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Introduction
T o e

l ' ﬂ Introduction

Une cabine de douche est un lieu ou I’on prendre une douche qui e ' gelxéfalement
pratiqué pour des raisons d'hygiene. Mais également c’est un lieu ou I’on peut contracter des

nombreux micro-organismes : les champignons, les virus, les parasites et les bactéries.

La présence d'eau, d'humidité et de température dans les douckés crée un milieu idéal

au développement de ces microorganismes.

Les maladies infectieuses liées a ’usage des douchés collectives constituent donc un

sérieux probléme de santé et selon les médecins, les personnes a risque sont : les femmes

enceintes, les personnes dgées, les individus dont le syétémg’fimmunjtaire est faible.

Cette situation, nous a incités a proposer notre'theme de recherche qui est : Isolement

et identification des microorganismes provenant des douches dont les objectifs suivant :

Ivolemont des mivroorgunismes 4 partir de plissicurs endroiti des deux douches.

- Identification des souches isolées en étudiant le maximym des caractéres biochimiques

- Vérification du niveau d’ hygiéne dans ces endrmts’-qu uvent étre la cause de la

propagation de plusieurs maladies mféctleuses

a deuxiéme relate notre travail expérimental qui rassemble les techniques
d’isolement et 1dent1ficat10n des microorganismes résidant les douches, ainsi que les résultats

obtenus et leurs discussions, et enfin nous terminerons cette étude par une conclusion.
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Chapitre 1 Douches et prolifération des microorganismes

T e
I- Les douches publiques :

1- Définition:

Une douche est un jet d'eau dirigé sur le corps qui est généralement pratiquc_ pour des

raisons d'hygic¢ne ou dans un but thérapeutique.

La douche se prend en général dans une cabine de douche, cabine spécialément congue a

cet effet et pouvant aussi servir a soigner par son action massant et éventuellement

aromathérapique ; mais I'on peut aussi se doucher dans une baignoire, ou directement sur le

sol, lequel doit étre en pente convergente vers une bond

avec ou sans enfoncement

spécialement aménagé. Une douche peut &tre aménagée par
Des douches publiques collectives existent également;: otamment dans les campings,
les salles de sport, les hétels, les campings et les cit’és__ niversitaires. Partout ou ’on peut

pratiquer la baignade, ainsi que dans les prisons. [42]

La présence d'eau et d'humidité dans les douches et les cuves thermales créent un milieu

idéal au développement de microorganismes vecteurs de maladies (par exemple les bactéries

7 den pontra antéritaa at daa

et les virus et les champignons) qui can tamment d

pour

r‘f—iﬁlj_—gtpmr los  oconoentrations  dc

“ &ssentiel pour la croissance. [43]
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Chapitre 1 Douches et prolifération des microorganismes

d

[] 2-1-Dans Pendroit des douches :

n e La pomme de douche :

L’endroit le plus rempli de bactéries responsable de problemes respiratoires. ‘Une bactérie
responsable de pathologies respiratoires est retrouvée dans le tiers:de

pommeaux de douche analysés. Les pommes de douche abritent 10 fois les bactéries que

l'eau potable ordinaire, selon une nouvelle étude.

Une nouvelle étude indique que potentiellement des gg_bes pathogeénes peuvent se
coincer dans les pommes de douche et de se développer en bwﬁlm ou couches de boue qui

offrent une explosion de bactéries avec le chaude de I'ea

e Canaux de chauffe-eau : qui favorisée cloppement des bactéries, car méme a
60°C — réglage de la plupart des chauffe- aux 'électriques — on évalue que quelque 25

% de ces derniers sont contaminés pargies bactéries de type legionelle.

Evoluant au fond du chauffe-eau, 14 i a temperature est --plus basse et donc propice a

leur prolifération, ces bactéries sont ¢ 'SP nsables d'une f ¢ de pneumonie. La transmission
p e g %

o es ‘bains, saunas et iscines : comme dans tout endroit humide et chaud, les germes
portent a merveﬂle Méme si I’hygiéne y est parfaite, il y a des chances d’attraper

-.qﬁelques champlgnons [70]
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Chapitre I Douches et prolifération des microorganismes

e e R s

e Les parois de douche : Les bactéries et les germe se déposent sur les surfaces.comme

“ les parois de douche ou encore les rideaux vinyl. L’afflux constant d’eau chaude

n’aide en rien 4 lutter contre le développement des bactéries. [69]

—
L =

e - Le Sol, les cadres de fenétre et la baignoire : Les moisissures s

minuscules qui poussent la ou il fait chaud et humide (dans la do

2-2-Dans les eaux chaudes :

Les réseaux d'eau chaude sanitaire sont des lieux pmp s 1 la prolifération des bactéries.

Le risque se situe essentiellement au niveau des douc ui’ generent des aérosols pouvant
étre inhalés par les usagers. [48]

La principale cause du développement d actéries dans les réseaux d’ECS est la

stagnation de I’eau dans les canalisations de bouciage A défaut de circulation dans une ou

plusieurs boucles, I’eau devient stagnante ct i & _abalssement de tempcrarure (28 °C - 45 °C) est

A des tempé.tfat S @ dessous de 20 °C les Bactéries ne peuvent pas se développer

mais reste simplemy t.en dormance' Sur les températures d'autre part plus de 60 °C,

legionelles ne peut pas survie. Il est tu gns cette température.

da:nsles systémes d'eau et sur les appareils tels que les

iche a assurer:

rotection des bactéries. [51]
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Chapitre 1 Douches et prolifération des microorganismes
e e e e e e T e e S et o o s A S

II--Les principaux micro-organismes présents dans les douches :

1-Bactéries pathogénes préoccupantes courantes :
1-1-Pseudomonas aeruginosa :
e Morphologie :

Le Pseudomonas est un bacille pyocyanique a Gram négatif mobile qui'mesure 0,5 pm. [19]

e Habitat :

C'est un germe trés repandu dans la nature en pamcuhe dans les endroits humides et

s:les plantes, les Iégumes et les

fruits. A domicile, certains endroits humides sont des {és . o_l'r"s potentiels pour Pseudomonas

aeruginosa : lavabos et baignoires (siphon, bec deirobitiet, pommeau de douche), jacuzzi,

toilettes, matériel de nettoyage (serpilliéres, seaux, € __:nées, ...). Certains appareils comme les

nébuliseurs constituent également des réservoirs.[19}
e Transmission :

La colonisation humaine se fait par 'eau et par le manupertage a partir des colonisations

digestives. [3]

Pouvoir pathogéne

a santé¢ de certaines categorles de personnes

(Immunodeprlmes Jeuﬁes enfant mmes enceintes, personnes ﬁgées ou atteintes

Scanned by VueScan - get afreetrial at www.hamrick.com



-

Chapitre 1 Douches et prolifération des microorganismes

e B e e P e T e e e e
1-2-Legionella:

e Description :

Les Legionelles sont des petits bacilles 8 Gram négatif mobile ou immobile pelymorphes,
filamenteux souvent immobiles aérobies strictes .Il existe 4 ce jour pl euts espéces et

sérogroupes tel que Legionella pneumophila. [22]

e Habitat :
- C’est une bactérie ubiquiste (largement répandue dans la_nat : ).,. non commensale, a
développement intracellulaire facultatif. /n vitro, ¢’est une bagcterie exigeante : elle ne pousse

que sur des milieux spéciaux et lentement (3-4 jours et j.;g-sqﬁ

- C’est une bactérie hydrotellurique (eau et sols). Legionel. it dans les eaux douces (lacs,

les composts. Elle se multiplie dans

riviéres, eaux stagnantes... ), mais aussi la terre humi
des protozoaires libres (amibes) de I’environnement avéc lesquels elle vit en symbiose. Les

températures optimales de multiplication sont enfm25et ASE,

e Réservoirs artificiels -

certaines caractéristiques : taille et vetus‘fé; des circuits d cau bras morts, température plus

basse présence d’un biofilm : 51te de ':"'rohferauon certain
- Systémes de climatisation «
acro-réfrigérantes.

- Autres sources retroyvées
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Chapitre I Douches et prolifération des microorganismes

e Les facteurs de risque individuels et collectifs :

A. Facteurs de risque individuels : g
* Intrinséques : dge, sexe masculin, tabagisme, alcoolisme, diabéte, morbidités 'réfs‘pir@toire et

cardiovasculaire, immunodépression (cancers, hémopathies, traitements

immunosuppresseurs). Cependant un certain nombre de cas (17 %) s’ obsery: et-chez des

sujets sains.
* Extrinséques : ventilation et aérosolthérapie a domicile. Ce risque doit disparaitre en
nal le risque de I’habitat

recommandant I’utilisation d’eau stérile. On appréhende encor

individuel. Importance de I’entretien du réseau d’eau chaudef"i'‘3_.6_é trage des pommeaux de

douche, robinets...)

B. Facteurs de risque collectifs :

* Tous les s€jours dans des lieux ou les réseaux dea ont collectifs et susceptibles d’étre

contaminés. Les endroits les plus a risque sont dong i "hcpitaux, les hotels, les campings, les
stations thermales. ..
* Les tours acro-réfrigérantes qui émettent dans I*atmosphére parfois a plusieurs kilométres
des nuages d’eau contaminés.

Plusieurs circulaires et arrétés récents vis

Il s’agit de bactéries appartenant & Pordre des Actinomycetales de la famille des

rte qu’un seu gem:é le genre Mycobacteruim. 8]

~resistantes, les mycobactéries sont aérobies, leur croissance

ois impossible sur les milieux de culture ordinaires. [22]
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Chapitre 1 Douches et prolifération des microorganismes

e Sources et réservoirs :

. o

‘ n Les MNT peuvent infecter les humains et les animaux par différentes voies d’ exposm(m

| qui incluent I’ingestion, I’inhalation et I’exposition par contact ou post-traumatiqué. Dans la

| [ | plupart des cas I’eau a ét¢ impliquée comme route possible de transmission. En &f’fqtles MNT
sont isolées des systemes de distribution d’eau chaude, des machines a glace de f'foritaines,
les piscines et des aquariums. Elles sont également isolées parfois en gr c'i“'fn_gl Bre dans les

écosystémes aquatiques comme les étangs, lacs, riviéres et marais. Les humains sont donc

couramment €Xposes a ces bactéries par contact avec 1’eau.

Les sources et les réservoirs potentiels. Les poissons et mollusques pas ou peu cuits et les

produits laitiers sont considérés comme des voies importantes de contamination. En effet les

animaux filtreurs (poissons et mollusques) concentrent Ies Tprésents dans les sédiments

ou I’eau et les rejettent dans I’environnement ou les tran eftent a leurs prédateurs. [59]
e Pouvoir pathogeéne : Les MNT touchent surtout les sujets de plus de 60 ans.

On distingue 3 formes pulmonaires :

=Forme nodulaire fibreuse/cavitaire (tubérculose-like) - to ch 5_11ﬁnn‘r I'homme entre 40)-50

alcool ; mofﬁhﬂtxgé:-particulier : maigre, pectus excavatum,

P,-{.Qi;lpsus de la valve mitrale (syndrome de Lady

rsensibilité : "hot tub lung" (syndrome des jacuzzis et

ret a la réaction inflammatoire ; toux, dyspnée et fiévre
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Chapitre 1 Douches et prolifération des microorganismes
B ey

1-4- Salmonelles :

e Description :

—a

Les salmonelles sont des bactéries entériques en forme de bAtonnets, ?n@érobies

,_de"‘o,7-1,5

—al

facultatives, a Gram négatif, mobiles pour la plupart avec des flagelles péritrgch
x 2,0-2,5 pm, qui produisent du sulfure d’hydrogéne. La nomenclature des. salmonelles est

particuliérement complexe. La notion d’espece est peu employée pour 1 genre Safmonefia et

on référe plutot au sérotype. Ce genre contient plus de 2 000 sérotypes _erents. [10]

e Habitat :

Les salmonelles peuvent survivre plusieurs semaines en m u sec et plusieurs mois dans

I'eau. Elles se retrouvent donc fréquemment dans les : ux aquatiques pollués, la

contamination par les oiseaux (Anatidés) et les rep € “héloniens) sont d'importants

vecteurs de salmonelles. Les volailles, les bovins et leg ovins étant des animaux fréquemment

contaminants, les salmonelles peuvent se retrouver:dans lés aliments, notamment les viandes,

le lait, et un ceuf dont la coquille est félée.
e Mode de contamination

.

La transmission des infections a salmnelles se fait pnncfpalement par I’ingestion d’eau

ou d’aliments contaminés. Plusieurs séroty; s de Sa!mone.f som largement distribués dans la
nature et associ€s aux matieres feCal deg.-.ammaux La. t}mmatmn de viande et de poulet
contaminés constitue la pnncnpgﬂ e “humain. [10]

e Pouvoir pathogéne : _

v" Les formes septxce !{;ues :

v Les formes é;xtra'&ailigestives :

Elles sont s ; infections urinaires, cholécystistes, méningites, ostéomyélites,

pondylodtsc_"es mfectlons pulmonaires. Ces formes surviennent plus volontiers chez des

malades immi __T__o-depnmés. 2]
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1-5-Aeromonas hydrophila :

ﬂ e Description :

Aeromonas hydrophila est un bacille anaérobie facultatif, en forme de ét@nnet non
sporulé et Gram négatif qui appartient & la famille des Aeromonadacees.. Méme si cette
section porte avant tout sur A. hydrophila, on a aussi isolé d'autres aeromonades comme A.

caviae et A. sobria dans des matiéres fécales humaines et des sources d’eau’

e Habitat :

Des travaux antérieurs ont déterminé clairement que l'espece Aeromonas, y compris A.

hydrophila, est trés répandue dans I'environnement. On uvé ces micro-organismes dans

des lacs, des rivieres, de l'eau de mer, des effluents gi:’:'é\':;ﬁtijg___t”et de I'eau potable, notamment.

