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Introduction

Les découvertes scientifiques sont devenues si familieres que nous utilisons des outils,
des appareils sans penser vraiment a nous prémunir de moyens de protection adéquats contre

les risques de contaminations microbiennes (Leleu, 2011)

Nul n’est a I’abri, quel que soit son statut immunitaire de contracter une infection dans
un environnement publique fermé, méme si le risque varie d’un lieu a un autre

(Bariller.1998).

Les salles d’informatiques et les cybercafés sont des lieux publics fréquentés par de
nombreuses personnes de différentes tranches d’ages, de sexes, de conditions et de milieux

varies, dont la plupart sont de jeunes lyciens et universitaires (BaAbdoul, 2003).

Ces environnements sont bien évidement les plus exposés aux risques d’infection crées
par la présence des conditions favorisant la prolifération et la diffusion de
microorganismes pathogenes (les virus, les bactéries, les parasites et les champignons)
(Boulanger, 2007)

A cet effet, les maladies infectieuses qui peuvent étre liées a la manipulation des
claviers constituent un sérieux probleme de santé. Les personnes les plus exposes sont les

étudiants donc la tranche intellectuelle de la communauté (Dettenkofer et al, 2011).

L’importance de ce probléme nous a incité a nous intéresser d’avantage et d’en
effectuer une étude afin de connaitre et donner une vue claire de I’impact bactériologique

provenant des surfaces contaminées sur la santé humaine
Cette étude est subdivisée en deux parties interdépendantes :

-Une partie bibliographique traitant des généralités sur la contamination croisée, les
microorganismes localisés dans les milieux publics et quelques méthodes préventives pour

réduire la contamination.

-Une partie expérimentale ou nous avons isolé et dénombré différents échantillons

prélevés a partir des claviers des ordinateurs dans la salle d’informatique de la bibliothéque de

I’Université de 8 Mai 1945 de Guelma.
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Chapitre 01 : Installation d’une contamination bactérienne

1- Notion de biocontamination

La contamination biologique ou biocontamination correspond a la présence d’un
élément biologique indésirable (bactérie, champignon, virus, toxine) dans un produit, ou dans
I’environnement du produit (eau, air, surfaces)Les contaminants biologiques peuvent étre des
microorganismes mais également les toXxines que certains d’entre eux synthétisent
(Garry,1998).

2- La contamination croisée

La contamination croisée peut étre deéfinie comme « le passage de bactéries, de
microorganismes ou d'autres substances nocives indirectement d'un patient a l'autre par
inadéquat ou des équipements, procédures ou produits non stériles ". Afin de prévenir les
incidences de contamination croisée dans le milieu de la santé, il est important d'examiner le
concept de La chaine d'infection. Selon les Centers for Disease Control and Prévention
(CDC), Le modele traditionnel de la triade épidémiologique démontre que les maladies
infectieuses résultent Interaction de I'agent, de I'h6te et de I'environnement. Plus précisément,
la transmission se produit lorsque l'agent quitte son réservoir ou son hoéte par un portail
desortie, est transporté par un mode de transmission, et entre par un portail d'entrée approprié
pour infecter un sujet susceptible hote. Cette séquence est appelée chaine d'infection (Kelly,
2014).

3- Les claviers et souris des ordinateur en tant que fomites

"Fomite" est le nom anglais pour "vecteur passif de transmission™. On appelle vecteur
passif de transmission tout objet contaminé par un agent infectieux (ex. : bactérie, virus),
susceptible d'entrainer la contamination d'un sujet par simple contact avec I'objet. L'agent peut
"atterrir" sur l'objet de différentes facons : éternuement, postillons, contact manuel,
méachonnement... Selon la nature de I'agent infectieux et de l'objet, le microbe y survivra plus
ou moins longtemps (ex. : les virus grippaux peuvent survivre jusqu'a 12 heures sur un
vétement). Pour donner un exemple classique de "fomites", les jouets des creches et autres

maternelles sont souvent des sources de contagion (Pierrick ,2014).

L'un des fomites les plus omniprésents dans le milieu de la santé est le clavier Enemuor en
2012 a cherché a isoler et a identifier les microorganismes associes aux Claviers
informatiques et aux souris dans les centres informatiques et cybercafé situés dans I'état de

Kogi Université, Anyigba, Nigeria et ses environs. Des échantillons ont été recueillis auprés
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de cing cybercafés et centres informatiques. Les échantillons ont été prélevés sur trois claviers
informatiques et Souris dans chaque cybercafé et centres informatiques. Les échantillons
collectés ont été inoculés dans plusieurs milieux de cultures suivant les méthodes standard.
Les isolats obtenus ont été examinés et identifiés par morphologie coloniale, coloration de
Gram et caractéristiques biochimiques. Plusieurs especes bactériennes et fongiques ont été

isolées de ces échantillons.

Ces microorganismes ont un grand potentiel pathogene et donc leur présence sur de
telles surfaces (claviers informatiques et souris) peuvent étre des réservoirs supplémentaires
pour la transmission de microorganismes et devenir des vecteurs de transmission croisée

d'infections bactériennes et fongiques (Kelly, 2014).
4- Les principales causes d’une contamination d’un clavier

Certains claviers d’ordinateurs abritent des bactéries qui présentent un risque élevé de rendre
malade leur utilisateur. La saleté et les bactéries peuvent s’incruster partout autour de notre
bureau (dans notre clavier, a la surface de notre souris, sur I’écran... etc.) ; mais la présence

de ces derniers sur les claviers d’ordinateur peut causer des intoxications alimentaires

(Carlier ,1986).
Les principales causes d'une contamination sont :

o Le fait de déjeuner a son bureau : les gens mangent leur casse-crodte ou leur repas tout
en étant sur l'ordinateur ; miettes de nourriture, boissons répandues et poussiére qui se
déposent dans les petites crevasses (entre les touches d'un clavier d'ordinateur) et forment un
terrain propice pour les microbes. Donc les restes alimentaires sont propices au
développement de millions de bactéries (Jones,1994).

o Une mauvaise hygiene personnelle, comme de ne pas se laver les mains aprés étre allé
aux toilettes peut aussi étre une cause.

o La plupart des services de nettoyage de bureaux ne touchent pas aux ordinateurs ni
aux claviers de peur de les endommager. Leur nettoyage est laissé aux employés, et nombreux
sont ceux qui négligent de le faire. La malpropreté des postes de travail peut donc représenter

un danger pour la sante public [90].

]
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- Localisation des microorganismes dans I’environnement des salles informatiques
5- Localisation d d I td 11 f t

Le terme environnement public et spécifiquement celui des salles d’informatiques
regroupe habituellement I’air, les surfaces (mur, sol, plafond), le matériels informatiques
(clavier, souris, I’écran d’ordinateur, I’imprimante, photocopicuse), et les outils bureautiques

(table de travail, les chaises, les armoires et le climatiseur).

Endroits, ces derniers peuvent devenir un réservoir idéale a la survie et a la prolifération
de plusieurs genres des microorganismes (bactéries, virus, champignons).et lorsque les
conditions sont favorables (humidité, température, nourriture) ces microorganismes peuvent

survivre long temps (Klingeret al.,2005).

Les besoins de développement des bactéries sont étroitement liés aux réservoirs humains
et environnementaux. lls nécessitent des sources : d’énergie, de carbone, et d’azote afin de
combler leurs besoins nutritionnels, la majorité des bactéries sont tolérantes a la présence ou
I’absence d’oxygéne libre dans leur environnement, méme si quelques-uns ne le sont pas. Les
niveaux de température et d’humidité jouent aussi un réle énorme dans la survie des bactéries
(Singleton, 1999).

