) :

Bonillon nitraté

Bactérie recherchée

Providencia

Enterobacter

52
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Diizcussion-eil Conclosion ;

La répartition des coliformes montre que le cours d’ean d’Oued Bl Hammam subif une
contamination fécale importante. Les résultats des analyses indiquent que le nombre des
coliformes est faible pour le premier site S1 des deux prélévements. Par comparaison avec les
valeurs impératives, on note que le nombre le plus probable (NPP) reste supérieur dans les
deux prélévements au niveau des trois sites : 82, S3, 84, exhibant 1a valeur la plus élevée de
140.103 C/ml (Fig.3.2).

La présence des streptocoques fécaux dans les eaux indique généralement une pollution
fécale. Le graphique de Streptocoques D de Lansfield, (Fig.3.4) nous montre que le nombre
des Streptocoque fécaux dans le premier prélévement est faible dans le site'S] puis il exhibe
la valeur la plus élevée (140,107 CF/ml) dans le site' S2, Il diminue ensuite dans le site 83,
puis on réobserve une valeur supérieure dans le dernier site ; 140, 10° SF/ml.

Pour le deuxiéme prélévement le nombre de Streptocoques fécaux est bas dans les trois

premiers sites et exhibe une valeur élevée 140,103 SF/ml dans le quatriéme site $4.

Pour les spores des ASR les résultats négatifs obtenus (Tab. 3.3) montrent l'absence des
espitces sulfitorédietrices (Closiradium) respansahle des maladies graves tel le botulisme ou

le tétanos.

Du point de vue recherche microbiologique, notre étude nous a conduit 2 observer des
colonies bactériennes de différentes tailles (Tab.3.5) Une étude microscopique basée sur la
coloration différentielle de Gram nous a confirmé que les batonnets Gram (-) sont plus

représentés par rapport aux cocei Gram (+) qui demeurent faiblement représentss,

L'identification de ces bactéries par 'étude de leurs métabolismes (anabolisme +
catabolisme) et de leurs arsenaux enzymatiques cellulaires par le biais de la galerie APT20 E

et la galerie classique, nous a permis d'identifier 4 espéces bactériennes : Klehsiefla

preumonae. Aeromandas hydrophila, Providencia et Enterobactér dans les deux prélévements

durant les deux mois de |"étude.
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Discussion etConclusion

| |

! Ces bactéries trés commungs dans les eaux peuvent dans certains cas considérés comme
synonyme de maladie & transmission hydrique et de ce fait peuvent constituer une menace de

I

L santé publique.
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Résumé :

La détermination de la qualité microbiologique de I'eaud’Oued El Hammam situé 4
proximité de la région de Hammam Ouled Ali a été réalisée pendant deux mois (avril et mal
2011). Il en ressort des résultats obtenus une pollution fécale intense principalement aprés les
rejets des hammamets ou les taux de coliformes et des streptocoques fécaux sont élevés. Une
absence totale des Clostrodium sulfito-réducteurs et de bactéries pathogénes est d noter.

Ce type de pollution affecte certainenient ’environnement immédiat de ["oued et peut

constituer une menace majeure sur la santé humaine.

¢ Mots elés : Qualité microbiologiqus, pollution féeale, Hammam Ouled Ali,

coliformes, streptocoques fécaux, Clostrodium sulfito-réducteurs,
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Abstract :

The determination of the microbiological quality of Oued El Hammam water situated hear
the region of Hammam Ouled Ali has been realised for two maonths (april and may 2011). The
results abtained showed an intensive feacal pollution especialy after the throws of the
Hamimamet where the levels of coliform and feacal strptococcus are raised, a total absence of
clostridium Sulfite-rédecteurs, and of pathogenic germes.

This type of pollution affects the immediate environnement of El Oued and composed a major

threat for the Human Health.