Bl @nction de I'environnement a 1’étude.

Les concentrations de l'espéce Aeromonas varient
Elles pouvaient étre plus élevées dans les réseaux:de distribution d'eau a cause de la

croissance sur les films biologiques.

A.hydrophila constituait de 20 a 60 % des aeromd;zadés isolés. On a déterminé
et 45°C. Lz

d'4 eromonas ¢

qu'Aeromonas spp se multipliait entre empérature de l'eau constitue un

facteur important pour la multip ans le cas de systémes publics
d'upprovisionncment cn cau, @n gnalu des varlatloi ‘gaisonniéres coincidant avec la plage
optimale dec croigeance d.der , el montrant que 'on réoupére .oromonas plus souvont

au cours des mois chauds.

On a observé la mém ite ce dans e ca: ‘¢chantillons de selles.

e Mode de contamination :

L'ingestion d'eau ou d'alim ﬂts.-cqnfaminés, ou le contact avec le micro-organisme par une

u .\d'mfectlon attemt son maximum 1'ét€, lorsque ces micro-organismes se multiplient plus

rap ement.

10
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e [Effets sur la santé :

n Depuis quelques années, le secteur de la santé publique reconnait A. hydrophila omme un
" agent pathogene opportuniste; on I'a incriminé comme agent pathogéne possible de la gastro-
- entérite, de la septicémie, de la cellulite, de la colite et de la méningite, et on 'isole souvent

! dans des infections de plaies subies en milieu aquatique. On 1'a aussi 1ncmmne récemment

dans des infections respiratoires. Les enfants, les personnes dgées et cel ont le systéme
immunitaire est compromis sont les plus a risque d’infection. [33]

1-6-Les Campylobacter :

e Description :

Les Campylobacter sont des bacilles a Gram négatif caragtérisés par :

- Leur morphologie. Bacilles fins, de 0,54 5 J m d__e'é: o ‘incurvés en forme de virgule, en

forme de S, de « vol de mouette » ou de forme héli ;da-i_eﬂ pour les formes longues.
- Leur mobilité. Elle est tres vive due a un ciliature polaire monotriche. Elle est

classiquement décrite comme un « vol de.moucheron ». Les formes longues peuvent étre

flagellées aux deux extrémités.

-Leur métabolisme respiratoire micro-aérophile.
-Une réaction oxydase (+). |

e Habitat :

Les Campylobacter sont es bactcncs trouvccsig""dans lc tube digestif des animaux,

notamment les volailles, le .;ammaux de compagnie (chien et chat) ont

été incriminés commc v%te s de Campylaﬁac' 7.

La contamination de l‘homme se an voie digestive. Les cas de Campylobactériose
sont le plus souvent ISporadlques. Tleau ‘ou des laitages contaminés ont ét¢ a l'origine

d'épidémies.

esponsable de septicémies a point de départ digestif survenant

cirrhose,

ez la femme enceinte ou chez des sujets ayant une maladie sous-jacente :

11
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- C. jejuni et C. coll. 1ls sont beaucoup plus souvent rencontrés. Ils sont cause d'entérites qui

D sont plus fréquentes chez I'enfant vivant dans des conditions d'hygiéne précaires. Apres une
incubation de 1 a 3 jours, survient une diarrhée fébrile avec parfois du sang dans es selles.

n survient

" Les douleurs abdominales et les vomissements sont habituels. La guér
tes. Quelques

spontanément en une semaine environ. Les bactériémies sont peu fr

complications infectieuses (appendicites, cholécystites, péritonites) ‘____6u:m_pﬁo’ust—infectieuses

(arthrites) ont été signalées. [2]
1-7-Escherichia coli :

e Description :

E. coli posseéde tous les caractéres communs aux_;ffﬁf&%mbacteriaceae .Cette espece est le

plus souvent mobile, Gram négatif, aérobie, en’forme de batonnets, non sporulées,

- présence de sels biliaires ou d’autres

cytochrome oxydase négative, capable de croi

agents antibactériens similaires. Fermentant le lactose a 44°C avec production de gaz et

produisant de I’indole a 44°C. [7]

e HABITAT

E. coli est une espéce comm > J'homme et des animaux.

La présence d'k. Coli dans I'eau e _"t;- le témoin d'une contamination fécale récente ct la rend

impropre 4 la consommation.

o Effets sur la sante: :
Meéme si la piﬁp'ai‘t"*"{t?e"s souches d’£. Cofi ne sont pas pathogénes, certaines peuvent causer
les étres humains. Les E. coli pathogénes sont

subdivisés en % groupes en forigtion de leurs caractéristiques sérologiques et de leur

snterohemorragique; enterotoxinogéne, enteroenvahissant, enteropathogeéne,

virulenge:

inant et d’adhésion diffuse. On a incriminé une souche enterohemorragique, soit

:closions d’origine alimentaire et quelques-unes d’origine hydrique.

12
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e Pouvoir pathogéne :

Les streptocoques sont, apres les staphy!ocoques les bactéries pyogénes n°_2. Le ‘plus

>

complexes que celles qui s'observent lorsqu'il est infecté par S.aure euvent conduire 4 la

formation d'anticorps spécifiques 4 un taux élevé et d'auto-anticorps 2]

2-LES MOISISSURES :

e Description :
désigne en frangais certains

Moisissure est un nom vernaculaire ambigu

microorganismes au développement filamenteux, le'plus souvent des champignons du clade

des mycétes, bien que le nom ait €t¢ longtemps ‘ployé pour désigner des especes d’une

regne assez €loigné et aujourd'’hui distingué comme celui des chromistes, plus proches des

végétaux verts que des champignons) ; il.¢n existe des milliers:diespéces différentes. Ce sont

en général des organismes pliricellulaig

e Sources et réservoirs :

g 1 exterleur sur les végétaux, la matiére

Le réservoir naturel des r isissures se situe

organique en décomposition; 4 I surface d’eau__stag:n tte ainsi que dans le sol ou 4 Ia surface

de ce dernier. Lorsque Ieg. con itions le ‘pe' yiéttent, les moisissures produisent, a maturité,

des spores qui peuvent étré transportees”’pa les courants d’air ou par les humains et les

animaux domestiqués sventuellement dans les maisons et édifices. [27]

Une fois a intérieur, les moisissures peuyvent se développer si elles sont en présence d’eau ou

d’humidité : e matiéres nutritives comme le bois, le carton ou le

placoplﬁt_re

«divers substrats et se retrouver éventuellement dans 1’air ambiant.

oliférer, colonis

14
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1-8- Staphylococcus aureus :

e Description :

| Le microorganisme Staphylococcus aureus est une bactérie de la amille des

Micrococcaceae de forme sphérique (coque), de 0,8 pm & 1,0 um de diamétre. Ces coques a
ules individuelles

Gram positif se présentent généralement en grappes, par paires ou en.

compte tenu de I’dge de la culture. C’est une bactérie non mobile '§156rulée et aérobie
facultatif possédant une catalase.
e Habitat :
Les staphylocoques trouvés dans 1’eau proviennent -ipalément de la peau, de la
bouche, du nez et de la gorge des baigneurs et occasioﬁ';ﬁéﬂ __:_e"nt d’une pollution fécale. Les

§ types d’enzymes qui participent a

staphylocogues pathogenes (S. aureus) produisent plusie
I’envahissement d’un héte.

e Pouvoir pathogéne 3

S. aureus est un microorganisme pathogéne dont on connait au moins deux types de
manifestations cliniques chez I’homme. | -aphylocoques-3'='-'s;0nt d’abord souvent mis en
a productlon d’une entérotoxine
: .g_alement responsables d’infections

$‘par rapport aux infections gastro -

intestinales. [11]

1-9- Les streptocoques :

° Description :
Les streptocoquessent des cocci, de taille et de forme irrégulieres, & Gram positif, groupés
en chainettes p_l 18 ou moins longues ¢

e Habitat:

flexueuses, immobiles, acapsulés, asporulés.

Les istr 'chques regr@upent de nombreuses especes. Certaines sont des parasites de
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- En effet, les spores des moisissures croissant en surface des matériaux sont facilement

n aérosolisables.
De plus, des fragments de mycélium, des particules de matériaux contammés ou de la

poussicre contenant des particules fongiques déposées, peuvent egalement :

L’exposition aux particules fongiques (spores, fragments) ou aux meta.bo_ .

pourra donc se faire par inhalation ou, dans une moindre mesure, par’ gﬁtact physique

(exposition cutanée) ou plus rarement encore, par ingestion. Les effets des moisissures sur la

santé des occupants seront fonction du type et de I’importance de 1’ 0 tion, de la nature de

I’agent en cause et de la susceptibilité des individus exposés (&t de Sante age, etc.). [27]

e Les personnes les plus vulnérables :

Les réactions observées chez les personnes exposées:varient selon leur état de santé, leur

Age et le temps qu’elles passent dans les endroits. iméttant la prolifération des zones

humides comme : les douches. Les personnes suivantés sont généralement plus sensibles a

une exposition aux moisissures :

<+ Les personnes souffrant d’allergie: haladies respiratoires chroniques

asfhme et de
ainsi que les personnes hypersensl' es.
4+ Les nourrissons et les Jeqnes-"""nf ts.

< Log personnes dgooes.

Les personnes dont le ’:‘s\_{;st;;mc immunitgire gst affaibli, que ce soit en raison d’un

d’une tr&us ) antation récente, du VIH (virus de

traitement  de chlmnothe _p1e.

i Immunodeﬁmence ‘huma ne), du sida ou autxﬁ '[54]

ITI-La formatign des biofilms dans les réseaux des douches :
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ans des

Dans l'environnement humain, les biofilms peuvent se développer .

D douches tres facilement car ils fournissent un environnement humide et chaud pour le biofilm

a prospérer.

r*
E 4

Les biofilms peuvent se former a l'intérieur de l'eau et des eaux des tuyaux et

provoquer le colmatage et la corrosion .
Les biofilms sur les planchers et les comptoirs peuvent faire de 1'as

zones difficiles de préparation des aliments. [55]

2- Structure d’un biofilm :

Sa structure est hétérogéne, souvent sous fo __mie matrice extracellulaire, et

composée de substances polyméres. Les biofilms,: mment observés comme habitat

d'écotone ou comme élément du réseau trophique. C’est un ensemble de cellules

microbiennes, uniques ou en micro-colonies qui adhérant a la surface du matériau et
enchevétrées au sein d’un réseau complexe, hautement hydraté, d’exopolyméres (fibres

saccharidiques, lipides, protéines) avec dépots minéraux ou de carrosion. [26]

<+ Les ballons

températures. -

vi» Relargag:_eﬁiﬁijﬁ pmposés biodégradables.

L Vitesse de circulation faible. [56]

16
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Contanunation
(retour d’eau. ...)

[w—

Tartre. tubercules
de corrosion.

n
I
' ; : v
Microorganismes. L—-
matiére  organique,
£ désinfectant. e e an

ala casse

) Dépots Perméation
_ + (trés faible)
biomasse

bactérienne fixée

Figure N° 01: Facteurs permettant la formation d'un biofilm au niveau d'une canalisation

[14].

4-Développement d’un biofilm bactérien:

La prolifération bactérienne sous forme de biomasse fixée dans les réseaux de
distribution d’eau est le résultat d’un ‘ensemble de processus physique, chimique et
biologique. Ainsi, la formation d’un b;i'éﬁim se réalise en lusieurs €tapes faisant intervenir

ces différents processus. (fig.02)

%+ Transport des microgrgnnismes

Toute adsorption de yose un rapprochement de ceux-ci vers le
support. Quatre mecamsmes péuvent alors Stre impliqués :

- La sédimentation; du

- Les bactéries entrent en contact'avec la surface des conduites de maniére aléatoire

(Mouvements favorisés par les tournans des canalisations).

- La turbules "@'ge"']’eau a I’intérieur du réseau améne les microorganismes jusqu’au support.

- La mobilité, pour les .micrgorganismes mobiles, avec ou non des phénomeénes de

chimiotactisme. [26]

17
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n % Attachement des microorganismes :

L'adsorption des bactéries a la surface des canalisations s'effectue le plus souvent au

! niveau de dépdts min€raux et organiques, ou a la surface de tubercules de corrosion...

La phase d’attachement des microorganismes peut étre divisée en deux étap

* ’adhérence, qui correspond & une adsorption réversible des celliles > 'une fraction des
iveau de la surface des

e (5 a 10 heures)

bactéries planctoniques transportées par 1’eau, se dépose au
canalisations. Cette phase est en général aspécifique et de courte du
» ’adhésion ou fixation irréversible des bactéries : cette étape ést plus lente que la précédente,

Pirréversibilité de ’adhésion faisant appel au métabglisme bactérien. En effet, la sécrétion

e consolider leur adhésion au support,

d’exopolymeéres par les microorganismes leur perme

formant autour de la bactérie, une enveloppe, appelee -lﬁ?cocalix. [57]

** Colonisation du support :

Dans des conditions favorables, loquue les bactéries son ﬁxées de maniére irréversible
au support, les cellules peuvent se ':multlpller Selon la quantlte de matiere organique

biodégradable disponible, et _le ta' 1l y a alors accroissement de la

biomasse ct production de mctabo bactcrics. Cettc ¢tape de croissance cst

divisée en liois phases .