Tableau 1 : La survie de quelques bactéries sur différents milieux (Klinger et al ,2005)

Les bactéries Les milieux

Mycobacteriumtuberculosis Poussiére : 90 — 120 jours ; tapis : 70 jours

Expectoration : 6 — 8 mois (lieu frais et obscur)

Verre : 46 heures ; piece de monnaie : 7 jours ;
Staphylococcusaureus )
*au : 30 mn — 38 jours

Escherichia colientérotoxinogéne Poussiére : 4 — 27 jours ; matieres fécales

: 84 jours ; doigt : 45 mn ; sol : 84 jours

Chemise malade : 8 jours.
Shigella spp.
Matieres fécales : 11 jours.

Enterobacter spp.Legionelle Réservoirs d’eau des oxygénateurs,

nébuliseurs, incubateurs, climatiseur.

Klebsiella spp. Verre : 4 heures.

Poussiere : plusieurs jours.
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5-1- Localisation des microorganismes dans I’air

L’air d’une salle d’informatique présente un danger potentiel de contamination
microbienne, Il intervient donc comme un transporteur (vecteur) des germes causant ainsi de

nombreuses maladies.

Les germes présents dans 1’air des licux public en particulier les sales d’informatique

serépartissent en deux groupes :

v Les microorganismes de 1’air extérieurs : c’est la flore saprophyte de I’environnement.
v Les microorganismes provenant de l’intérieure des cybercafés souvent d’origine

humaine ¢’est la flore commensale humaine (Bergeron, 2009).
5-2- Localisation des microorganismes sur les surfaces inertes :

L’adhérence des bactéries aux surfaces inertes est un processus initial clé de
nombreuses contaminations microbiennes qui peuvent avoir des conséquences peuvent étre a

la base de la survenue d’infections.

L’adhérence a des surfaces abiotiques aux propriétés différentes (verre, polypropyléne
et polystyréne, minérale, plastique, bois...etc.) de souches bactériennes
appartenant a différentes especes de coliformes (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Klebsiella  oxytoca, Proteus vulgaris, Providencia stuartii et Morganella

morganii)(Larpent,1992).

La survie et éventuellement la multiplication des bactéries est conditionnée par la
nature, I’importance de la colonisation environnementale et la capacité de 1’environnement a
devenir un réservoir dans lequel le micro-organisme persiste et éventuellement une source a

partir de laquelle celui-ci va étre transmis (Leleu ,1984).

Cette survie dans I’environnement, favorisée par la formation de biofilms au niveau
des surfaces, varie selon les bactéries et la nature des surfaces contaminées.
Staphylococcus aureus et Acinetobacter baumannii sont les especes parmi les plus résistantes
a la des siccation et peuvent sur vivre plusieurs semaines sur des surfaces seches [52], devant
Pseudomonas aeruginosa, certaines entérobactéries comme Serratiamarcescens et les

entérocoques qui peuvent survivre plus d’une semaine (Neely et al .,2002).

-
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Escherichia coli est une entérobactérie beaucoup moins résistante a la dessiccation. La
survie particulierement longue, atteignant plus de 6 mois est décrite, dans des conditions

d’humidité et en présence de matiéres organiques (Klingeret al.,2005).

Les biofilms

Est une communauté hétéro gene de bactérie saégées en microcolonies, entourées par
une matrice adhérente a une surface inerte ou biologique. On retrouve sur la plupart de
surfaces animales, végétales (tissus... etc.) et minérales (tels que les métaux, les plastiques...
etc.) (Kramer,2006).

Contrairement aux idées recues, les biofilms sont le mode de vie normal des bactéries. Le
probléme majeur avec cette forme de vie est qu’elle confére une résistance importante a
différents stress : UV, toxicité de métaux, dessiccation, déplétion en nutriment et surtout aux
antibiotiques(Cristian, 2011).

Dans I’environnement humain, en particulier dans les salles informatiques les biofilms
peuvent se développer tres facilement car ils fournissent un environnement humide et chaud
pour le biofilm & prospérer. En générale on peut conclure que les biofilms étant a 1’origine de

nombreux problemes de santé publique. (Jawad et al, 1996).

5-2-1- Sur les outils bureautiques

Les outils bureautiques en particulier la table de travail et les chaises sont donc touchés par de
nombreuses personnes pendant la journée, ce qui entraine la contamination par

diverses bacteries [71].

Bien souvent, les gens mangent leur repas sur la table de travail tout en utilisant
I’ordinateur, donc les miettes de nourriture, les boissons répandues et la poussiere se déposent

sur la table est forme alors un terrain idéal pour les microbes (Jones ,1995).

Une nouvelle étude indique que les chaises de bureaux sont les endroits les plus sales
que le clavier d’ordinateurs, ces derniers sont les endroits que les bactéries préferent. Dans le
rembourrage de nos chaises, nous étres humains leur procurons un milieu  propice a leur
développement. Celles -ci apprécient tout particulierement la chaleur dégagee et I'numidité
ambiante [86].
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5-2-2- Sur les matériels informatiques

Les germes sont partout et en particulier sur tous les objets technologiques. Ainsi tous

les appareils qu’on touche avec les mains sont des nids a bactérie. [75].

Le partage des claviers et souris d'ordinateur peut causer des problémes sanitaires, car
ces derniers sont des transmetteurs de germes et de bactéries. Etant donné qu’un grand
nombre de personnes utilisent 1’ordinateur et ses accessoires, ces derniers sont susceptibles

d’étre contaminés par ces germes.

Au lieu de s’intéresser aux infections nosocomiales, ces derniers temps, on dirige nos
efforts plus sur la propagation des germes de matériel informatique qui devient aujourd’hui un

probléme grave [89].

Le clavier.

Le clavier d’ordinateur est un des principaux foyers de bactéries et autres germes qui

se nichent a la surface et entre les touches et sont trés difficiles a déloger [83].

Selon une enquéte scientifique britannique, ce dernier est un point d'entrée privilégié
pour les bactéries et peut abriter plus de bactéries dangereuses pour la santé que la moyenne
des sieges de toilettes.il a été découvert que sur un clavier il y aurait 400 fois plus de bactéries

que sur le siege des toilettes (Charles, 2008).

Selon cette étude, menée par le Pr. Charles Gerba, au palmares des nids a microbes

nous trouvons dans 1’ordre décroissant les €léments suivants:( Tableau N°02)

Tableau 02 : La densité des germes sur quelques surfaces (Charles, 2008)

Surfaces étudiées Germes par centimetre carrée
Table de travail (bureau) 20 961
Clavier d'ordinateur 3295
Souris d'ordinateur 1676
Fax 301
Photocopieuse 69
Cuvette de toilettes 49

)
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Le clavier héberge plus de 3000 microbes par centimetre carré alors que les siéges de
toilette n'en abritent que 49, Les résultats de cette étude ont permis de constater qu'un clavier
d'ordinateur peut contenir des bactéries en nombre assez important pour constituer un risque

pour la santé(Charles , 2008).
6- Les principaux microorganismes provenant d’une salle informatique

L'environnement des salles d’informatiques est largement contaminé par des micro-
organismes d'origine humaine ou spécifiquement environnementaux. Cette contamination varie
qualitativement et quantitativement dans le temps, d'un endroit a un autre et, au sein d'un méme
endroit, en fonction des gens qui manipule les claviers d’ordinateurs dans les salles, leurs

propretés, et aussi leurs santé (sain ou malade) [75].