¢ Key words: microbiological quality, feacal pallution, Hammam Ouled Alj, coliform,

feacal streptacoccus, clostridium Sulfite-rédectenrs,
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ANNEXES

Tabl.1; Evaluation des températures mensuelles de la région d'étude

(Années 1994-2010),

T(max.) t(minl) Moyennes

Jan, £82 18,32 £.38
Fév. 10,24 17,77 3,83
Mar. 12.44 20 87 572
Avr, 14.96 22.88 R4l
Mal 16,51 2787 1,37
Jui. 2424 32.33 158
Julil 22 36.75 18,25
Ao, 27 581 36,58 18,58
Sapt. 2348 31,77 17,04
Oct. 19.35 27,77 13,32
Nov. 12,28 21.57 8.86
Déc. 10,28 17.43 5.82

Tahl 2: Fyalnation menaielle des humidités relatives (1994-2010)

s Fumidité relative (%)
Jan, .58
Fav. 75.28
Mar. 7414
Avr. 7228
Mal 88,42
Jui. G4l
Juill, cill
Apu, 58,72
Sept. 5,68
ot 70.31
Nov. 7284
Dac. 75.3¢
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Table du Nombre le plus probable (NPP) :

| 3 tubes par dilution
Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre
caractéristique | de cellules | caractéristique de caractéristique de
cellules ) cellules
000 0.0 201 1.4 302 6.5
001 0.3 202 2.0 310 45
010 0.3 210 1.5 311 7.5
011 0.6 211 2.0 312 11.5
020 0.6 212 3.0 313 16.0
100 0.4 220 2.0 320 95
101 0.7 221 3.0 321 15.0
102 1.1 222 3.5 322 20.0
110 0.7 223 4.0 323 30.0
11¢ 1.1 230 3.0 330 25.0
120 1.1 231 35 331 45.0
121 15 232 4.0 332 110.0
130 1.6 300 2.5 333 [40.0
200 09 301 4.0
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ANNEXES

Tab 2.7: Tableau de lecture (Api 20E)

Ta Com Actlf Rbactlons/Enz AP
asta posans ] : ymas
Nagaif Positlf
. 2-Nirophaty.
ONPG Braastessass [heenre Jadng
80-gansenyranszde
ADH L-argmng Alghing dgnydiaass daune ReugeDrange
LCD Leysing Lysna fsarnoxyase Jaune Rauge'Orange
one L-arathung Drtning Sécarbaxyase —aude RougauOranga
ciT Trisagunvetate Cdrata permaass van Faraidara Be.-vg
H:8 Scdunt thigsiale Frpductan d'H; S Ingagse désdtngt
URE Ute Urgasa Sdura RougeiDranga
TOA mmgzat
TOA Lidryplonpana Tryniocnana désam nase
Aurs l Marmn-rougedtie
Kaovad/mmadat
D Lirystagnane Prodycion @ ndcs
NooGTR ] Rose
VP1<\B2130A
Ve Sedium pyravale Praguotan ohagaeng 7 ——
Incoorg Razaiougs
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, Fermentatina/Cxyealion
INO Incsig: Boyl Bgyert Jaung
inasial
‘ Farmantation/Oxycalan
SOR Dhgsrone Bgu/ B ver! Jaung
2010
Farmigntabon Oxydation __
RAH L=framansg Bau’ Bagvert Jaute
mamMNase
FerMmentatign Cxydaton
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ANNEXES

Milieux utilisés
< Gélose nutritives (GN): pH=7647.8

Macération de viande

(Eau distillée + extrail de viande) 1000ml
Peptone trypsine 15g
NaCl ou KCI Sg
Agar 15a20¢g

< Bouillon lactosé au pourpre de Bromocrésol (BCPL) : pH=6.7

Peptone 5g
Extrait de viande 3g
Lactose 10g
Cristal violet 0.005¢
Pourpre de Bromocrésol 0.025g
Eau distillée 1000ml

% Gélose Hecktoén : pH=75

Protéose peptone 12g
Cxtrait de levure 3g
Chlorure de sodium 5g
Thiosulfate de sodium S5g
Sels biliaires 9g
Citrate de fer ammoniacal 1.5
Salicine 2g
Lactose 12¢
Saccharose l2g
Fuchsine acide 0.lg
Bleu de bromothymol 0.065g
Agar l4g

Eau distiliée 1000ml
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ANNEXES

% Gélose viande foie (VF): pH=72
Gélose de base
Base viande foie 30g
Glucose 2g
Amidon 28
Agar g
Eau distiliée 1000m1

Gélose compléte :

\/
“0

Méme formule que le milieu de base auquel sont ajoutés :
Sulfite de sodium 2 5% 50ml
Alun de fer ammoniacal a 5% 10ml

Gélose Salmonnella-Shigella (SS) : pH = 7.0

Extrait de viande de beeuf 5g
Polypeptone 5g
Luctose 10g
Sels biliaires 8.5g
Citrate de sodium 10g
Thiosulfate de sodium 8.5g
Citrate ferrique lg
Gélose 13.5g
Vert brillant 0.00033g
Rouge neutre 0.0235g
Eau distillée 1000m1