- Une phase dynamique de ¢roissance,

ssance, traduisant unc c¢volution a taux constant ct maximale du

- Une phase linéaire de
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g Adhérence Adhésion Colonisation et régulation |
F film conditionnant adsorption irréversible multiplication, adhésion, [
l adsorption réversible (synth&se d’exopolymeéres) arrachage
2
=
E —
L D c';h

_—
e .

couche aérobie

5-Agent bactériens formant un biofil

Presque tous les biofils

pey ent abriter (au p1eger) des organismes pathogenes pour

d'autres espéces, y compris dans Tes tuyaux deau chaude ou l'on trouve des Legionnelles

d'origine hydro-tellurlquesqu rvivent at chf@re dans les biofilms’ qui la protégent de la

chloration et semblej uer Lm-role Jmportant | ;_Jrasa survie dans les installations. On en trouve
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6-Les effets d’un biofilm :

D Différents problémes peuvent étre directement reliés a la formation et au

développement d’un biofilm sur les parois des canalisations d’adduction d’eau. Ces

conséquences peuvent porter sur le réseau de distribution lui-méme, ou sur la ﬁ@iﬁmation
de I’eau issue du réseau contaming :
- Les bactéries accumulées au niveau d’un biofilm constituent le premier maillon d’une chaine
alimentaire et ainsi favorisent le développement de macroorganismes
- Certains types bactériens peuvent induire, par leur présence ou leu: ; vité métabolique, une
augmentation de la turbidité, de la sapidité et de I’odeur de I'eais . . |
- Certaines bactéries peuvent accélérer le phénomeéne de co ii;;g‘"fLe terme de biocorrosion
est alors utilisé.
- Les capacités de distribution d’un réseau peuvent ;Iflinuées par I’augmentation des
forces de résistance, induites par la présence de biofilm 4]

-Le biofilm constitue une source de contaminatio ritique et difficile a supprimer. Protégés

dans leur matrice organique, les micro-organismes deviennent résistants aux procédures

standards de nettoyage et de désinfection.

publique. [14]

- Une fraction de Microorganismes

niole ont montré que le taux moyen d’incidents a tropisme gastro-
_ intestinal &tait de 0,1 par-;gg:féonne et par an, dans le cas d’une population générale, pour la

'b‘ég_§_pfﬁmaﬁon d’une’ urespectant les critéres de potabilité. [14]

20

Scanned by VueScan - get afreetrial at www.hamrick.com



Scanned by VueScan - get afreetrial at www.hamrick.com



Chapitre IT Dangers microbiologique liées a 'usage des douches

I- Les maladies infectieuses provoquées par les douches publiques :

U 1 -Définition et évolution des maladies infectieuses :
Une maladie infectieuse est une maladie provoquée par la transmission d'un microorganisme :

| virus, bactérie, parasite, champignon. , constituent un probléme de santé publigue. [30]

Dans la nature, des maladies infectieuses se développent chez tous lgs organismes vivants

(animaux, végétaux, fongiques, micro-organismes). Leur mode de transmission est variable et

&

dépend de leur réservoir (humain, animal, environnemental) et parfois:

vectorielles).Elles sont plus ou moins contagieuses . [60]

Elles peuvent se manifester sous forme de poussées soudainies et brutales appelées épidémies.

Elles touchent alors une part importante de la popﬁl 1, puis disparaissent, quelquefois

pendant treés longtemps. Au contraire, seule une : ble proportion de la population est
atteinte, maintenant en permanence un foyer infectieux. On dit que la maladie est endémique.
1]

Le développement d'une maladie infectieuse se déroule en pl.iiis'iégrs étapes :

* Une période d'incubation : généralement silencieuse, elle correspond a la période qui

sépare le moment ou le germe se fike sur I'hdte et le moment ol celui-ci manifeste les

premiers signes cliniques de l'inféction.

esque foujours de-eourte durée, elle est marquée surtout par

des signes généraux aux iﬁféctions (fievre, co batures etc.).

- contamination de.'homme se fait par voie aérienne, par inhalation de gouttelettes

 deat d’un diamé férieur a 5 pm contenant des bactéries (legionella, mycobacterie non

i Berculose)__eii uspension dans l'air. Les installations d'eau en cause sont : douche, robinets,

spas, fontaines.

21
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Les germes se transmettent lors d’un contact propice entre les muqueuses du nez et de la
D bouche, les principales maladies provoquées par cette voie: la légionellose, infections

pulmonaires provoqués par MNT.

> La legionellose : Est une infection respiratoire provoquée par des bae;"rles“r appelées
5°C et 42°C.

r legionelles qui proliferent en eau douce a des températures comprises ent
L’infection présente deux formes :

- Une infection aigué bénigne appelée fievre de Pontiac, guéri 'spontanément sans

traitement en 2 4 5 jours. :
- Une infection aigué pulmonaire grave, pouvant entraine Tle déces dans un peu plus de

15 % des cas, appelée maladie du légionnaire. g
La legionellose est une maladie soumise & déclaration_obligatoire aux autorités sanitaires
depuis 1987. [4]
Le Tableau N°01 résume les caractéristiques respe de la maladie de legionellose.

Tableau N°01 : Caractéristiques cliniques -'fre‘specﬁves de la maladie de legionellose

Cause Diverses especes de Leg;onella frequemment Legionella pneumophila,
sérogroupe L.
Transmission L’infection résulte de I’inhal
Les bactéries vivent dans’l?

ion "('ie vapeurs ou de bruthes contaminées.

€t colonisent le anahsatlons d’eau chaude
4 20-50°C (optimum__jfﬁ_ C). Elles contamis ent_ lés colonnes de refroidissement des
systémes de climatisation; {es systémes d’can
humidificateurs, les: ba sd’eau bou1110nﬂante et autres conteneurs d’eau.
11 n’y a pas d¢ transmissi
Nature de la maladie | La legionellose existe sous deux formes cliniques différentes :

m La maladig-des legionnaires est une pneumome bactérienne aigué avec
apparition: bm‘tala de symptOmes associant anorexie, mauvais état général,
myalglgs cephaiees et fiévre en hausse rapide, qu1 evo]ue vers la pneumome,

i use augmente avec I’dge, en particulier chez les
dejﬁ atteintes d’une affection pulmonaire chronique

Répartition
__geographzque

chez des adultes mmunodéprimés et des adultes immunocompétents.
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Concernant ces infections pulmonaires & MNT issu d’une inhalation d’aérosols

contaminés dans les douches publiques, les locaux infiltrés d’eau et méme des

hospitalieres sont des licux de contamination par voix aériennes décrits au:Canada, en

Australie, en Finlande et aux USA. [37]

Les caractéristiques respectives de l'infection pulmonaire provoquée par MN'I‘\- '_nt résumées

Tableau N°02 : Caractéristiques cliniques respectives des Infections pulm naires provoqués par
MNT . [62]

Cause Complexe aviaire (M avium et M intracellulare), M kansasii, complexe M. abscessus,M.
Xenopi. i

Mode de L’infection résulte de I'inhalation de vapcurs con minées par MNT

contamination '

. .cf.é;;eloppement idéal 8 MNT

Réservoir -Les pommes de douche peuvent offrir un mi eu
responsables de pathologies respiratoires.
-Dans les réseaux de distribution d’eaux chaude: ‘surtout si ceux-ci présentent des zones
de ralentissement du flux ou des bras mgﬂs ui‘favorisent la formation de biofilms

Symptomes Atteinte bronchique chronique avec tows séciie est présente chez presque 90% des

patients. 23]
la fatigue, la fiévre et la perte de poids ;sont moins fréquemment décrites qu’avec la
tuberculose
souffle court, faiblesse et j’en pasée.
Les Personnes a -Les patients présentant une pathplog:e pulmonaire: pre&iab]e séquelles de tuberculose,
risques pneumoconiose, bronchectasies, cancer broncho { rhonaire fibrose pulmonaire, etc.

-Personnes dgées
-Femmes enceintes

2-2- voies digestives : De tr¢

pathogenes tels le (iardia,

transmcttent généralement p

_ __-a,___a ec 100 000 a 120 000 déces. La breve période d’incubation, de

mlllmns de cas de ch"

ieures a cing jours, :Ig_éiﬁforce la dynamique potentiellement explosive des épidémies.

23
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Le Tableau N°03 résume les caractéristiques respectives de la maladie de choléra. [6]

Tableau N°03 Caractéristiques cliniques respectives de la maladie de choléra.

Cause le bacille Vibrio cholerae.

F Mode de par contact direct avec les mains d’un malade - ou d’un porteur sair

A contamination ingestion d’eau ou d’aliments souillés par des déjections de malade.

Facteurs favorisant | mauvaise hygiéne, malnutrition, inondations. '

n Pinfection

L Période quelques heures a 6 jours selon la dose de bactéries ingérées. -
d’incubation
Symptomes Diarrhée aigué aqueuse (souvent comme de 1’eau de riz, souvent avec une odeur

de poisson) avec ou sans vomissement, avec ou san§ _éshydratanon sévere ou
déces, chez un patient de plus de 5 ans. \

P En effet si des adultes ou enfants de plus de 5 ans'sont affectés, il y a une forte
suspicion d’épidémie

de choléra qui nécessite d’étre investigude.
Autres signes Douleurs abdominales sans ténesme. Pas de température.

> Amibiase : Est une maladie infectieus 4 un parasite microscopique, un

protozoaire hématophage dénommé Entamoeba ytica, transmis par l'eau contaminée.
Elle entraine une infection gastro-entérite de type__:dysentérique (diarrhée accompagnée de

sang et de mucus), qui se propage sur un mode épidémique et fait de trés nombreux morts

Figure N°03 : Parasitose : amibiase. [64]
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o Le Tableau suivant résume les caractéristiques respectives de la maladie de I’amibiase
D Tableau N° 04:Caractéristiques cliniques respectives de la maladie de I’amibiase. [25] o
‘ ] Cause Le protozoaire Entamoeba histolytica. :
Transmission L’infection se transmet par la voie féco-orale, soit directement de pe

L o

a personne soit indirectement par la consommation d’eau ou d’aliments
contaminés par des matiéres fécales. ol
Nature de la Le tableau clinique englobe infection asymptomatique, djarrhe' dysenterie,
maladie colite foudroyante, péritonite et amibiase extra-intestinalg;
L’amibiase aigué& se manifeste par une diarrhée ou une dysenterie avec selles
fréquentes, peu abondantes et souvent sanguinolentes amibiase chronique
se manifeste par des symptomes gastro-intestinaux @saoles a la fatigue,

une perte de poids et une figvre occasionnelle. 1.2amibiase extra-intestinale
survient quand le parasite envahit d’autres orgaries, généralement le foie,

ot il provoque des abcés hépatiques amibiens: Les abcés amibiens du foie
s’accompagnent de fiévre et de douleurs.de I"hypocondre droit.

Répartition Présente dans le monde entier, mais plus daue nte dans les zones ou les

géographique pays ou les conditions d’hygiéne sont: auvaises, en particulier sous les
tropiques. ; ¥

Précautions Mesures d’hygiéne concernant I’ eatt aliments. Il n’existe

pas de vaccin.

> La fiévre typhoide : Est une infection a déclaration obligatoire. Elle réalise un

- Le Tableau N°0

resume les caractéristiques

se psis a point de départ lymphatique
respectives la fiévre typhoide. [28]

Cause

Repartition
géographique
source de
contamination
Réservoir
contamination

mampules par des: porteurs soit indirecte par 1’eau, le laitage... efc.
silencieuse et dure de 7 & 15 jours.
. ﬁevle en plateau #39-40°

. doulen.rs abdominales
« taches rosées abdominales

hémorragie intestinale

25
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W
> Giardiase : Est une infection intestinale causée par Giardia Iambha parasrfe
U unicellulaire microscopique. Le parasite qui cause la giardiase se loge dans les mtestms

des humains et des animaux infectés. Le mode d'infection le plus fréquent est?l’mgestlon

N d'eau contaminée. L'infection se transmet de main en bouche par lmgestlondeln()umture

contaminée ou en touchant des surfaces contaminées puis en avalant le 1 rasite sans le

savoir. [6]
Le Tableau N°07 résume les caractéristiques respectives la Giardiase

Le Tableau N°06: Caractéristiques cliniques respectives de Ia Giardiase. [6]

Cause Le protozoaire Giardia intestinalis, appelé aussi-G. lamblia ou G. duodenalis
Transmission L’infestation résulte généralement de 1’ mgestl ‘kystes de Giardia

intestinalis :
présents dans de I’eau (eau de boisson non filirée ou eaux de baignade)
ou dans des aliments contaminés par des CXEretr ents humains ou animaux

infestés :
Nature de la De nombreuses infestations sont asympi;o natiques. Quand ils surviennent,
maladie les symptomes sont pnnmpalement'_"" stinaux : diarrhée chronique (selles

d’abord aqueuses puis graisseuses et liguides), crampes abdominales,
ballonnements, fatigue et perte ¢
Répartition Dans le monde entier
géographique.
Risque pour les
voyageurs

. pied d'athlete ‘La mycose des pieds (figure N°05), également appelée «pied

~ d’athlétey ertalns spécialistes, est une infection provoquée habituellement par des

dennat\_gﬁih}{;gs. Ces derniers sont des champignons microscopiques qui se développent

dans des :__tmosphéres humides et chaude (douches). [27]

26
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4 Retirez le couvercle de la téte de douche, s’il y a un. Le couvercle peut tordre ou

ﬂ casser. Ne le forcez pas si elle semble bloquée. Ce n'est pas une exxgenc 2

pouvez nettoyer la téte de douche avec encore attaché.

B <4 Chauffer le vinaigre blanc sur votre poéle.