Les microorganismes présents dans 1’environnement des salles informatiques sont
extrémement variés (bactéries, levures, champignons filamenteux, virus et parasites) et
peuvent appartenir aussi bien aux especes opportunistes qui ne manifestent leur virulence que
sur un organisme dont les défenses immunitaires sont affaiblies, qu'aux especes

habituellement pathogenes pour I'nomme (Cristian, 2011).

En générale on peut conclure que I’environnement des salles informatiques est considéré

comme un réservoir de microorganismes, parmi ces derniers :

6-1- Les bactéries
6-1-1- Legionella

o Description :
Les Legionelles sont des Petits bacilles a Gram négatif mobile ou immobile
polymorphes, filamenteux  souvent immobiles aérobies stricts. Il existe a ce jour plusieurs

especes et sérogroupes tel que Legionella pneumophila.

° Habitat :

C’est une bactérie ubiquiste (largement répandue dans la nature), non commensale, a
développement intracellulaire facultatif. In vitro, c’est une bactérie exigeante : elle ne pousse
que sur des milieux spéciaux et lentement (3-4 jours et jusqu’a 10 jours). C’est une bactérie
hydro tellurique (eau et sol). Legionella vit dans les eaux douces (lacs, riviéres, eaux

stagnantes...), mais aussi la terre humide et les composts. Elle se multiplie dans des

-
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protozoaires libres (amibes) de 1’environnement avec lesquels elle vit en symbiose. Les

températures optimales de multiplication sont entre 25 et 45°C.

e Reéservoirs artificiels :

- Systémes de climatisation « humides » : d’humidificateur, fontaine fraiche.
e Mode de contamination :

La transmission des infections a legionelles se fait par voie aérienne par inhalation c’est
la seule voie de contamination demontrée a ce jour. Les legionelles infestent les macrophages
alvéolaires. On a signalé qu’il n y a pas de contamination interhumaine, et pas de transmission

manuportée (Cristian, 2011).

6-1-2- Les entérobactéries

Les entérobactéries sont dominées par I'éspece Esherichia coli respensable d'infections
urinaires et bactériémies nosocomiales, mais parmi les bactéries constituant cette familles, on
retrouve aussi les genres Klebsiella, Enterobacter, Serratia, Proteus, qui appartiennent
normalement a la flore digestive habituelle et peuvent contaminer I'eau ou les surfaces ( Bauer
etal., 1990).

6-1-2-1- Escherichia coli
* Description :

C'est I'espece dominante de la flore aérobie, du digestif. E. coli ou colibacille est
habituellement une bactérie commensale, représente 80 % de la flore intestinal aérobie de

I'adulte, Elle se répond dans la nature: sol et eau, et on peut la retrouver également au niveau
. . . . 7..:9
de diverses muqueuses de I'hnomme et des animaux ; et elle est présente a raison de 10 a 10

bactéries/gramme de selles.

E. coli possede tous les caracteres communs aux Enterobacteriaceae. Cette espéce est
le plus souvent mobile, Gram neégatif, aérobie, en forme de béatonnets, non sporulées,
cytochrome oxydase négative, capable de croitre en présence de sels biliaires ou d’autres
agents antibactériens similaires, fermentant le lactose a 44°C avec production de gaz et
produisant de 1’indole a 44°C (Cristian , 2011).
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e Habitat :

E. coli est une espéce commensale du tube digestif de I'nomme et des animaux. La présence

de E. Coli sur les surfaces est le témoin d'une contamination fécale récente

(Kramer,2006).

e Pouvoir pathogene :
L’espece E. coli est responsable de :

-Infections extra- intestinales :
v"Infections urinaires :

La majorité des infections urinaires est due a E. coli ; I'anatomie du bas appareil urinaire
féminin permet facilement aux souches de E. coli de la flore fécale d'atteindre la vessie par
voie ascendante De plus certaines souches de E. coli sont dotées a leur surface de structures,
les andésines, qui leur permettent d'adhérer spécifiguement aux épithéliums de l'appareil

urinaire.
v Infections abdominales : Ce sont des cholécystites péritonites ou salpingites.
v Infections méningites : Les méningites néonatales sont souvent graves.

v Les bactériémies : Consécutives a une infection localisée peuvent évoluer vers un choc

septique.
- Infections intestinales :

Les diarrhées infectieuses a E. coli peuvent revétir des formes différentes en fonction des

facteurs de virulence (Marie et al., 2002).
6-1-2-2- Salmonelles
o Description :

Les salmonelles sont des bactéries entériques en forme de batonnets, anaérobies
facultatives, a Gram négatif, mobiles pour la plupart avec des flagelles péritriches, qui
produisent du sulfure d’hydrogéne. La nomenclature des salmonelles est particulierement
complexe. La notion d’espéce est peu employée pour le genre Salmonella et on réfere plutét

au sérotype. Ce genre contient plus de 2 000 serotypes différents (Orth et al, 2006).
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e Habitat :

Les Salmonella ou salmonelles, sont trés largement répondues dans la nature et leur réservoir
s'étend a tout le régne animal. On les trouve dans le tube digestif des malades et des porteurs
sains, chez I'nomme et chez I'animal qui contaminent le milieu extérieur par leurs excréments.
Les Salmonelles peuvent survivre plusieurs semaines en milieu sec et plusieurs mois dans
I'eau ( Noskin et al., 1995).

e Mode de contamination

La transmission des infections a Salmonella se fait principalement par 1’ingestion d’eau ou
d’aliments contaminés, mais se qui concerne les cybercafés les principales modes de

transmission sont les mains sales (Dryden, 1994).
e Pouvoir pathogene :
Les salmonelloses peuvent revétir trois aspects :

e Les formes septicémiques :
Ce sont les fievres typhoides et paratyphoides dues a Salmonella typhi, salmonella paratyphi

A, B et rarement C. Ce sont des septicémies a point de départ lymphatique. (Anonyme).

e Les salmonelloses purement digestives :

Les toxi-infections alimentaires a Salmonella se manifestent par des diarrhées, de la
fievre et des vomissements, les premiers signes surviennent 8 a 10 heur es apres l'ingestion de
I'aliment contaminé. Les entérites a salmonella s'observent principalement chez le jeune

enfant. Des épidémies peuvent survenir dans des collectivités de nourrissons.

e Les formes extradigestives :
Ce sont principalement des infections Pleuropulmonaires, Ostéo-articulaire,

neuroméningee, abces de la rate.
6-1-2-3- Shigella

Les Shigella sont des bactéries intestinales rencontrées seulement chez I'nomme.
Celui-ci les elimine par ses selles et les dispersent dans le milieu extérieur (sol, eau) ou elles

ne survivent pas longtemps. La contamination se fait par voie digestive, la transmission

&



Chapitre 01 : Installation d’une contamination bactérienne

interhumaine s'opére facilement, elle peut étre directe, par les mains, ou indirecte par

I'ingestion d'aliments ou d'eau contaminés (Dryden, 1994).
e Pouvoir pathogéne :

Les Shigella provoquent des ulcérations de la muqueuse intestinale et une réaction
inflammatoire. Les moins rares sont les infections urinaires. On observe par fois des formes

bactériémiques, des arthrites et des méningites (Jawad et al., 1996).
6-1-2-4- Citrobacter:

Citrobacter est une bactérie aérobie, Gram négative, appartennantaux entérobactéries,
touchant le tractus gastro- intestinal, I'arbre urinaire, les poumons, les plaies, les tissus mous,
I'os et les méninges. La présence de Citrobacter dans le sang est fréqguement associée a des
bactériémies poly -microbiennes chez des patients avec une pathologie sous-jacente.(Ferron,
1984).