Milieu de Chapman mannité ; pH =74

Peptone bactériologique 10g
Extrait de viande de beuf g
Chlorure de sodium 75g

Mannitol 10g
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|— < Milien de Sabourand : pH=6463

< Milieu de Roth ; pH=6.8a7

ANNEXES

Rouge de phénol
Agar

Fau distillée

Peptone Chapoteaut
Glucose massé
Agar

Eau distillée

Milieu simple conceniration

Peptone

Glucose

Chlorure de sodium
Phosphate bipotasssique
Phosphate monopotassique

Arathydrate de sodium

Milieu double concentration :

Peptone

Glucose

Chlorure de sodium
Phosphate bipotasssigue
Phosphate monopotassique

Azothydrate de sodium

Miliew de Litsky : pH=6.82a7

Peptane

Glucose

Chiorure de sodium
Phosphate bipotasssique

Phosphate monopotassique

15g
1000ml

10g
20g
15g
1000ml

20g
S5g
5g
278
2.7g

g

40g
10g
10g
5.4g
54
0.4g
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*
be?

oy
‘0’0

*,
0’0

Azothydrate de sodium
Ethyl-violet

Gélose de Mac Conkey : pH=7.1
Peptone bactériologique

Sels biliaire

Chlorure de sodium

Lactose

Rouge de neutre

Cristal violet

Agar

Eau distillée

Milieu Clark et Labs : pH=7.5
Peptone

Phosphate dipotassique

Glucose

Fiau distillée

Eau peptonée exempte d'indole : pH=7.2
Peptone exempte d'indole:
Chlorure de sodium

Eau distillée

Milien mannitol mobilité : pH=7627.8
Peptone trypsique de viande

Agar

Mannitol

Rouge de phénol 4 1%

Nitrate de potassium (KNO;)

Eau distillée

0.3¢
0.0005g

10g
0.03
0.001
15g
1000ml

1000ml
10g

58
1000m!

1000m]
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ANNEXES

. % Milieu de TSI (gélose glucose-lactose-saccharese-H,S) : pH =74

i Peptone 20g
Extrait de levure 3g

l Extrait de viande 3g

' Chlorure de sodium 3g

| Thiosulfate de sodium 0.5g

:I Lactose 10g
Saccharose 10g

[ Glucose lg
Rouge de phénol q.8

i Agar 12g

I Eau distillee 1000mi

% Milieu de simmons : pH = 6.8

. Sulfate de magnésium 0.2g
Phosphate mono ammoniague Ig
Phosphate dipotasstum lg

' Citrate de sodium 2g
Chlorure de sodium Sg
Bieu de bromothymol 0.08¢g
Agar 15g
Eau distillce 1000g

» Uréeindole : pH=7.2

L- tryptophane 3g
Phiosphate bipatassium lg
Phosphate monopotassium lg
Chlorure de sodium Sg
Urée 20g
Alcool & 95° 10m!

Rouge de phénol 28mg
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ANNEXES

Eau distillée 1000m1
l < Eau peptonée alealine (EPA) : pH=8.6
. Peptone trypsique 30g
¥ NaCl 30g
1 Eau distillée 1000ml

4 Milien de BH.LB : pH=74

! Protéose peptone 10g
I Infusion de cervelle de veau 125
| Infusion de coeur de boeuf 58
| Chlorure de sodium S5g
Phosphate disodique 2.5g
| Glucose 15g
Eau distillée 1000mI (Institue Pasteur,

1978),

Réactifs ulilisés
<+ Réactif rouge de méthyle (RM) :
Rouge de méthyle 0.5¢
Alcool 3 60° 100m]

% Réactif de Vosges Proskauer (VP): pour la recherche de I"acéioine :

VPI:
Hydroxyde de potassium 40g
Eau distillée 100m!
VP2.
Alpha naphtol 6g
Ethanol 100ml

% Réactif de Kowacks :
la mise en évidence de Ia production dindole :

Paradimethylaminobenzaldéhyde 5g
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ANNEXES

Alcoolamylique 75ml
HCL pur 25ml
% Réactif de TDA : pour la recherche du tryptophane désaminase
Peptone de fer 3.4g
Eau distillée 100ml (Instituwe Pasteur,

1978).
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