I % Verser le vinaigre blanc chaud dans un bol ou un seau. Placez la mime de douche

dans le bol et le plonger dans du vinaigre blanc. Laissez tremper pendant 15 a 20

minutes.

+ Effacer les trous dans la téte de douche avec un trombone 6t un fil mince. Effacer tous

les débris des trous. Rincez la téte de douche de retour dans le vinaigre.

+ Rincer la pomme de douche et couvrir avec de! : chaude. Réinstaller la pomme de

douche et le couvercle. Testez la douche i our vous assurer davoir réinstallé

correctement. [66]

<4 Pour éviter la contamination, il est préfé?'able d’utiliser un pommeau de douche

asthue et de-"Ia:tsser couler ’eau une minute

enticrement métallique plutdt qu’s

Figure N°05 : Installer un pommeau de douche [67]

28
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Le Tableau n°07 : les caractéristiques cliniqueg' res

Cause

Ces mycoses sont dues a des champl.gﬁo ‘dermatophytes ou des levures
(du genre Candida). qui véhiculent'souvent des spores,

Contamination

La contamination se fait trés fré mment dans des endroits humides tels
que les douches. :
Les chaussures trop serrées et qui retiennent la chaleur peuvent également
constituer un lieu de développensent de ces champignons, notamment
lorsque les pieds transpirent excessivement. Par ailleurs, les personnes
souffrant de certaines formes de 1ésions du ied peuvent contracter
facilement la mycose.

Symptémes

Des démangeaisons rotiges au niveau des zones infectées.Ces
démangeaisons se. fout femarquer notamingnt a 1’apparition de I’infection.
Si celle-ci n’est pas t:astee a temps, Ja pé au acqmert une couleur gnsﬁtrc et
forme depctlte cailles sur la reg;on;gonccmee ainsi que sur les régions
cnvironnants:
Siace bl,ddc le patient ne recoit pasiéncore de traitement, la mycose des
pieds Cd_[l_ 6 fiscures au niveau de la peau ot log senaations do doulcur ct
de gmuéiﬁﬂn §' agpraveld cheors plus.

Les endroits les
plus touchés

| Les ongies les orteils, ame --.\axsselles sous le sein

risques

les personnes a.

& Retirer la py Im‘ne de douche. Cela peut nécessiter des pinces ou des pinces étaux. Si
vous utihsez'des outils, placez une serviette ou un chiffon sur la téte de douche pour le

es égratignures et les bosses.

)
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L

e Remarque :

n Si vous ne pouvez pas supprimer la téte de la douche pour nettoyer, remplir un pe ‘sag en

plastique comme un sac a sandwich avec du vinaigre blanc et bien serrer autour de’ a pomme

T ]

de douche. Comme mentionné ci-dessus, faire tremper pendant 15-20 minutes.

2- Nettoyage des endroits des douches:

+ Nettoyer ou remplacer le rideau de douche souvent. Les résidus.de sdvon sur le rideau

peuvent étre des lieux de prolifération des micro-organismes; [83]

4 Frottez la baignoire, Choisissez votre agent de nettoyage d¢ choix et de frotter la

racaille de votre baignoire réguliérement (aprés' cha age), en évitant de laisser de

l'eau stagner et former tartre et moisissures. [68]

+ Nettoyez régulierement la cabine et les paro_i_s?\'dé' ches (figure 06) avec une

solution alliant eau et vinaigre. et répétez cette opération au moins une fois par mois,

comme le recommandent la plupart des fa fii:cdﬁts de rideaux de douche. [69]

s ennemis_des: bactéries, avec une rate de

Le vinaigre est un de plus red utabl
destruction de 85-99%. Essuyez ¢ trempe dans du vinaigre les
surfaces de la salle de bamsle carrelage, versez-en dans les tuyaux. Rincez une fois

“[70]

par semaine les éviers a vettes de vifiai

-+ Lavew les rerviettes e

gooente de bain toutes log somaines.

+ Assurez-vous que 'gspace sous I'éy st toujours propre et sec. Faites réparer les
fuites! :

+ Lavez les pé tes carpettes toutes les semaines.

tilisez du l_j;:lolég_::ﬁ",' du vinyle ou des carreaux comme revétement de sol (plancher)

<4 Utilisez un porte-savon aéré afin d'éviter la décomposition du savon sur le rebord. [30]

29
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W

w—

U
L S
FigureN°06: Nettoyage des parois de douiche [77]
.
i 3-Production d'eau chaude sanitaire :
[ Les réseaux d'eau chaude sanitaire sont des lieux propices a la prolifération des
u Bactéries telle que Legionella, celles-ci se développant a des températures comprises entre 25

r et 45°C. [71] (Figure n°07)

Le risque se situe essentiellement au niveau des douches qui génerent des aérosols pouvant

étre inhalés par les usagers.

* Prévoir si nécessaire des traitements adaptés anti tartre’s t anti corrosion

[ * Maintenis et entietenir lex inslallah

30
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o e e e N e e g e e o

Eau froide

Retour d'ecau Chaﬂd

Figure N°07: Les zones de ptﬁl;fe?ﬁﬁon possible des legionelles [31]

3-1-Matériaux des canalisations :

Les matériaux des canalisations et les ré: rs des douches ne doivent pas
dégrader la qualite de l'eau. |
En particulicr, il cst nécessairé

v didentifier et de suppriner les canalisations en Plomb

v de ne pas utiliser de matenaux pol '::ri\'Ques (Polychlorure de Vinyle ou
Poly¢thylene) dans un heu" oﬁ _sont stockés des produits de nature

organique (solvants par exemgle )

v 1P utiE"ﬁer le cuivre (fig o08) le bronze et le laiton sont ainsi les premiers
matériaux ofﬁmellem 'nt autonses a revendiquer des propriétés sanitaires aux Etats-

Cette reconnaissance est une étape importante pour I’utilisation du cuivre

comme agent___..aﬁ%ibacterien.
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e e e

Le cuivre utilisé en tant que matériau de canalisation permet de : .
Limiter la prolifération des legionnelles et de ralentir la formation du biofilm, inaétWé_s\-,les

virus de la famille /nfluenza, réduisent le risque de contamination de I’eau par___l_ es bactéries

Escherichia coli ou Listeria et tue la totalité des champignons ou bactéries stqpizyfocogues en

moins de 2 heures par simple contact. [26]

_rcflﬁinet, filtres de douche, flexibles de douche, au minimum une fois
ar-an et les remplacer si nécessaire : détartrer dans une solution a pH

32
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L=

acide telle que acide sulfurique, vinaigre blanc.....). La mise en place
n d'une stratégie de renouvellement régulier et fréquent de ces disposiﬁfs’;-—-,_‘___,

dans le cadre d'une action planifiée parait & encourager.

L @ Procéder a des chasses aux extrémités des réseaux, sur tous points bas, toute

zone et tous points d'usage a faible utilisation.

¥ @ Observer les tubes témoins pour évaluer le niveau d'entartrage ou de.corrdsion.

@ Fonctionnement saisonnier et (ou) irrégulier de I'établissement.

[0 Un soutirage d'eau est nécessaire lorsque les chambres ot lieux restent

inoccupés pendant plusieurs jours et tout particul ement avant la mise a

disposition a un nouvel occupant.

00 Dans les établissements a fonctionnement saisonnier, il doit étre procédé,

avant la réouverture, & un nettoyage: plet des réservoirs et des
éléments de robinetterie suivi d'un écoulement prolongé a tous les points

d'usage.

3-3-Pour I’eau :

%+ Si vous étes préoccupé par les bactéries dans I'eau elle-méme, vous serez heureux de
pep _ .

savoir que presque toutes les mupicipalités des tatsUms utilisent un procédé de

chloration pour désinfecter I'approvisionnement public en eau, éliminant pratiquement

tous les organismes pathogeénes dans I'eau
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Matériels et méthodes :

I- Matériels :

Matériels et Méthodes
ﬁ

Le matériel utilisé dans la partic expérimentale est représentés dans le tableau suivant ©

(Tableawu N°8).
Tablean N°08 : Matériels utilisés dans potre travail.
Appareillages les milieux de Les réactify et les Autres matériels
culture colorons utilisées
-Autoclave. -Gélose nutritive, -Laleool, - Etiquettes
-Etuve. -Gélose Hektcen. -Fuchsine. )
_ . -Anse de platine.
-Réfrigérateur. -Gélose Chapman. -Huile de cedre.
«Gélose Sabouraud. | -Lugol. -Bec bunsen.
-Milieu TSL -Réactifs de Kovacs. | -Boite de pelri
-Citrate de Simmons. | -Réactif de TDA. stériles
-Clark et lubs. -Rouge de méthyléne, | -Ecouvillons.
-Mamnitol mobilite. -Violet de Gentiane. | -Micro pipetie.

~Urée- indole.
-King A et King B-

-Bouillon nutritive.

-Eau peptonée

tamponnée.

~Voges-Proskauer

(VPL, VPII).

-Tubes a hémolyse.
-Systéme Api 20 E.

Verrerie :

-Lames et lamelles.

-Pipettes Pasteur.
-Tubes 4 essal

stériles.
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IT- Migthodes :
1- Cadre d'étude :

L’objectif de notre travail est Iisolement et identification des micro-organismes
provenant des douches publiques, afin de vérifier le niveau d*hygiéne dans ces endroits qui
peuvent &ire la cause de la propagation de plusieurs maladies hydriques.

Notre travail a porté sur deux cabines de deux douches différentes :
-La premiére chambre se situe dans une douche qui setrouve dans le centre ville de Guelma.
-La deuxiéme chambre se situe dans une douche de la région d’Ain Makhlouf,

Nos analyses out ¢té effectuées au niveau de laboratoire de microbiologie du département

de biologie a université 08 Mai 1954 de Guelma.
2- Echantillonnage et méthode de prélévement :
2-1-Echantillonnage :

Les cchantillons ont été prélevés & partir de deux douches affectons plusieurs

endroits détermings selon le tableau suivant : (Tableau N°09)

Tableau N° 09 ; Présentation des sites de prélévement.

Douche Naoméro de préievement Site de prélévement
P01 2 Pomume de douche
Douche 1 P02 Robingt
FO3 Mur
ro4 Bang
P oL’ | Porime de douche
Douche 62 ' P02’ Robinet
POy Mur
P04’ Tasse
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Figure N°09 ; Les points analysés dans deux douches.
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2-2-Méthode de prélévement :

Les prélevements ont &t réalisés 4 I"aide des écouvillons stériles rigourcuses et
humidifie avec I'eau distillée stériles que I'on frotiait directement sur les surfices i
analysées. (Figare N° :09)

Remarque : Les prélévements ont été étiquetés (la date, site de prélévement, et le nom de
douche).

3- Meéthode d’analyse : (Figure N° 10)
3-1-Enrichissement

Aprés avoir effectiés les différents prélévements, les écouvillons sont infroduits dans
des tubes d’eau peptonée tamponnée. Les tubes sont ensuite acheminés au laboratoire dans un
delai qui n'a pas dépassé trois heurs ou ils ont incubés 4 37°C pendant 24 4 48 heures.

Ecouviilan
‘Eaupgpmnée fanpomss
. | 1
n u

Figure N°10 : Méthode d’enrichissement

3-2-Isolement :

A partir des milieux d'enrichissement rious avons ensemencé plusienrs milieux de culture
gelosés afin d’isoler le maximum des microorganismes présents sur les surfaces analysées.
L ensemencement a €té effectuée qui se fait par stries transversales sur des boites de pétri
contenant les géloses suivants : (Figure N° 11)
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B ————— - ————

# Gelose Nutritive : est utilisée dans le cadre de la microbielogie pour la cuiture d une
grande vari¢ié de microorganismes (Salmonella, Pseudomonas, Escherichia coli,
Yersinia, Shigella, etc.....), Lutilisation de ce milieu doit conduire 4 |’obtention de
colonies bien isolées. [41]

b T
» Gelose Hekteen : est un milieu sélectif permettant l'isolement et la différenciation des
entérobactéries pathogeénes.

En présence de thiosulfate de sodium, les microorganismes producteurs de sulfure
d'hydrogene réduisent le citrate ferrique ammoniacal et se manifestent par un noircissement
dit 4 I"apparition de sulfure de fer au centre des colonies, [45)

-Laspect des microorganismes sur 'Hekteen est représenté dans le tableau suivant :

Tableau N°10 : L’aspect des microorganismes sur le milieu Hekicen

Caracienstiquss Microerganismes
e . Eschenoia coli Citrobacter. Klebisiella,
Colomes jaune saurmon Enterobagter Arizona, Serraila
Colomes jaune saumon & centra noir Froteus vulgatis
Colonies vertes & centre noir Proteus mirabilis, Salmonella
. . Shugelta, Salmanelia. Providenosa,
Calonie vertes ou bleualres Pralteus norgani, Proteus rettgen
Petites colonies bleues ou brunéires Pgeudomonas (oxydase positive)

4 Gélose Chapman: est un milieu sélectif pour lisolement et la numération des
staphylocoques. Tl permet également de différencier les espéces fermentant le mannitol
de celles qui ne le fermentent pas. S8'il y a fermentation, cela induit une acidification
qui entraine une coloration jaune du miliew en présence de rouge de phénol (indicateur
de pH).

La sélectivité de ce milieu est basée sur la présence de chlorure de sodium qui inhibe
Ia plupart des bactéries & Gram (+) ¢t & Gram (-). [41]

¢ G¢elose Sabouraud : est un milieu peptoné et glucosé permettant la croissance des
levures et des moisissures, et constitue un milien classique pour la culture, Isolement
et l'identification des levures et des moisissures saprophytes ou pathogénes.