6-1-3- Staphylococcus aureus :

Bien que Staphylocoque contamine largement les surfaces, l'air et I'eau, I'nomme en est le
principal réservoir, qu'il soit malade et porteur de Iésions, ou bien porteur sain (30 a 50 %de la

population) surtout au niveau des fosses nasales, ses annexes...etc ( Dryden , 1994).

e Description :

Le microorganisme Staphylococcus aureus est une bactérie de la famille des
micrococcaceae de forme sphérique (coque), de 0,8uma 1,0um de diamétre. Ces coques a
Gram positif se présentent généralement en grappes, par paires ou en cellules individuelles
compte tenu de 1’dge de la culture. C’est une bactérie non mobile, a sporulée et aérobie

facultatif possédant une catalase (Carlier , 1986).
e Habitat :

Les staphylocoques trouvés dans les surfaces proviennent principalement de la peau,
de la bouche, du nez et de la gorge des personnes et occasionnellement d’une pollution fécale.
Les staphylocoques pathogenes (S. aureus) produisent plusieurs types d’enzymes qui
participent a ’envahissement d’un hote (Dryden, 1994).

=
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e Pouvoir pathogéne

S. aureus est un microorganisme pathogéne dont on connait au moins deux types de
manifestations cliniques chez ’homme. Les staphylocoques sont d’abord souvent mis en
cause dans les cas de toxi-infections alimentaires ou il y a production d’une entérotoxine
thermoreésistante responsable de gastro-entérites. Ils sont également
responsables d’infections rhinopharyngées et cutanées qui sont de loin prédominantes par

rapport aux infections gastro —intestinales (Avril et al., 1992).
Acinetobacter :

Ce sont des bactéries Gram négatives, non sporulées, parfois capsulées, immobile,
aérobie. lls sont ubiquistes et se trouvent dans tous les milieux (eau, sol, peau, poussiéres...)
Ils sont capable de développer le film bactérien. leur transmission se fais par contact avec les
mains (Azel , 1984).

6-2 - Les champignons

Par miles autres micro-organismes impliqués dans les infections a partir des
cybercafés, les levures et surtout les champignons filamenteux environnementaux
(Aspergillus spp.) Sont trés bien adaptés a la survie et la multiplication dans cet

environnement (Dryden, 1994).
2.1- Aspergillus :

Aspergillus sp représente une faible proportion des champignons filamenteux
(moisissures), deux cent especes sont connues et seule une trentaine est pathogene pour
I’homme ; les plus représentées : aspergillus fumigatus et A.flavusils sont ubiquitaire
(végétaux, sol, I’air, poussiéres ....).leur mode de contamination est aéroportée (Costerton et
al., 1999).

* Les effets des moisissures sur la santé

Lorsque les conditions propices a la croissance des moisissures sont présentes dans
une habitation ou un édifice public et qu’elles ne sont pas controlées, les moisissures peuvent
proliférer, coloniser divers substrats et se retrouver éventuellement dans 1’air ambiant. En
effet, les spores des moisissures croissant en surface des matériaux sont facilement

aérosolisables. De plus, des fragments de mycélium, des particules de matériaux contaminés
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ou de la poussiére contenant des particules fongiques déposées, peuvent également étre
aéroportés. L’exposition aux particules fongiques (spores, fragments) ou aux métabolites
fongiques pourra donc se faire par inhalation ou, dans une moindre mesure, par contact
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
I’exposition, de la nature de I’agent en cause et de la susceptibilité des individus exposés(état

de sante, age, etc.). (Moustardier ,1972).
2.2- Candida

Le Candida est un champignon de forme ovale ou circulaire, il est souvent représenté
comme une boule plate ramifiée ou comme de petits bourgeons. Il est présent dans I’appareil
digestif, sur 1’épiderme et peut provoquer des maladies a ces endroits dans le cas d’un

affaiblissement de 1’organisme (Leleu,1984).

6-3- Les Virus

Les infections virales peuvent étre a I’origine d’infection a transmission direct ( les
infections respiratoires, les infections de 1’ceil , etc....).Les virus responsables d’infection a
partir des cybercafés sont nombreux et appartiennent a des familles virales distinctes
Comme exemple les rota virus qui sont capables de survivre plusieurs jours sur les
mains et 1 a 10 jours ou plus sur les surfaces seches et non poreuses dans un environnement
Faiblement humide (<50%)(Dryden,1994).
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1- Risques infectieux liées a ’usage des claviers d’ordinateurs

La contamination d'un site anatomique donné par des micro-organismes, la
multiplication de ceux-ci, qui aboutit a la colonisation de ce site, sont les étapes préalables au

déclenchement d'une infection.

La survenue d'une infection est le plus souvent multifactorielle et dépend de 1’inoculum

infectieux, de la virulence du microorganisme, de la rupture des barrieres

cutanéo-muqueuses a l'occasion de manceuvres invasives et de la réceptivité de I’individu

(personne immunodéprimée, agée, ... etc.)

La capacité de créer une infection découle d’une combinaison de facteurs associant le
niveau d’expression des facteurs de virulence du microorganisme, sa quantité ou sa
concentration, le mode de contamination (aérienne, digestive, cutané e...) et la réceptivité de
I’hote (Joseph, 2003).

2- Les maladies infectieuses liées a ’utilisation des claviers d’ordinateurs
2-1 - 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 probleme de santé
publique ( Astruc et al .,2003).

Dans la nature, des maladies infectieuses se développent chez tous les organismes
vivants (animaux, végétaux, hommes ). Leur mode de transmission est variable et dépend de
leur réservoir (humain, animal, environnemental) et parfois de vecteurs (maladies

vectorielles).Elles sont plus ou moins contagieuses (Boulanger, 2007) .
Trois étapes sont nécessaires pour la transmission d’une maladie infectieuse :

a. Emission de I’agent infectieux a partir de son réservoir : Sujet malade ou porteur sain

par des sources de contamination :

e Les sécrétions oro -pharyngees émises lors de la toux, des éternuements, de la parole.
e Les produits d’excrétion : salive, mucosités nasales, maticres fécales...

e Les cheveux infectés ou parasités.
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e L’environnement : terre, eau, air, objets qui peuvent aussi étre vecteurs d’agents

infectieux.

b. Transmission : différents modes de contamination possibles :
++ La transmission directe

La contamination se fait de personne a personne a partir du contaminateur malade

ouporteur sain de 1’agent infectieux, jusqu’a la personne saine.

e Aérienne par la toux, les éternuements...pour les germes des infections respiratoires
(rougeole, grippe, tuberculose, pneumonies,...) et les méningites bactériennes,

e Manuportée : transmise par les mains mal lavées : germes des infections des gastro-
entérites, a transmission féco-orale (quand les conditions d’hygiéne personnelle sont
mauvaises).

e Par la peau ou le cuir chevelu (gale, poux, teigne...).

« La transmission indirecte

La contamination se fait hors de la présence du contaminateur par I’intermédiaire d’objets

ou de matériel contaminés :(gale, gastro-entérites virales) (Marie, 2002).

c. Pénétration de I'agent infectieux :

L’agent infectieux pénétre (par la bouche, le nez, la peau...) chez la personne saine qui

devient alors infectée.
Le développement d'une maladie infectieuse se déroule en plusieurs étapes :

* Une période d'incubation : généralement silencieuse, elle correspond a la période qui
sépare le moment ou le germe se fixe sur I'hdte et le moment ou celui -ci manifeste les

premiers signes cliniques de l'infection.