Elle est recommandée essentiellement pour l'isolement des moisissures dans les
prelevements peu chargés en bactéries, les contrbles de sterilité des produits
pharmaceutiques, cosmétiques ou alimentaires, la culture des moisissures en vue de
réaliser leur identification. [38]
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=

le protocole expérimental de notre travail est représenté dans le schéma suivant :

1. Préléyement par écouvillonnage

~——» Ecouvillon stérile et bien fermé

2. Enrichissement : Eau pépionnée tamponnée

I ——— Eceouvilion

10 ml d'eau peplonnee lamponnée

3. Incubation i 37° pendant 24 heures

4, Isolement

GN  SABOURAUD CHAPMAN

& A

5. Incubation 3 37° pendant Z4 heures

{

6. Identification

Figure N° 11 : Le protocole expérimental de I'analyse microbiologique des douches..
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=S, —— — — — — — — —— |

v"  Technigue d'ensemencement :

L’inoculum est préléve 4 l'aide d'une I'anse de platine dans des conditions d‘asepsie
rigoureuses & partir des milicux d’enrichissement, il est déposé sur un point périphérique de
la gélose puis disséminé par des stries sur toute la surface, les boite sont marquées puis
incubées 4 37°C pendant 24 heures.

3-3- Identification ;
3-3-1-Aspect macroscopique ;

L’identification des germes est basée sur 1’observation de 1’aspect magcroscopique des
colonies obtenues & partir des différents milieux d’isolement, cette observation servira de

moyen d’orientation pour une identification plus approfondie.
3.2.2-Aspect microscopique

A partir des colonies suspectes sur les différenis milieux gélosés on réalise un examen
direct a 1"¢tat frais et aprés coloration.les buts et les méthodes d’examen microscopiques sont

représentes dans le tableau suivant. (Tableau N211)
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Tableau N°11 : les buts et les méthodes d’examen microscopiques.

Examen direct a I’étal frais

-

Examen direct aprés coloration

Le but d"examen

~Permet de connaiire la
forme, la taille, la mobilité ef
'abondance des bactéries
ainsi que leur mode de

groupement.

["Coloration de Gram

- Cette technique wraditionnelle @ pour buf de déterminer
I"aspect microscopigue de la bactéris 1 la nature de sa
paroi (Gram+ et Gram -), on peut observer la disposition
des germes et leur morpholagie (cocei, hacille,
coecobacille). [15,20]

La méihode

~Déposer aseptiquement sur
une lame porte-objet
(propre) une goutte deau
physiologiqre.

~prélever 2 I'aide d'une anse
de platine stérile une colomie
a4 partir do milfeu gélosé,
I"émulsionner dans la goutte
+ puis recouvrir d’une
lamelle en évitant la
formation de bulles d*air
Lectuve : faire I"'observation

microscopigue (X40)

Préparation d'un frotiis :

Avant tout-coloration il faut réaliser un frottis
-Déposer surune lame propre une goutte d’san stérile.
~Prélever a |'aide de I’anse de platine une colonie
bactérienne.

-Mélanger afin d"obtenir une suspension homogéne.,
-Realiser 2 fromis en partant du centre de la lame en
décrivant avec I'anse des mouvements circulaires se
fagon & obwenir un étalement.

-Sécher et fixer le frofiis au dessus de la flamme du
bec bunsen. [15,20]

A partir de la culture @ étudier préparer un frottis,

- Réaliser une coloration simple au violet de Gentiane,
laissé agir pendant 1 minute, rincer & ['sau.

- Ajouter Je Lugol et laisser agir pendant | minute.
-Rincer 4 ["eau courante,

- Laveér a "eau puis & alcool @ 95° , rincer 4 l'eau.

- Recolorer avec la Fughsine, laissé agir pendant 30
sécondes.

-Rincer a I'eau courante égoutté puis sécher au dessus de la
flamme de bec biunsen.

-Observér av microscope & immersion aprés avoir déposer

une goutte de "huile de cédre au centre de la lame (X100).

15, 20]
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%

3-3-3-Etudes des caractéres biochimiques :
¢ Les entérobaciéries :

A/l Les enzymes respiratoires ;
4 Tesi Catalase : [13]

La catalase est une enzyme qui dégrade [’eau oxygénée en eau et oxygéne libre qui se dégage

sous forme gazeuse selon la réaction suivante : 2 H:0s ———» 2 FLO + O

Le tableau suivent explique le test de catalase :(Tableau N° :12)

Tablean N°12 : Les caractéres de test cataiase [78]

Caractéres

Aspect du | Aspect du test

| Techmiques recherchés | ROOMA o ngoatif|  positif |
Apparitionde | '

: ' bulles, .
dégagement
gazeux de

' dioxygéne :

-Sur-une lame propre et séche catalase (+)
déposer une goutte d'eau -La catalase .
oxygeénée a 10 volumes, “Pas de bulles :

-A I"aide d’une pipette Pasteur Ce testest & 1a catalase )
boutonnée, gjouter I'inoculum. base de |
-Observer immédiatement.  |"identification
[21] des baciéries
Gram +. [12]
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w* Test Oxydase :

L'oxydase : enzyme intervenant dans divers couples d'oxydo-réduction. La recherche de
la. phényléne-diamine-oxydase qui agissant sur un substrat incolore, entraine la formation
d'une semiquinone rouge. Cette derniére trés instable, s'oxyde rapidement en donnant un
composé noirétre, (Tablean N°00), [16,25]

Ce test est a la base de I'identification des bactéries Gram (=) et permet de mettre en
évidence une enzyme : la phényléne diamine oxydase des bactérics a partir de leur culture en
milieu gélosé. Cetie enzyme est capable d’oxyder un réactif : le N diméthyl paraphényléne
diamine (Tablean N° 13) suivant.

Tablean N°13 : Les caractéres de test d'oxydase.

Techniques | ﬁi‘;‘ggﬁ: | Résultats Aspect du test négatif |

| !

-Sur une lame propre -8i la colonie prend

et stérile dépose un une teinte rose,

disque d’oxydase -La phényléne wviolette. Le germe

ensuite prépare une  diamine posséde une

suspension bactérienne oxydase. oxydase : le test est

a partir de la colonie positif.

voulue et déposer une
goutte de la suspension ; | Aspeet du test positif
sur le disque. [16, 25] ‘
- 8i la colonie reste .
. incolore, le germe
ne posséde pas

d’oxydase: le test - = |
est négatif. h.

a3
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%

B/ la galerie biochimigue classique :
Nous avons ufilisé la galerie biochimique présentée dans le tableau suivant

Tableau N°14 : les caractéres de la galerie biochimique

Milieu L'ensemencement Ca_raé‘tém recherches Résultat attendu
-Ensemencer -Utilisation du glucose. | -Virage de la couleur vers le
abondamment la ) jaune : glucose, lactose et

. . -Uilisation da - .
surface par des siries saccharose positif (+).
. . saccharose, [25] ) .
serrées, puis le culot -Formation de tache noire:
| TSLqui- | P simple piqire. -Utilisation du lactose. (H;8")
sar i _ . -Bulles de gaz dans Ie culo
sugar_iran) -Mettre a létuve 24h a | _Production HaS, g s N
o ' ' parfois méme une suréléyation
37°C. _ o
-Production du gaz. de la gélose : Gaz(+).
“
N | ‘
-L'ensemencement de | -Utilisation du citrate | - Virage de I'indicatenr de pH
la pente se fait par une | comme unique source de | au blew. (17]

strie longitudinale, au | carbone est une utilisation
fil droit, & partir d'une | aérobie ef se traduira par

Citrate de | SUSpension une alcalinisation du
Simmons | Dactérienne. - Ne pas | milieu. [17]

visser le bouchon 4
fond, afin de permetire
les échanges gazeux.
Incuber pendant 24
heures voire 334 jours,
a37C". [35]
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Suite de tableau N°14:
Milicu L‘éusemenceme'nt Caractéres recherches Résulfat attendn
-Ensemencer largement. | -Production de "acétone. 1. Test VP
-Inguber 24h a 37°C -La réeaction de Voges Rouge . VP+ / Jaune VP
Proskauer (VP) consiste 4
1. test VB AT _
' | ‘mettre en évidence, par une
-Ajouter 10 gourtes réaction colorée, e /
d’alpha naphtol et le bitanediol ef 'acétome. U
Clark et N _
méme volume de soude N L .
luabs -Miseen évidence de la voie |
concenirée(on de |, . .
des fermentations acides =
558 )
potasse) mixtes par le test RM (au .__,J
-Attenidre queldues mi rouge de méthyle).
Attendre quelques min a . 2. TestRM
1 heure.
. . Rouge :RM+ / Jaune M
2, TestRM
-Ajouter 2 & Sgouttes de
rotge de méthyle
-La lecture est
immédiate. [35]
-Emsemencer par pigure “Mannitol i -Caractére mannitol : Apparition de |
centrale & laide d'un fil couleur jaune,
. -Mobilité
droi, Mobilité |
- - -La mobilité : les bactéries trés
Maniil -Incuber pendant 24h 2 [801 mobiles peuveni se déplacer dans
Mobilité | T° optimal. [35) Ia gélose molle ; (formation d'un
voile autour de la piqure). [35] .
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Suite de tablean N°14:

Matéricls et Méthodes

amino-4-benzaldéliyie
nnntamit dqns la réartif de
Kowacks réagit avec
Vindols, produll de M'activité
de la tryptophanase, et
forme un compaisé coloré en

rouge.

Milieu | L’ensemencement | Caractéres recherches Résultat afiendu
“Ensemencer largement, | - I'uréase, enzyme B
Incuber 24h 3 37°C. hydrolysant I'urée, activité o
" v -A ..-\t- e . --le -
i dircctement défectable par le | TV o (€ COUCUF TOSe
Tesi dindole i Urgase (+).
S suivi de l'alcalinisation [321 )
- Aprés incubation of
-ajouife 4 J culiure le
téactifa IMindale de -Formation @"indole -
KOW&C‘J(S.
la tryptophanase, aprés
addition du réactif de
Urée R r )
Kowacks, Le diméthy)-
uidole

Test postlf: Apparition d'un

anneau rouge & la surface ! indole

(#). 132]
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C- Ls tests complémentaires ;

v Recherche de la Béta-galactosidase (ONPG) :

La recherche de B-galactosidase ou test ONPG (Ortho-nitro phényle B-D galactosidase)
permet de détecter I'enzyme capable de scinder la molécule de lactose positive, des bactéries
lactose négatives. Ce test est pratiqué uniquement pour toute bactérie lactose (-), en 24 h sur
milisu solide. [78]

Le tableau suivent expliqu '»te de I'ONPG : (Tableau N° ;13)

Tableau * Les caractéres de test Béta-galactosidase.
i Caracteres . o Aspect du test Aspect du test
Techniques recherchés Rezltats négatif | l'in:isiftif ,
On utilise [PONT™ ) T o
Ortho-Nit -
Galact S - une p- '
galactoside-
A parirr . Milieu perméase  -Milieu l '
lagtosce membranaire jaune ; '
' ONPG +
-Réaliser une suspension
¢épaisse des bactéries > %es | ,
Ieri eau distillée. - ung p-
f 4dlactosidase ,
-Ajouter avec une | ne
flambée mais refroids -Milieu sans | |
disque imprégné d ON. w. couleur :
ONPG - .

l—lr_i'cuber 30 mina 37°C.

~l4 majorité des réactions
.
positives sont observées

entre 15 et 30 mn, .

v Test TDA:

La désaminase agit sur le L-tryptophane en donnant I’acide indole-pyruvique : I’acide

indole pyruvique donne avec le perchlorure de Fer une coloration brune rouge. [78]
Le fest est réalisé sur le milieu urée-indole selon le tableau suivant. (Tableau N°16)
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Tableau N°16 : Les caractéres de test TDA.

L Caractéres _— Aspect du | Aspect du test
J Feelntiques ] recherchés J Remltnty test négatif positif [
r—Pal':e une FL& tryptophane  -Obtention d'un | ]
suspensnon en désammase (TDA), précipité brun el L |
n:uheu Urde- aprés addition de foncé : TDA (+) |
indole. chiorure de Fer I11: le ' |
| | #7&1 111 forme un ~Absence de | | ‘
i-l'z'tuver complexcavecle  précipité avee oo
! produit de l'activité  couleur de miliew =,
_‘Ajome2ou3 delaT .Tcide :TDA() T
~ gouttes du réactif mdole- que, | H
de TDA. comp  lécelable o I -

par (mation d'un
T puié marron. [32] |

v Te.

. : Décarhoxylase ODC, LDC et des dihydrolase ADH bactériennes

 Le diagnostic différentiel des especes appartenant aux familles des Enrerobacteriaceae,
Vibrionaceae et Pseudomonadaceae, est souvent facilité par la recherche de la lysine
decarboxylase (LDC), de I'ornithine décarboxylase (ODC) et de l'arginine dihydrolase (ADH).

Les deux types d'

ymes ont été rassemblés parce que leurs techniques de recherche sont

identiques. De plus, €1 ce =ui concerne I'ADH, la technique utilisée ne permet pas de

distinguer entre deu.s s enzymatiques : V'activité dihydrolase et l'activité décarboxylase.
Tableau N°17;  caerche des lysines, ornithine Décarboxylases : LDC f ODC.
i Caractéres, e s Aspect du fest | Aspect du test
J - Technigues " ech:rches‘ Bésulewts négatif | positif
-t EUne bactérie non i J
dr orbpe < décarboxylante utilisera les
-Ensemencer le milieu de ase; peptones du milieu, et produira
Moeller avec une goutte de des acides organiques ainsi que

suspensxom Agiter (s1 |e tube LDC
n'est pas plein le recouyrir de |
Ivaselmre sterile).3 tube confenant IIODC
respectivement;

* Milieu Moeller(Témain),
*Mlheu Moeller +lysine(LDC)
*Mogller+orithine(ODC)

-Fermer le tube entiérement afin
de eréer une anaérobiose
relative. Mettre & [étuve 24

heures 437°C. |35]

des bases faibles comme
I'ammonizc, ; Le miliew
deviendra jaune.

-Une bactérie décarboxylante
aprés avoir utilisé le glucose va
produire du dioxyde de
‘carbone et des amines.
1.'alcalinité des aminies est
importénte; &f le virage de
I'indicatenr de pH sera gbteno
le milien restera violet.
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D- Etude des caractéres biochimique par la galerie API 20E :

La galerie API 20 E est un systéme standardisé pour lidentification des
Enterobacteriaceae et autres bacilles & Gram négafif non fastidieux, comprenant 20 tests
biochimiques miniaturisés (fig.12), ainsi qu'une base de données. [29]

* Principe :

La galerie API 20 E comporie 20 micro-tubes contenant des substrats sous forme
déshydratée. Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne. Les réactions produites
pendant la période d’in hation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par
I"addition de réacti’ 4 lecture de ces réactions se fait 2 l'aide du Tableau de Lecture et
l'identification e nibtenue a I'aide du Catalogue Analytique ou d'un logiciel d'identification.
128

A [ AR

l

- Pt s -

Figure N°12 : Galerie API 20E,
»  Mode opératoire :
L’opération s’eflect  selon les étapes suivantes * [29]

v Réunir fo.ul ¢t couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau
distillée dans les alvéoles pour créer une-atmosphére humide.
v' Remplir tubes et cupules des tests : [CIT |, [VP |, |GEL|, avec la suspension
bactérienne. x
v Remplir uniquement I ibes (et non les cupules) des autres tests.
v Créer une anacrobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, HsS en remplissant
leurs cupules avec I"huile de paraffine,
v Refermer la boite d’incubation, coder ¢t placer 4 37 °C pendant 18-24 heures. [29)
@« Lecture:
Noter sur la fiche de résultat toutes réactions spontanées. Si le glucose est positif et/ou si 3

tests ou plus sont positif : révéler les tests nécessitant I’addition de réactifs.

v Test VP : ajouter une goute de réactif VP1 st VP2, Attendre au minimum 10 minutes.
Une couleur rose franche ou rouge indique une réaction positive.
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v Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron foncée indique une
réaction positive.
v Test IND : ajouter une goutte de réactif de Kowacks. Un anneau rouge obfenu en
2minutes indique une réaction positive. [9]
La lecture de ces réactions se fait selon le profil numérique & I’aide du catalogue analytique
API 20E.

¢ Tdentification ;

4 Avec le tablean d entification :
Comparer les réaction.. otées sur la fiche de résultats avec celle du tableau ;(annexe)

<+ Avec le catalogue analytique : _
Les tests sont regroupés en groupe de 3, et une valeur (1.2 oud) est indiquée pour chacuii.
Additionner & I"intérieur de ehaque groupe les nombres correspondants aux tests positifs.
On obtient un nombre 7 chiffres qui sert de code d’identification. [23]
<4 Avee un logiciel d*identification, [81)
e Les Staphylocogues :
1-Isolement sur le milieu Chapman :
<4 L’aspect mar roscopique :

Les colonies des staphylocoques sont petites, plates, rondes, lisses et jaunes.

» Les souches de Staphylococens aureus formeni des colonies Juxuriantes ef élaborent
leur propre pigment. Les colonies s’entourent ¢n 24 4 48 heures d’une auréole jaune

due a la fermentation d  mannitol,

* Les souches de Staphylococcus epidermidis donnent naissance a de petites colonies
qui, dans la majorité des cas, rondes ; lisse et opaque et pigmentation avec un diamétre

de 12 2 nm, se développent sans modifier la teinte du milieu.

Ce pendant il faut noter qu’une minorité non négligeable de souche de Staphylococcus

epidermidis est capable de fermenter le mannitol. [24]

4 Mannitol :

La fermentation du mannitol se traduit par le virage de couleur du milieu au jaune.
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2-lTdentification par la coloration de Gram :

- Les staphylocoques apparaissent 4 1’examen microscopique © des cocei a Gram (+)
regroupés en diplocoques ou en petits amas (grappes de raisin).

3- Recherche des caractéres biochimiques : (Tablean N°18)

Suite au manque de I'API Staph, 1'identification biochimique des staphylocoques & été

réalisée par la galerie classique.

Les tests d'identification sont réalisés comme ceux déja effectué pour l'identification des

entérobacterics.
4 Test Catalase :
Toutes les especes de genre Stephylococcus sont catalase positives.

Tableau N°18: Caractéristiques des souches de staphylocogues les plus fréquemment

isolées:
Staphylocogne Aureus intermedius | Lpidernidrs | Saprophyticus
Mannitol + = = +
Coagilase + - - -
Catalase + + 4 "

¢ Les Pseudomonas : =

1-Identification par la coloraiion de Gram :
Les Pseudomonas apparaissent a I'examen microscopique : Bacille 4 Gram(-)
2-Recherche des caractéres biochimiques :
= L’identification biochimique des Pseudomonas a été réalisée par la galerie classique.

»  Les tests d'identification sont réalisés comme ceux déja effectué pour l'identification
des enteérobactéries.
® Powr la confimation de Pseudomonas aeruginosa, procéder awx différents tests

biochimiques d'identification communs, tels que la recherche des enzymes
respiratoires (catalase, oxydase), de 'ADH, LDC, ODC

51


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

Chapitre HI Marériels et Méthodes
= —————— -  — 1

En outre effectuer un test plus spéeifique a I"identification de Psewdomonas aeruginosa,
El qui consiste d "

+ La recherche pyocyanine et pyoverdine des pigments spécifigues :
= Principe :

L'¢laboration des pigments est influencée par la composition du miliew, ce qui justifie
l'utilisation de deux milieux différents : King A et King B. (Tableau N°19)

- la production de pyocyanine, due spécifiquement & Psewdomonas aeruginosa, est
favorisée par la présence d'ions inorganiques et de certains acides aminés qui
composent le mi'ieu King A

- la production de pyoverdine, caractéristique-du groupe fluorescent, dépend de la
nature des peptones, et favorisée par la teneur élevée en phosphate présents dans le
milieu King B. [17]

Tablean N°19 : Les caractéres de test King A et King B.

' La production de pigment

' Caractéres |

fochmigues recherchés | - est positive (+)
Laprésence des  King A |King B
pigments
- Les milieux de diffusibles se .

KingAetB  fraduit par
-A "aide d’une anse de permettent de  l'appanition d'une

: _ différencier  ‘couleur qui peut |
platine en ensemences |

| entre les diffuser sur toute la
les deux milieux King ‘différences- pente: |
e .. Espéces du .
A et King B en faisant senre -Sur le milicn i

une strie meédiane a la IPseudomonas. King A : couleur
| bleu done présence |
de pyocyanine.

La production de pigment

|
surface de la gélose. est négative (-)

- Fermer les tubes sans
~Sur le milien

serrer-et incuber a 37° . _ .
King B : couleur

C pendant 24 h. [1] . jaune-vert
: fluorescent sous
UV done présence !
de pyoverdine.
NB: S

- Deux examens microscopiques sont effectués : Pexamen direct entre lame et lamelle (il

permet d’observer la mobilité des germes) et la eoloration de Gram.
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ﬁ

- Recherche de la pyocyanine : pigment bleu caractéristique de Psewdomonas aeruginosa
responsable de la teinte bleue intense des milieux de culture : sa production est favarisée
sur milieu de King A
- Recherche de la pyoverdine : présente une teinte vert fluorescent (P. fluorescence) est
souvent masquée par la pyocyanine, sa production est maximale sur milieu de King B.
1391
% Levures et champignons »
Par manque de moyens, I'identification des levures et des champignons a été basée sur :

les caractéres macroscopiques et microscopigues.
& Caractdres macroscopiques
-Description du recto de la culture, aspect, couleur

-Description du verso de la culture, couleur. existence de crétes, présence de pigment qui
diffuse dans la gélose.

-Délai de culture.

-Aspect de la colonie: plate ou surélevée, plane, plissée ou cratériforme, glabre, platreuse,
poudreuse, granuleuse, duveteuse ou floconneuse. [82]

<& Caractéres microscopignes: examen des organes fongiques;

-Noter la présence, I'abondance et la forme des filaments myeéliens, arthrospores,
microspores ( microconidies), macrospores (macroconidies), formations omementales (vrilles,

organes pectinés, organes nodulaires, chandeliers faviques). [82]

-Les organes et fructifications des champignons soni étudiés :
v" Le thalle lévuriforme ou filamenteux
v L'appareil sporifere végétatif et leur mode de formation

v" 1'appareil sexué périthdces ef ascospores. [40]
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_ ChapitrefV _____________________Réuliseadiscussion__

1-Résultats de Penrichissement :

Les résultats de I’enrichissement apparaissent aprés ane culture de 24 heures, ouon a
constaté un trouble au niveau de fous les qui signifié une croissance bactérienne,
(Figure N°13).

|
SLIE

# -f,_' “r A «f.\\jq'l,wﬂimnl e, 2o

= = i)
r 1 - ., —- .
e me A A ' ar 1‘:35:2; L "_—C-_,_-._h.__

.lH_. 1
it |l

Pl'ﬂiﬁ’ﬁ.ﬂ-ﬂﬂ Z

Figure N°13: Résultat de I'enrichissement.
2- Résultats d’isolement :

2-1-Aspect macroscopique des colonies aprés Pisolement :

Aprés un temps d’incubation de 24 heurs & 37°C, I"examen macroscopique des colonies
poussées sur les milisux utilisés (Gélose Nutritive, Chapman, Hektcen, Sabouraud) est résumé

dans les deux tableaux suivants :
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Tableau N°20 : Résultats de l'isolement des prélévements du douche (1).

GN - Hekicen Chapman Sabouraud
| = Colonies moyennes «Colonies . Vertes, saumon | -Colonies : Large, jaunes, -Colonies : Petites;,
blanchétres: @vec centre noir, & contours | bombées avec aureole jaune. | plates et lisses

4
|
|
|

_Colonies . larges 4 Virage de couleur du milieu | - Virage de couleur du milien | -Colonies : Petites,

contour irrégulier au rouge. aux jaunes. bombées et blanches.
- Colonies moyennes, 1. Colonies petites, jaunes, 1. Colonies * Petiresi TOSES
mugueuses bombées et | rondes et bombées. -avec centre blanc. [

2. Colonies blanches, large.

blanchatres, 2. Colonies Vertes, aplaties.

- Colonies moyennes, | - Colonies : Vertes, saumon, | - Virage de couleur du milieu | - Colonies : Petites,

blanchatres et plates. petites, £t Moyennes aves au. jaune, blanchatres et
= Colonies grandes, centre foncés, bombés, a - Colories : Trés petites, bombes

blanches et bombées. | contours réguliers et lisses | lisses, blanchatres.

. -02 colonies grandes bombées

entourées d’une aurdole JTaune,
-Grandes colonies -Virage de couleur du milien | ~Virage de couleur du milien | -Treés petites colonies
blanchatres. all rouge-orange. au jaune. plates.
-Petites colonies -Colonie:: Jaune saumon, L. Colonies blanches,
blanches. Lisses, trés petites colonies. moyenne, pigmentées en
Plates, muqueuses. jaune-crange entourées d'une

auréole jaune.

| 2. Quelques colonies (7
colonies) roses avec centre
blanc bombes.
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Chapitre TV

Résultats et discussion

Tablean N°21 : Résultats de I'isolement des prélévement du douche (2).

GN

Hekien

Chapman

Sabouraud

-Colonies blanches,
rondes, lisses, &

contour régulier,

~Colonies : Petites, vertes avec |
centre fonce.

= Virage du milien au jaune.
-Colonies . moyennes,
jaomes, entonrées dune
aureole jaune, bombeées,

mugueuses.

| = Pas de culture

~Colonies : blanche,
lisses, ‘& contours
irréguliers, de taille
inoyennes, petites ei
des.

| -Colonies : Trés petites et
‘moyennes, rondes, vertes avec
centre foncé et noir, bombées
et lisses. -

- Vivage de couleur du
milieu au jaune

. - . |
~Colonies : Jaunatres, petites

el moyennes. bombees.

- Pas de cultlure

-Colonies de tinllas
moyerines et grandes,
blanchatres. et blanches

et Bombees.

- Celonies : Veries saumon,

Trés petites & moyennes, lisse,
rondes, avec centre foncé,
bombées, A contours réguli

| = Virage du milieu au jaune:

- Colonies : Petites, lisses,
Blanchitres, blanches et
bombges

- Co'lﬁnie_s_ : Trés
Perites et Plates.

) - :ﬂl

Bombées.

I_:nlan;:hi_asf' bombées.