*  Une période d'invasion : presque toujours de courte durée, elle est marquée surtout
par des signes généraux aux infections (fiévre, courbatures, etc.).
*  Une période d'état : caractéristique de la maladie, le plus souvent elle fait

apparaitre des signes cliniques spécifiques qui conduisent au diagnostic. (Dryden , 1994).
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2-2- Principales maladies liées a I’usage des claviers d’ordinateur et leur mode de

Transmission

Les maladies infectieuses liées a 1'usage d’ordinateur dans ['université sont

transmises de différentes facons :
2-2-1- voie respiratoire

La contamination de I'nomme par voie aérienne se divise en deux types dans ces
endroits selon le microorganisme qui intervient et selon sa source humaine ou

environnementale

a. Source humaine :

Les microorganismes pathogenes (virus, bactéries...etc.) qui infectent le systéme
respiratoire sont souvent transmis par ce qu’on appelle des aérosols ou par des mains
contaminés(Les microbes, sont parfois aussi transmis par des mains qui n'ont pas été lavées).
Quand une personne tousse ou éternue, ou simplement parle fort, de minuscules gouttelettes
de sécrétions muque uses sont expulsées par la bouche et le nez. S’il y a des bactéries
pathogénes sur les surfaces respiratoires, ces gouttelettes peuvent en contenir. Comme les
plus petites de ces gouttelettes sont susceptibles de rester pendant un certain temps en
suspension dans I’air et plusieurs jours sur les surfaces (clavier, souris, table de travail, etc.),
elles peuvent étre inhalées par d’autres individus et constituer des véhicules de transmission (

Dryden , 1994).

La contamination peut devenir trés élevée dans les salles d’informatique a cause de
I’absence d’aération ou de renouvellement d’air (absence des fenétres), et aussi I’absence

d’hygiene des mains. Donc les germes restent baigner a 1’intérieure de la salle.
b. Source environnementale :

Autre genre de contamination se fait par inhalation de gouttelettes d’eau contenant des
bactéries en suspension dans l'air. Cette contamination appartenant d’une bactérie appelée

Iégionnelle qui colonise les colonnes de refroidissement des systemes de climatisation.

Les infections respiratoires, est I’une des causes importantes de mortalité chez
plusieurs individus selon ’OMS, peuvent  aussi é&tre évitées grace a une  bonne

hygiéne, dont celle des mains (Dettenkofer, 2004).
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Tous ces germes se transmettent lors d’un contact propice entre les muqueuses du nez et
de la bouche, les principales maladies provoquées par cette voie : la légionellose, le
rhume, la grippe, les affections respiratoires, pneumonie, tuberculose, et autres maladies (
Steinmueller , 2001)

2-2-1-1- La légionellose

Est une infection respiratoire provoquée par des bactéries appelées Legionella qui
proliférent en eau douce a des températures comprises entre 25 C a 42 C L’infection présente

deux formes :

e Une infection aigué bénigne appelée fievre de Pontiac, guérissant spontanément
sans traitement en 2 a 5 jours.

e Une infection aigué pulmonaire grave, pouvant entrainer le déces dans un peu plus
de 15 % des cas, appelée maladie du légionnaire.

La légionellose est une maladie soumise a déclaration obligatoire aux autorités sanitaires
depuis 1987.

Cause : Diverses espéces de Legionella, fréquemment Legionella pneumophila,

Serogroupe |.

Transmission : L’infection résulte de I’inhalation de vapeurs ou de brumes
contaminées. Elles contaminent les colonnes de refroidissement des systéemes de
climatisation, les systémes d’eau chaude, les humidificateurs, et autres conteneurs d’eau.

Il n’y a pas de transmission interhumaine.
Nature de la maladie: la Iégionellose existe sous deux formes cliniques différentes :

e La maladie des Iégionnaires est une pneumonie bactérienne aigué avec apparition brutale
de symptdmes associant anorexie, mauvais état général, myalgies, céphalées et fievre en
hausse rapide, qui évolue vers la pneumonie, celle -ci pouvant conduire a une insuffisance

respiratoire et au déces.

o La fievre de Pontiac est une pathologie de type grippal avec rétablissement spontané au
bout de 2 a 5 jours. La sensibilité a la légionellose augmente avec 1’age, en particulier chez
les fumeurs et les personnes déja atteintes d’une affection pulmonaire chronique ou

immunodéprimées (Bachelot, 2003).
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2-2-1-2- Le rhume : est une infection trés frequente du nez (ou plus précisément des fosses
nasales) et de la gorge, causée par un virus. Aussi appelé rhinite virale ou aigué, il provoque
un maldegorge, des éternuements, une sensation de son nez bouché (congestion nasale)et un
écoulementnasal. Ses symptomes apparaissent graduellement, et persistent habituellement

durant 5 a 7 jours, 2 semaines tout au plus.

Particules-
nasopharyngiennas

‘ Particules- Fraction
‘. 3 : : “inhalable
| e 4 trachéobronchiques inhalable
A [
: ’ ., :
L ; .~ —vlmo?iuﬂ Particules
N : alvéolaires
01 - > 100

Taille des particules (2n ym)
Figure 1 : Mode de contamination aérienne
Cause

Plus de 100 virus peuvent causer le rhume. Les plus courants appartiennent a 1’une ou
I’autre de ces familles : les rhinovirus ou les coronavirus.

Le corps rencontre et neutralise des virus du rhume plusieurs fois par an.
Lorsqu’un rhume apparait, c’est que le systeme immunitaire n’a pas réussi a éliminer

le virus.
Transmission :

Le rhume est une maladie contagieuse. Pour pouvoir provoquer un rhume, les virus du
rhume doivent d’abord se fixer sur les muqueuses de notre nez, de nos yeux ou de notre
bouche. Contrairement a la peau, les mugueuses ne forment pas une barriére tres étanche
contre les microbes. Elles constituent plutdét un milieu accueillant pour ceux-ci. Les virus
peuvent atteindre les muqueuses si 1’on inhale de fines gouttelettes contaminées, émises

par exemple lorsqu’une personne qui a le rhume tousse ou éternue.

Le rhume peut aussi se propager par le contact des mains avec une personne

&
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infectée ou un objet contaminé (des verres, des ustensiles, les claviers, etc.), lorsque les
mains sont ensuite portées a la bouche, au nez ou aux yeux. La période d’incubation varie

d’une douzaine d’heures (rhinovirus) a quelques jours, selon le virus (Hall et al., 1980)
2-2-1-3- La grippe

Est une maladie respiratoire infectieuse fréquente et contagieuse causée par trois virus a
ARN de la famille des Orthomyxoviridae (Myxovirus influenzae A, B et C), touchant les

oiseaux et certains mammiferes dont le porc, le phoque, et I'étre humain.

La grippe se manifeste habituellement par un mal de téte, une toux et des frissons
suivis rapidement d'une fievre, d'une perte d'appétit, de douleurs musculaires, de fatigue,
d'écoulement nasal, d'éternuements, d'écoulement des yeux et d'une irritation de
la gorge. La nausée, des vomissements et la diarrhée peuvent également avoir lieu, surtout
chez les enfants (Wilde et al., 1992).