- Tasse | -Colonies . Grandes, -Virage de couleur du milieu | -Virage du milieu au jaune, | -Trés petites colonies
petites et moyennes, all jaune-orange. - Quelques calonies (7 plates,
blanchitres, lisse, -Colonigs : Jaunes, Petites et colonies) roses avec centre
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Chapitre IV

Résuliats et discussion

2-2-Examen microscopigue :

Les résultats de 17état frais et de la coloration de Gram sont résumés dans les deux

tableanx suivants

Tableau W°22 : Résultats de I'examen microscopique & "état frais et aprés coloration des
prélévements du douche (1)

Etat frais Coloration de Gram
GN -Cocei mobiles et mmobiles, cocci | Bacilles a8 Gram +, en chainetie
en chaineties.
-Bacilles immobiles, diplobacilles.
Pomme | Chapman | -Cocci mobiles/immobiles solées | Cocci a Gram +
et diplocoques.
Hekteen - Coccobacilles mobiles Cocecabacilles a Gramn —
-Bacilles mobiles Bacilles Gram -
Sabouraud | -Bacilles mobiles isolés /
- Cloccobacilles mobiles.
GN - Bacilles mobiles, Coccl mobiles et | Bacilles & Gram +
diplocogues, hatonnets. Cocei a Gram -
Mur Chapman | - Coccl isolées, mobiles, Coccl grappe de raisin 4 Gram +
Hekten -Bacilles mobiles et immobiles Bacilles 4 Gram —
- Coceobacilles Coccobacilles & Gram —
Sabourand | - Bacilles immobiles /
~Cocci mobiles
GN -Bacilles mobiles et immohiles Bacilles a Gram -
~Bacilles en chainette.
Robinet | Chapman | -Cocei immobiles Cocei grappe de raisin & Gram +
' Cocel @ Gram -+
Hekteen | - Bacilles immuobile; batonnets Bacilles 2 Gram -
- coccobacilles mobiles Coccobacilles a Gram -
Sabouraud | - Bacilles immobiles. !
GN -Cocci et diplocoques mobiles Cocci a Gram +
Banc Chapman | -Cocci en amas. Cocei a Gram +
- Diplocoque miobiles.
Hekten -Bacilles mobiles. Bacilles 4 Gram -
Sabouraud | - Des filaments non cloisonnés /
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Chapitre IV
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3

Résultais et discussion

‘Tableau N°23: Résultat de I'examen microscopique 4 1'état frais et aprés coloration des prélévements

du douche (2).
Etat frais | Coloration de Gram
GN -Cocei mobiles et immabiles Cocei a Gram -
batonnets,
-Cocel en chainettes.
Pomme | Chapman | -Cocci mobiles/et immobiles Cocei a Gram +
-Diplococei mobile
Helton - Coccobacilles mobiles Coccobacilles @ Gram -
Sabouraud / /
GN -Bacilles mobiles. Bacille 3 Gram +
Mur Chapman | - Cocei mobhiles, diplecogues en | Cocei grappe de raisin a Gram +
amas
Heldoen -Bacilles mobiles of immaohiles Bagille @ Grani —
Sabourand / /
GN -Cocei mobiles Cocci 4 Gram -
Robinet | Chapman | -Colonies roses : cocoi et | «Cocci grappe de raisin 4 Gram +
diplocogues mobiles
-Colonies blanches: cocei et ~Cocei 2 Gram +
diplocoques immobiles en amas
Helton -Bacilles immobiles bacilles a Gram -
-Bacilles miobiles
Sabeuraud | - Cocci en chainetes mobiles et /
diplocoques mobiles,
GN -Bacilles trés mobiles _ Cocci & Gram —
-Cocci et diplocogues mobiles Bacilles Gram —
-Diplobaciles et coccobacilles
mobiles
Tasse | Chapman | -Coeci et diplocoques mobile et en Cocei & Gram +
amas.
Hektoen -Bagilles immohiles, Bacille & Gram -
Sabouraud | - Bacilles immaobiles l

(/) : Test n'est pas réalise.
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Chapitre IV Résultats et discussion
-_

L’aspect microscopique des souches isolées est représenté

j es dans les figures suivantes :
(Figure N°14, 15).

Figure N° 14 ; Observation microscopique a 1'état frais des Bacilles et des Cocci (x40)

Figure N° 15 : Observation microscopique a 1’état frais de filament non cloisonné.
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Coccia Gram.

e <
- - 1
t J -
2 10
. J ¥

. & L
SO A o - -

Bacilles3a Gram (+) “diplococcia Gram (+)

U rpd YT

Coccobacilles 3 Gram - Bacilles Gram +

Figure N° 16: Observation microscopique aprés coloration de Gram (X100).
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Chapitre [V Résultats et discussion
== — — ————— — ————

3-Résulfats de I'identification biochimiques :
L*étude biochimigue nous 4 permis d’identifier 16 espéces bactériennes dans les 8
prelevements : la présence de ces baciéries avec des concentrations assez importantes est

synonyme de risque sanifaire potentiel, les résulfats sont représentés dans le tableau suivant.

Tablean N°24 : Les germes identifiés

Prélévement Sites de prélévement Les germes identifiés
P(01) |- Hafnia alver 1
Premier P(02) - Proteus penneri
prélévement - Pseudomonas ueruginosa

P (03) - Enferobacter aerogenes
- Yersinia emterocolitica,

=~ Providencia retigeri

P (04) - Staphylococecus epidermidis

- FEscherichia coli 1

P(017) ' - Klebsiella oxytoca

- Staphyvlococcus saprophyticus

Deuxiéme P (027 - Plesiomonas shigelloides,

prélévement
- Staphylococeus aureus

- Pseudomonas aeruginosa

P (03%) - Aeromonas hydrophila gr. 1

- Chrysenbacterium meningospticum

P (047) - Yersinia kristenenii,

- Pasteurella mouliocida 2.
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Chapitre [V - Résultats et discussion

Les tests préliminaires effectués répondent aux caractéristiques de chaque groupe bactérien,
qui sont :

3-1- Pour les Entérobactéries :
- Bacilles colorés en rose ¢’est-a-dire ; des bactéries Gram (=)

' - Catalase (+)

- Depourvus de Cytochrome oxydase.
» Résultat de la Galeries APT 20E :
Les résultats des galeries API '205 pour lzfidgntiﬁ‘caﬂcn des différentes souches des
entérobactéries sont présentés dans le tableau suivant :
‘Tableau N° 25: Résultat de la galerie APT 20 B

Prélévements Code Espéces

P (02) 0036020 - Proteus penneri (Fig.17)

' P (03) - 3046127 | - Aeromonas hydrophila gr.1 (Fig.18)

. Figure N°17 : Les Galeries API 20E aprés I’incubation 4 partir de prélévement (02) :
Proteus penneri

Figure N°18 : Les Galeties API 20E aprés I'incubation a partir de prélévement (03) :
Aeromonas hydrophila gr.l.
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Chapitre IV Résultats et discussion

» Résultat de la Galeries biochimiques classiques ;

Les résultats des galeries biochimiques classiques pour I'identification des différentes
souches des Enrérobactéries sont présentés dans le tableau suivant :

Tableau N°26: Les caractéres biochimiques des espéces identifiées 4 partir des prélévements
des deux douches

T est TSI Cltrate de Marmitol- Tirée indol C(lark er Acide pminé
: Simmaosns mahiiive lubs

Gerine
identifie S | Gsz | Bue MaN | Mos | urRe | inp | TPA | vB | kM | apm | 1DE

OnN

PO3) Fig1) | - [+ |+ | + |+ | + | = | == ]+]|-]-]+

Enterabacter
aderogenes

PO Fig20) | _ | - | - B + | + | =] =] =1+l +1- 1=+

Huafnia alvei I

PO | = [0 [ 1 | - |4 | + |+ |+ ] - |-+ -2

Yersinia
enteracalitica

P(03)(Fig22) | . | + | + . + [+ [+ |+ |+ -]+ -] -
Providencia
retigeri

PO)Fg2d) [ o [ - |+ | - [ o o -+ =--1- %]+
Plesiomonas
shigelloides

PONFe2) | - | - | + | - |+ | + |+ 4] - -1+ -2

Yersinia
Kkristeneniv

POIYFE2S) | = |+ + [ + |+ | + [+ [+~ |+]+] -1+
Klebsiella
oxyloca

P04")(Fig26) | - | + | - - + | + -+ ==+ - -
Pasteuerella
moultocida 2

PO Fig2h) | - | - | . N - - J Y I (N B R
Chryseahacteriom
meringaspticim

PONEL2D) | - | & | + | - |+ | + | -1+ ] = 1<-1=-1=- 1=+
Eschericlia coli T
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Figure N° 21 : Galene biochimique classique de P(03), pour Fersinia enterocolitica.
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Figure N° 24 : Galerie biochimique classique de P (04') pour Yersinia kristenenii.
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‘Figure N° 26 . Galerie biochimique classique de P (04'). pour Pastenerella moultocide 2.

Figure N° 27 : Galerie biochi

ique classique de P (03'), pour Chryseobacterium meningospticun:
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Figure N° 28 : Galerie biochimique classique de P (04), pour Escherichia coli 1,

3-2- Pour les Staphylocoques :
- Cocci colorés en violet, ¢’est-3-dire ; des bactéries Gram (+).
= Catalase (+).
= Dépourvus de cytochrome oxydase.

Les résultats de ces tests sont rapportés dans le tableau suivant :

Tablean N°27 : Résultats d’identification des souches des Staphylocoques.

~Test | Cat | Oxy | Glu | Sac | Man | VP | ADH | Urée | Espéces identifides

'P(oz‘t) N - + + | + | = + + I Sﬂl!f&l;s (.'Flg29)

POy | + | - [+ |+ | - [+ | = [+ | Sepidermidis
(Fig.30) |
[POI) | + | - | + | # [ + | - | - | = | Ssaprophyticas
| (Fig.31)
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Chapitre TV " Résultars et discussion

Figure N° 30 : Les tests de Staphylococcus epidermidis
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Chapitre IV Résultats et discussion

Figure N° 31 : Les tests de Staphylococeus saprophyticeus.

3-3-Pour les Pseudomonas @
- Bacilles fins colorés en rose, ¢’est-a-dire ; des bactéries Gram (-).
- Catalase (+).
- Possédani un eytochrome oxydase.
> Résultat de la Galerie biochimigue classigue :

Les résultats de galerie biochimique classique pour I”identification des Pseudomonas sont
présentés dans le tableau suivant :
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Chapitre IV Résultats @t discussion
p——

Tableau N°28 : Les caractéres biochimiques des Pseudomonas.

Test
TS1 Gitrute | Mannital- Urée indole Clark it Acide aminé ONE
de mohilité luhs
Simmons
Germe identifie
His Gz Sucre MAN | MOB | URE | IND | TDA | VI | BN ADI | IDC | ‘oD
P (02) et P (02")
Pseudomonas ~ + |+ + ; + . ; o + ; _ ~
aeruginosa
(Fig.32)

> Résultats de ’oxydase et les milieux sélectifs :

Pour la caractérisation de I'espéce du genre Pseudomonas, 1a culture sur King A et
King B.

Ainsi que le test de I'oxydase ont permis I"identification de Pseudomonas aeruginosa.
(Figure N°32),
3-4-Pour les levures :
Dans 1"observation macroscopique et microscopique des levures le développement des

colonies dans le milieu de culture « Sabouraud » nous a mené a dire que ce sont des levures.

Mais leur identification est incompléte a cause du manque des milieux spécifiques.
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)

Figure N°32: Les caractéres biochimiques et les tests complémentaires de Pseudomonas
aerugingsa
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Chapitre IV Résultats et discussion

Discussion :

Les analyses bactériologiques effectuées sur les échantillons prélevés a partir de 8
point au niveau des deux douches (Guelma et Ain makhlouf), ont permis d’isoler et
d’identifier 16 espéces appartiennent aux 06 familles : Enterobacteriaceae (09 especes),
Mierocoeccaceae (03 espéces), Pseudomonadaceae (01 espéce), Aeromonadaceae(01
espece) ,Pa&fewrellacéae(ﬂl espece) Flavobacieriaceae (01 espece)

* Les especes bactériennes 1dentifiées sont soit pathogénes spécifique tel que :
Staphylococeus atreus, Pseudomonas aeruginosa ou pathogénes opportunistes tel
Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus saprophyticus.

La répartition des microorganismes dans les deux douches est comme suit :

Dans le premier douche on a remarqué que les staphylocoques sont presque absentes et
uniquement observés sur le banc ¢’est le cas des Staphylococcus epidermidis par contre ils
sont nombreux dans le deuxieme douche ef sont observe au niveau du robinet et du pomme
c’est le cas de Staphyvloceccus aureus, Staphylococeus saprophyticus.

La présence de ces espéces peut conduire 4 des infections cutanées, d’mfections
septicémiques redoutables, d’infections nosocomuales ...ete. Ce qui constitue un risque sur la
santé des utilisateurs.

Les Enterobactéries(Hafiia alveil, Proteus penneri, Eniérobacter aérogénes, Yersinia
enterocolitica, Providencia retigeri | Escherichia coli ;Plesiomonas shigelloides , Yersinia
kristeneni, Klebsiella oxyioca ) ont éié isoles fréquemment dans les toutes les prélévements ,la
présence de ces espéces notamment £. coli (bon indicateur de la contamination fécale ) est un
signe du manque d’hygiéne auniveau de ces deux douches ceci confirme que les méthodes
de nettoyage et de désinfection utilisées sont insuffisantes ; cette situation peut conduire a des
risques sanifaires en provoguant des maladies infectieuses accidentelle (absorption
accidentelle de 'eau).

Au niveau des deux robinets des deux douche nous avons isolé Pseudomonas aeruginosa -

La présence de cetie espéce peut étre expliquée par la formation d'un biofilm au
niveau de la canalisation des eaux chaudes, ou il assure la protection de ces bactéries. En fait,
Pseudomonas aeruginosa est une espéce responsable d’infections cutanées de septicémies,
ce germe est aussi pathogéne opportuniste et il constitue une cause majeure d’infection
nosocomiale diverses chez les persormes fragilisées ou immunodéprimées.