Transmission

La grippe s‘attrape facilement d'une autre personne et se transmet facilement

aussi, surtout dans les endroits fermés comme les salles d’informatique.

La présence du virus de la grippe sur les mains des personnes est la maniére par
laquelle il se transmet le plus souvent. Le virus de la grippe peut survivre jusqu'a 48 heures
sur certains objets ou surfaces non poreuses comme les téléphones, les claviers
d’ordinateurs, les poignées de porte, le verre, etc. Si vous touchez une chose ou le virus de
la grippe est présent, et qu'ensuite vous touchez votre visage ou votre bouche, vous pouvez
devenir infecté. Voila pourquoi le lavage fréquent des mains est important en plus de la

vaccination.

Le virus de la grippe peut aussi voyager par l'air. Si une personne qui a la grippe
éternue ou tousse, des gouttelettes qui s'échappent alors de ses voies respiratoires peuvent
porter le virus jusqu'a votre nez, votre bouche et/ou vos yeux. VVous étes alors en contact

avec le virus de la grippe.

Lorsque les agents pathogenes qui se trouvent sur les mains et les surfaces sont
éliminés, le risque d'attraper certaines maladies comme la pneumonie ou encore la grippe

est fortement réduit. Une étude Pakistaniénne montre que le lavage des mains au savon
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abaisse de plus 50% le nombre d'infections liées a la pneumonie chez les individus
(Bauer et al., 1990).

2-2-2 voies digestives

Chaque individu porte sur lui des milliards de microbes et autres germes. Ceux-ci se
situent surtout dans l'intestin, mais aussi, quoique dans de plus faibles proportions, dans les
cavités nasale et buccale, sur le cuir chevelu et sur les mains et au bout des doigts. En

définitive, aucune parcelle du corps n'y échappe (Marie, 2002).

La plupart des gents touchent leurs bouches, leurs yeux ou de la nourriture apres
avoir de toucher un clavier d'ordinateur mais ne connaissent pas que les surfaces de ces
derniers, sont a la maison a des millions de germes, qui peuvent étre transférés par

I'utilisateur de clavier pour d'autres personnes (Hota, 2005).

Si vous entrez en contact avec ces surfaces apres elle le fait, il ya une grande chance
que vous pouvez ramasser des germes qui peuvent vous rendre malade sur vos mains, puis
transférer ces a votre bureau. On appelle maladies des mains sales les pathologies qui
s'attrapent en raison d'une mauvaise hygiéne, dont celle des mains. Les agents responsables
de ces maladies pénetrent dans la bouche par l'intermédiaire de mains qui ont été en

contact avec des objets contaminées par des matiéres fécales (Apria, 1986).

En téte de liste de ces maladies des mains sales se trouvent les maladies diarrhéiques,
c'est-a-dire celles dont l'un des premiers symptdmes est la diarrhée. Cela peut étre une
infection intestinale comme la gastro-entérite, ou encore des infections plus graves comme

le choléra, la fievre typhoide ou la dysenterie (Moustardier, 1972).

En raison de la déshydratation qu'elles peuvent entrainer, les maladies diarrhéiques
sont mortelles. A Madagascar, selon les chiffres publiés par I'OMS en 2007, elles

constituent I'une des trois causes de mortalité chez les personnes (Orth et al., 2006)

Les bactéries trouvées sur ces claviers pouvaient notamment causer des symptémes
d'intoxication alimentaire, en générale la principale maladie causée par la saleté d’un

clavier est la gastroentérite (Neely et al., 2002).

2-2-2-1- Les Gastroentérite aigus et diarrhées :Une gastro-entérite est une infection
inflammatoire du systeme digestif pouvant entrainer de la nausée, des vomissements, des

crampes abdominales, des ballonnements et de la diarrhée, ainsi que de la déshydratation,
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de la fievre et de la céphalée (mal de téte).clles peuvent étre d’origines bactériennes,

virales, ou dus a des parasites internes, protozoaires ou amibes pathogénes.

Les gastroentérites appartenant a des cybers café sont causées généralement soit par
I’ingestion des aliments contaminées par I’équipements informatiques (table de travail,
clavier) au moment de repas par exemple soit par le toucher de notre bouche au moment de

travail sur I’ordinateu.car ce dernier peut contenir des germes d’origine fécales qui se

transmis par les mains sales (Dryden, 1994).

Tableau 03: les principales bactéries responsables de gastroentérites (Dryden, 1994)

Bactéries

Maladies induites

Aeromonas

Gastro-entérite syndrome cholériforme

Clostridium perfringens

Gastro-entérite

entérococcus

Gastro-entérite

Escherichia  coli  entérotoxiques et

entéroinvasifs

Gastroentérite et autres maladies

Campylobacter jejuni ou C. coli

Gastro-entérite

Salmonella sp.

Gastro-entérite

Shigella dysenteriae

Dysenterie bacillaire

Shigella

Gastro-entérite

Vibrio

Gastro-entérite,choléra, infection cutanée

Yersinia enterocoliticus

Gastro-entérite

2-2-3- voie cutanné

La peau consiste normalement une barriere efficace contre les bactéries ou les

germes pathogeénes, mais elle peut étre ouverte par blessures, intervention chirurgicale,

etc.les blessures peuvent laisser passer toute une variété d’organismes potentiellement

pathogénes, capable de causer une maladies systématique autrement dit affectant

I’ensemble du corps ou une affection localisée, mais on peut trouver aussi la pénétration de

ces germes méme si la peau est saine (non ouverte).

La principale maladie affecte la voie cutanée sont :
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2-2-3-1- Les dermatoses

Les dermatoses Sont les infections de la peau, différents microorganismes sont en

cause.

Les infections cutanées bactériennes sont souvent contagieuses et de gravité variable,

deux germes sont le plus responsables : les streptocoques et les staphylocoques.

Les mycoses cutanées également appelées dermatophytes/dermatomycoses sont dus a
des champignons cosmopolites. Trois genres sont impliqués dans ces mycoses :
Epidermophyton, Micosporium et Trichophyton (Avril et al.,1992).

2-2-3-2- L’otite externe

Le terme otite désigne I’inflammation de ’oreille. L’otite externe est une infection du
canal auditif externe de ’oreille par une bactérie staphylocoque (staphylocoque doré) ;
Pseudomonas aerogenosa elle cause une forme d’otite externe maligne qui s’accompagne

d’une inflammation du tissu osseux surtout pour les diabétiques et les immunodéprimés.
2-2-3-3- La conjonctivite :

Le terme de conjonctivite définit dans le langage commun une inflammation de I’ ceil.
D’un point de vue médical, la conjonctivite définie I’inflammation d’une membrane présente

sous les paupiéres et sur la cornée, le dessous de la paupiére apparait rouge et inflammatoire.

La conjonctivite a plusieurs causes. C’est habituellement une infection due a un
virus ou a une bactérie. La plupart des infections virales produisent une conjonctivite
bénigne. Elles affectent d'abord un ceil, puis se communiquent a l'autre dans les jours
suivants ; des adénovirus sont en cause. Les patients atteints de conjonctivite bactérienne
présentent une inflammation sous les paupieres qui sont gonflées et collées au réveil.
L’infection peut s'accompagner d'une légere géne a la lumicre Il peut y avoir une sensation

de sable ou de corps étranger dans 1’ceil.

Les bactéries le plus freqguemment observées dans les conjonctivites banales sont les
Staphylococcus aureus, Haemophilus influenzae, Streptococcus pneumoniae et
Pseudomonas aeruginosa. et Corynebacterium diptheroides, qui peuvent causées des
conjonctivites bactériennes plus dangereuse dont les symptdmes sont beaucoup plus
intenses (Dryden, 1994).
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La plupart de tous ces maladies soit (respiratoire, digestif,cutanés)sont transmis par
les mains sals ; une étude récente indique que un individu normale touche son visage 18

fois par heur, donc celle-ci est la cause de touts ces derniers (Rozier, 1986)

3- Méthodes préventives pour réduire la contamination :
» L’importance de I’hygiéne en collectivité :

L'hygiéne est un ensemble de mesures et de précautions prises par 1’individu pour
préserver, voire améliorer sa santé. L’application des reégles d’hygiéne garde une place
essentielle dans la prévention des maladies transmissibles en collectivité. Pour lutter contre
les sources de contamination et réduire les moyens de transmission, un rappel régulier de la

bonne pratique des régles d’hygiene est nécessaire. Les mesures d'hygiéne portent sur :

e L’hygiéne des locaux, qui comprend un ensemble de régies destinées a arréter la
propagation des maladies contagieuses.

e L’hygi¢ne du matériel.

e L’hygiéne du linge.

e L’hygiéne individuelle, qui comprend I'ensemble des soins personnels.

Une application rigoureuse et quotidienne de ces mesures permet de s’opposer a la

propagation des agents infectieux ( Orth et al ., 2006) .

Le lavage des mains est essentiel dans les mesures d’hygiene individuelle. La
transmission des agents infectieux par les mains est responsable a de nombreuses infections
(Dryden , 1994).

Quoiqu'il en soit, une hygiene bien congue exige un nettoyage et une désinfection
efficace et réguliere des installations, et matériel. Afin d’éliminer les résidus alimentaires qui
pourraient contenir des micro-organismes capables de provoquer des intoxications d'origine
alimentaire ( Leleu, 2003 ).

» Nettoyage et désinfection :

Nettoyage : Opération qui a pour but de rendre physiquement propre les Surfaces en les
débarrassant de leurs souillures visibles (physiques ou chimiques). Une surface ainsi nettoyée est

alors qualifiée de physiquement propre.
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Désinfection: Opération au résultat momentané permettant d'éliminer ou de tuer lesmicro-

organismes et de rendre inactifs les virus indésirables sur les milieux inertes contaminés, de

facon a obtenir une surface biologiquement propre (Bariller, 1998).

Un sondage réalisé sur plus de 4000 personnes par un magazine de consommation

britannique sur le nettoyage de leurs ordinateurs, qui a donner les résultats ci-dessous : [65]

% Clavier
Souris

60 -

50 -

40 Clavier

1 Souris
30 Souris
20 _
Clavier
N IIII
u -
Jamais 1 fois par mois 1 fois par semaine

Figure 02 : Représentation graphique de ce Sondage

M Clavier
B souris

Durée

3-1- Prévention de la propagation du virus de la toux et de la grippe dans les salles

informatiques :

80% de toutes les infections courantes (rhume, grippe, diarrhée) sont transmises par

I’environnement. Les surfaces touchées par plusieurs personnes sont des endroits propices a

la transmission des infections (Astruc et al., 2003).

Voici quelques mesures préventives faciles a adopter dans une salle informatique:

1- Mettre a la disposition des usagers un lieu pour lavage des mains avec les accessoires

nécessaires a savoir : savon, un essuie-tout jetable, etc.

Le séchage des mains avec un essuie-tout apreés les avoir lavées peut réduire les microbes

de 77%.( Orth et al ., 2006) .
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Figure 03 : Lavage des mains

2- Avant la fermeture du locale essuyer et désinfecter les surfaces qui ont été touchées par
les usagers (souris, claviers, interrupteurs, poignés de portes, téléphone etc....) par un spray

antibactérien (de préférence contenant de 1’alcool pour séchage rapide).

Figure 04 : Nettoyage de poste de travail

3- Mettre a la disposition des usagers un désinfectant pour les mains avant 1’utilisation du

mateériel; ce petit geste empéchera la propagation de germes dans ce lieu.

E
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Figure 05:Désinfection des mains par produit antibactérien

4- Afficher un panneau avec des recommandations sur la conduite & tenir dans le locale
par les usagers, a savoir :
- Tousser et éternuer dans un papier-mouchoir ou dans le pli de votre coude. Ne toussez
jamais dans vos mains. Si vous utilisez un papier-mouchoir, jetez-le immédiatement.
- Lavez-vous toujours les mains ou utilisez un produit pour assainir apres avoir toussé ou
éternué, et apres avoir été aux toilettes.
- Sivous avez des symptomes grippaux, restez a la maison et consultez un médecin.
5- Equiper la salle d’un extracteur d’air ou a défauts d’un aérateur d’air.

Couvrir le matériel informatique avant la fermeture par une couverture jetable pour

empécher la poussiere et autres contaminants de se déposer sur celui-ci. ( Orth et al ., 2006).
Etapes & suivre pour se laver les mains correctement :

Tableau 04 : Quelques précautions pour lavage des mains correctement

Les étapes La méthode de lavage
Etape 01 Mouille-vous les mains.
Etape 02 Prends une quantité suffisante de savon.

Lavez-vous les mains avec de 1’eau et
Etape 03 dusavon en les frottant rigoureusement

pendant 10 a 15 secondes.

Etape 04 Rincez-vous les mains a 1’eau claire.
. Sechez-vous les mains avec une serviette
Etape 05 )

en papier propre.
3 Fermez le robinet avec la serviette en
Etape 06

papier.
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3-2. Nettoyage du poste de travail informatique

Les postes de travail multi-usagers sont des places ou beaucoup de personnes touchent

les surfaces, respirent, éternuent et toussent. Toutes ces particules sont répandues autour et

sur les périphériques de 1’ordinateur. En plus dans le clavier nous trouvons des pellicules de

cheveux, des fragments de peau et de la poussiére. (Bariller, 1998).

Les recherches ont démontré qu’il y a un dépot de +/- 2 grammes de poussiére,

maticre cosmétique et de miettes dans I’espace d’un mois!

Les ordinateurs dans les salles d’informatiques ou ils sont simultanément utilisés par

différents utilisateurs, sont les plus contaminés! Pour cela 1’ordinateur et ses périphériques

(souris, clavier, imprimante, scanner, etc.) nécessitent des précautions de sécurité et un

nettoyage spécial (Hermon, 1993).

En vue d’une d’hygi¢ne préventive nous vous conseillons de nettoyer les

lieux de travail selon le schéma suivant:

Tableau 05 : Conseils pour le nettoyer les lieux de travail

clavier

souris

scanner

Station de travail

Une fois par semaine

Une fois par semaine

Une fois par semaine

Station de travail

multi-usagers

Tous les jours

Tous les jours

Deux fois par

semaine

3-2-1- Le nettoyage de la table de travail

Les tables de travail (bureau) devraient étre nettoyées quotidiennement dans les lieux

publics et dans les bureaux avec stations de travail multi usagers! Pour les stations de travail

personnelles, un nettoyage deux fois par semaine est un minimum (Bariller, 1998).

3-2-2- Le nettoyage d’un clavier

Des recherches minutieuses ont démontré que le nettoyage du clavier avec des produits

conventionnels ne sert pas a grand-chose, les germes ne sont pas supprimés! VVous trouverez
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Ci-dessous des produits ou des claviers spéciaux développés par 1’industrie et les entreprises

spécialement a cet usage qui ont été testés et approuvés (Leuleu, 2003).
3-2-3-Les produits de Green Clean

Sont excellents, vu leur éponge concue spéecialement pour passer entre les touches. De méme
un flacon contenant une lotion spéciale antigermes (désinfectant) est inclus dans le kit de
nettoyage pour clavier.