La vanation de la microflore au niveau des plusieurs points des deux douches plus ou
moins en contact direct avec 1" utilisateur, montre que le niveau d’hygiéne de ces endroits est
faible ce qui peut poser des problémes sanitaires.

L'assainissement est essentiel pour maintenir les concentrations de ces microflores
pathogeénes a des niveaux sécuritaires.
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Conclusion :

Les douches, congu pour mieux nettoyer le corps et généralement pratiqué pour des
raisons d’hygiene ou dans un but thérapeutique, peut 4 tout moment les exposer 4 un danger
fatal.

La présence d’eau et d’humidité dans les douches et le non respect des régies d’hygiéne
au niveau ces endroits créent un milieu idéal au développent des microorganismes vecteur des
maladies qui causent notamiment des infections pulmonaires, des gastro-entérites et des
dermatites

Les résultats obtenus durant notre étude permette de conclure qu’il existe une variété
d’espéces microbiennes au niveau de plusieurs point des deux douches (Guelma et Ain
mekhlouf) tel que les entérobactéries avec une prédominance, les différents espéces du genre
Staphylococcus tel que Staphylococcus aurens, Staphylococcus epidermidis el Staphylococcous
saprophyiicus, les Pseudemonas et quelque levure.

L*importance de cette étude sur les douches est permis de répondre 4 plusieurs
questionnement reliés & la qualité de leur entourage, notamment au niveau microbiologique et
de montrer le risque sanitaire qu’il peut ’engendrer , donc pour pallies & ce probléme : la
prévention, le respect des regles d’hygiéne resteront les meilleurs moyens de maitrise de la
qualité microbiologique des douches.
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Résumé :

Les douches sont des milieux favorables pour la multiplication ef le développement des
microorganismes tel que les bactéries. les champignons et les virus ; ces microorganismes peuvent
causés des infections que ce soit respiratoires, cutanées, gastro-entérites pour les atilisateurs de ces
douches.

Notre ¢tude a fait I"objet d’un 1solement et identification des bactéries provenant des chamubres
des deux douches I'un an cenfre ville de Guelma ¢t 'aufre 3 Ain Makhlouf en analysant les
prélévements provenant de tasse, la pomme, le mur ,le robinet et le banc.

Les résultats obtenus montrent la présence des germes suivants : Hafiia alvei I, Profeus
penmeri, Enterobacter aerogenes, Yersinia enterocolitica, Providencia retigeri, Pseudomonas
aeragenosa, Staphylococeus epidermidis | FHscherichia coli [, Aeromonas hvdrophila gr. 1,
Chryseobacieritm meningospticum, Plesionionas shigelloides, Staphylococeus avreus, Yersinia
laistenentii, Pasteurella moultocida 2, Klebsiella oxytoéa , et Staphylococcus saprophyticus, ces
derniers exigent une prise de conscience vis-a-vis de leur risque , d’ol la nécessité d’ un systéme
efficace de lutte et de prévention.

Les mots ¢lés : maladies infectieuses, douches, isolement, identification, baciéries pathogénes.
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Summary:

Showers are supportive environments for the proliferation and the growth of microarganisms
such as bacteria, fungi and viruses, these microorganisms can infections caused either respiratory,
skin, gastro-enteritis for nsers of these showers.

Qur study is subject to isolation and identification of bacteria from the chambers of two
showers at one downtown and one in Guelma Ain Makhlouf, by analyzing samples from cup,
apple,the wall , the tap and the bench

The results show the presence of germs include: Hafhig alvei I, Profeus penneri, Enterobacter
aeragenes, Yersinia enterocolitica, Providencia retigeri, Pseudomonas aerogenosa Staphylococcus
epidermidis, Escherichia coli 1, grl Aeromonas hydrophila, Chryséobacterium meningospticum,
Plesiomonas shigellowdes, Staphylocaccus awrens, Yersinia kristenenii , 2 moultocida Pasteurella,
Kilebsiella oxytocd, and Staphylococcus saprophyticus, they require an awareness vis-a-vis their risk,
hence the need for an effective control and prevention.
Keywords: infectious diseases, showars, isolation, identification, pathogeric bacteria
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Annexe 01 :
# Les milieux de cultures :

+ Milieu de Chapman:

Composition:

- Peptone trypsique de caséine ... ........ ..., 10 g

-Extraitdeviande... ... ... ...l B

- Chlorure de'sodim............cocceeiviiriinn e 75 8,

-Rougedephénol..........ccooooovviiii i 0025 g

~Eaudistille€.........cooov s e 1000 ml
Préparation :

Apres dissolution fous les ingrédients dans I'eau distillée ajuster le PH 4 7.5 et stériliser 4
121C" pundant 20 mn.
¢ Gélose nutrifive :

Composition:

- extraitde viande de I'eeuf ... ... ... 1lg

- peptone .. s T T Y T .
- chlorure desochum oD e e e g 2% 5 22 3 e DN

- extraltde_lew_re..._.._._._,......................._....;....;..-.........?.g.
» Préparation :

Verser 28 g dans un litre d’eau distillée. Ajuster le PH &4 7.4. Porter 4 ébullition Jjusqu’a
dissolution compléte. Stériliser a 1’autoclave & 121 °C pendant 15 minutes,
¢ Gélose Hektoen :

- Protaesepeptone. ... ..........ccooii i i 2 8
-Extraitde levure- ... .03 8
- Chlorure de sodium... ..vcov i 5 g
- Thiosulfate de-sodiom.........ccoooov e o 5 g
- Sels biliaires .......... S S ———
- Citrate de feranunomaca]e PSR OPOPPSS I F
-Salicine ..o ?,g
- Baccharose ... v e e 12 8
= LACLOSE .. 1o ov et e ke e e e 2@
- Fuchsine acide. .. ... 0 g
=Bleude brothynol ............... .o v, 006 g
= AAZAT 1. o s vns wins 27454 23 455 i s 22w o avn wre nme 22 s o erizns emn sed A B
-Eandistillée... ..o s e 1000 mI PH =75
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4 Lemilien de Sabouraud :

- Glucose. .. .......
- Peptone. ..

- Aga_f

- Eau dlsbl]c.

PN | s

e 100G
e viieis [T
ceer ... 1000 ml

¢ Milieu King A

- Bacto-peptone. .. ...... ......oeoeeiveenin s
- Glycérol CP... ... ... ...

- K;- HSO.; anhydre.-. 3 as

- MgCI 2 anhvdre

4 Milien King B :

- Protéose peptone (Difca)......... ...

- Glycérol CP.......... .,

¢ Milieu TSI:

- Exualt de [€VUTE oo,
- Peptont ....cniiniiacazea: ST
-Lactose ........

- Glucose........... s ..................
- Citrate ferrique.......... L e
- Thmsulfate de soditiM...cevneerenn

Ajuster le PH a 74

¢ Milieu citrate de Simmons:
- Chlorure de sodium................. S
- Sulfate de magnésium .................

208
1S g
L 10g
A58
ldg
... 1000 m]

20 g

- Kz HSOQaRRYAI€. ... oo ve e (5 g
~Baudistlle. . oo e e

‘...1.-4 8
..1000 mi

Ao 3L
................ SRR (| 5 /) B

e )
........ S 1. 0

- Phosphate d’ammonium POH ............ SR iR 4t eeemereran I}

- Phosphate &1 petasanue POHK
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:

A BHBEXCS
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CEA QISHIIEE. - v e e

» Réactifs :

Ajuster le PH a7-7.2
+ Milieu mannitol- mobilité:
- Peptong pancréatique de viande............ccccvvvene.e errera s 20 g/l
- APATEATAE. ccoiaisssnssssmisssssssvussamnemiass TRV AR A WA AT 4 g/,
= Mannitol.......co.oveeeerieecreeereeens et rnnans e 2 g/L,
= Nifrate de pOtassIlI.......ccoviiiiiicciniss e cvsresanns o] EL
- Rouge de phénol solution & 1%, .. civviiciieioerisise e ml
= Al QSHIIEE. ..o 1000 ml
Ajuster le PH4 7.2
¢ Miliew Clark et lubs :
- Peptone trypsique de caseiL............ SH——— PP SEDRN- 1 -/ B
- Phosphate b1 potassique. ... snnnvicrasie 5¢/l.
= GIUCOSE. ..ottt carsa s 5 g/l
-Baudistillée .. ......ooovee e ...1000 ml
¢ Milien urée indoie:
- LAryptophane...........coovoiiiicii i 3g
- Phosphate monopotassique. ..........o..vveceeeovooeeeeeeeeeeereere oo lg
- Phosphate di potassique....... oo g
= Chlorure de sodium....cccoovincinia reimuisiimusiiain ST I
L 1 < - SO e 20g
- Solution rouge de phénul a l% ................................................... 2,5 ml
- Alcool 4 95°, .10 ml

1000 ml

$ Réactif TDA : pour la recherche de tryptophane désaminase :

Perchlorure de fer........cccovmiiine S s e 34 g
Eau distillee........... N, ettt e s 100 ml
Réactif IND : pour la recherche de 1'indole :
Paradimethylaminobenzaldéhyde. .. ..., 50¢g
Alcool isoamyligue.............. ettt S .75 ml
] O e 3774
Réactif de Voges Proskauer (VP) : pour la recherche de Pacétone
v VP1:
Hydroxyde de potassium........ iz s S—— S—
Eau distillée... ...,.... iiampesemmenns e e 100 ml
v VP2:
Alpha naphtol... ... nnimn i s i 6g
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¢ Réactif Kowacks : pour la recherche de I’indole.

- Paradeethylamino benzaldéhyde... ..........cooees L. . 5g

- Aleool amylique. . ... oo cvs oo s T5

e = (1 1 SO N & & ¢
¢+ Rouge de méthyle :

-Rouge de methyle...............coo.o.e. B S SO HTog e eenn reeneenn0,5 8
< A0l EYHGUE & 60° oo e 100 ml

Colorants:

¢ Lugol : Elle est utilisée sur la coloration de Gram pour fixer le colorant
- Tode... Y T Ty . . .
- Todure de potassmm SRS s e vaeas st 53 TR T4 RS BB 533 1 s e
- Eau distillée. ., - .3g

4 Violet de gentmne Elle est utlhsee pour coIorer les bacténes
- Violet de gentiane... G T as e S AT TS T G 25 55 55 ke s eed B
- Ethanol & 90% ................................... 1 ml.
SPRENOL. . .o e s e 2 B
=Bandistillée. . e e 100 M

¢ fuchsine de ziehl :

= Fuchsine basique... ... ... ... .. L 1
= Alcool éthylique... ... .coooovion e e i v e e 100 ml
SPRENOL . (et et e e et S B
B AISHLIC. . ... o1 oov oot 100 1]
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Annexe 02 :

Tableau d’orientation rapide de I'identification des Enterobacteries.

Uréase | Indole | ONPG | H,S | Citrate | Genre Espéce
- Nombrewx genres possibles dont :
- Shigella spp
Salmonella spp
) + +- Salmonella spp
- Salmonella cholerae suis
. - | *tou- Hafnia alvei
+ + Enterobacter cloacae
Serratia marcecens
+ * Citrobacter [freundii
Salmeonella arizonae
- Salmonella arizonage
t+ - Edwarsiella
- - + Providencia
+ = Shigella spp
+ = - Escherichia coli
+ Citrobacter diversus
= + + Proteus mirabilis (TDA",
; VP
] = + Klebsiella prneumoniac
t ~ - Yersinia
B -~ TDA" Providencia, Morgarella
, TDA™ Yersinia
+ - Morganella marganii (IDA")
i /- Proteus 1etlfgaris
- Yersinia (citrate -)
= + Yersinia
Klebsiella oxyvtoca

- (+):Positif  (-):Négatif  (+>): Variable
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Tableau de lecture de la galerie miniaturisée API 20"

2

Test Groupements active Réactions/ Enzymes Résultats
ONPG | Ortho-nitro-phényle-B- Beta-galactosidase Positive ( ﬂ Négative f]-y
D- Galactopyranoside incolore Jaune

ADH Argining Arginine désahydrolase Tauie Rouge/orange
LncC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
oDcC Orthine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orange
1CIT) Sodium citrate Utilisation de citrate vert Bleu-ver/orange

H,8 Thiosulfare de sodium Production de H3S incolore Noir
URE Urée Uréase Jauns Rouge/orange
TDA Tryprophane Tryptophane désaminase Jaune Marron
IND Tryptophane Production d’indole incolore Rose
VPR Pyruvate de sodium Production dacetoine VP1+ VP2

Incolore Rose/rouge
IGEL) Gelatine emprisonnant Gélatinase " Pas de diffusion
de charbon de pigment noir

GLU Glucose Fermentation /oxydation | Bleu/blen vert

MAN Marmnitol Fermentation foxydation | Blew/bleu veri

INO Inositol Fermemtation /oxydation | Blewbleu vert Jaune
SOR Sarbitol Fermentation foxydation | Blewblen vert Jaune
RHA Rhamnosg Fermentation /oxydation Blewbleu vert Jaune
SAC Sucrose Fermentation /oxydation | Bleu/bleu vert Jaune
MEL Miebiose Férmentation/oxydation | Bleu/blen vert Jaune
AMY Arabinose Fermentation /oxydation " Bleu/bleu vert Jaune
ARA arabinose Fermentation /oxydation Bleu/bleu wert Jaune

NO,-NO, GLU tube Production de NO, NIT I#NIT 2, 2-3 min
réduction Ny gaz

Jaune

Rouge

@2
—
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