Figure 06 : produit de nettoyage Green Clean[65]

L’éponge spéciale avec des lamelles espacées peut étre employée horizontalement et aussi
verticalement. De cette fagon un nettoyage optimal est garanti. Les lamelles de 1’éponge

nettoient la surface des touches et en méme temps (surtout) les cétés latéraux des touches.

A part le nettoyage des surfaces du clavier il faut encore envisager le nettoyage de
I’espace entre les touch es et la partie ou les touches sont fixées. Avec le temps il y a de la
poussiére, des pellicules et d’autres petites particules qui s’accumulent. Pour ceci nous
utilisons de I’air comprimé qui sera dirigé a travers un tuyau capillaire entre les touches pour

propulser la poussiére et les petites particules en de hors du clavier [98].

3-2-4- Cyber clean
Produit forme de pate a monde, Avec ce produit vous pouvez éliminer les germes ainsi

que retirer saleté et poussiére. [85].

E
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3-2-5- Le clavier CleanKeys

Un clavier pratique et hygiénique

- Le clavier CleanKeys permet une propreté et un contréle des infections dues aux claviers
comme jamais auparavant. Le clavier CleanKeys représente un pas de géant contre la
contamination bactérienne des claviers d’ordinateurs. La surface en verre, complétement
lisse, et la partie inférieure fabriquée en Corian le rendent extrémement facile a nettoyer.

- Pour nettoyer, pulvérisez simplement un désinfectant aux normes d’hygiéne, puis essuyez
le clavier. Sans recoin ni fente pour héberger la saleté et les bactéries, le clavier CleanKey
est la solution contre les infections transmises par les claviers. [85].

Figure 07: Le clavier CleanKeys[68]

3-2-6- Clavier en argent

Tout le monde sait que les claviers sont de véritables nids a bactéries et autres saletés,
(les pizzas, le coca et les cendres de cigarettes etc....) sont aussi des habitués des claviers.
Pour évité de ceux -ci Samsung a recouvert les claviers de ces PC avec des ions d’argent
(Agt). En effet, ’argent, en plus d’étre un métal précieux, a surtout une action bactéricide

reconnue.
3-2-7- Clavier au cuivre :

L'usage du cuivre permettrait apparemment de rendre nos claviers d'ordinateur plus

propres. Explications.

Avec pour but de résoudre ce souci de propreté, le Centre d'Information du Cuivre,
Laitons et Alliages, ou CICLA, propose de remplacer le plastique utilisé pour la coque par

du cuivre.
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Selon lui, le cuivre présenterait des propriétés antibactériennes tres intéressantes,
puisqu’il se trouve qu’entre 90 et 100 % des bactéries a sa surface seraient détruites en

quelgues minutes a peine. Un caractere auto désinfectant donc.

Il évoque également les qualités esthétiques et le c6té écologique, car 100 % recyclable.
[81].
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Matériel et méthodes

I- Matériel :

Le matériel et les reactifs utilisés dans la partie expérimentale sont représentés dans le

tableau suivant :

Tableau 06: Matériel utilisé dans notre travail.

Appareillages

les milieux de

culture

Les réactifs et les

colorons utilisées

Autres matériels

-Autoclave.
-Etuve.

-Réfrigérateur.

-Gélose nutritive.
-Gélose Hekteen.
-Gélose Chapman.

-Gélose Mac Conkey.

-Gélose SS.

-Milieu TSI.

- Milieu Sabouraud
-Bouillon BCPL
-Bouillon Schubert
-Bouillon Roth
-Bouillon Litsky Eva

-L’alcool a 95°
-Fuchsine.

-Huile de cedre.
-Lugol.

-Réactifs de Kovacs.
-Réactif de TDA.
-Rouge de méthyléne
-Violet de Gentiane.
-Voges-Proskauer
(VPLVPII)

-Peroxyde

d’hydrogene

-Disque d’oxydase
-Disque ONPG
-Serum humain(O+)
-Disques
d’antibiotique
(Gentamicine +

Chloramphénicol)

- Etiquettes.

-Anse de platine.
-Bec bunsen.

-Boite de pétri
steriles
-Ecouvillons.
-Micro pipette.
Tubes a hémolyse
-Systeme API20E.
-Systeme API20NE
-Systeme API Staph.
Verrerie :

-Lames et lamelles.
-Pipettes Pasteur.

-Tubes a essai sterile
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Il - Méthodes :
1- Cadre d'étude :

L’objectif de notre travail est I’isolement et I’identification des bactéries provenant lors
de I’utilisation des claviers d’ordinateurs de la bibliothéque de 1I’Université 8 Mai 1945 de
Guelma ainsi que leur dénombrement afin de vérifier le niveau d’hygiéne dans ces endroits
qui peuvent étre la cause de la propagation de plusieurs maladies infectieuses. Nos analyses
ont été effectuées au niveau du laboratoire de microbiologie de I'Université de 8 Mai 1954 de

Guelma.

2- Echantillonnage et méthode de prélévement
2-1- Echantillonnage

De nombreuses méthodes de mesures de la contamination des surfaces sont
aujourd'hui Proposées. Parmi ces derniéres, nous pouvant citer la technique de chiffonnage,
la technique de recouvrement des surfaces par gélose, la technique d'écouvillonnage, la
technique de scotch test...etc. Dans notre étude, nous avons choisi la méthode
d'écouvillonnage car elle est simple, trés pratique et s'applique a toutes les types de surfaces
(planes et /ou non planes). Cette technique nous permet de prélever les parties les plus

difficiles comme I'espace entre les touches d'un clavier.

Les échantillons ont été prélevés a partir des claviers des ordinateurs de la salle

d’informatique au niveau des endroits déterminés selon le tableau suivant :

Tableau N° 07 : Présentation des posts de prélévement.

- Date et heure de Numéro de mode de
Prélevement 1 1 -
prélevement prélevement prélevement
05/03/2017 P o1 Ecouvillonnage sur
(09 :05) clavier
05/03/2017 P 02 Ecouvillonnage sur
La Salle de (09 :08) clavier
consultation N°1 de 05/03/2017 P03 Ecouvillonnage sur
la faculté (09 :11) clavier
“SNV-STU @ 05/03/2017 P04 Ecouvillonnage sur
(09 :13) clavier
05/03/2017 P 05 Ecouvillonnage sur
(09 :14) clavier
Le hall de réception 05/03/2017 P 06 Ecouvillonnage sur
gauche de la faculté (09 :18) clavier
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« SNV-STU » 05/03/2017 Ecouvillonnage sur
(09 :22) P07 clavier
05/03/2017 P 08 Ecouvillonnage sur
(09 :25) clavier
05/03/2017 P 09 Ecouvillonnage sur
o (09:27) clavier
Le hall de reception 05/03/2017 Ecouvillonnage sur
droite de la faculté (09 :30) P10 clavier
des langues 05/03/2017 511 Ecouvillonnage sur
etrangeres (09 :33) clavier
05/03/2017 P12 Ecouvillonnage sur
(09 :36) clavier
05/03/2017 Ecouvillonnage sur
: P13 .
(09 :40) clavier
La salle de 05/03/2017 Ecouvillonnage sur
consultation N°2 09 43 P14 clavierg
des départements (09 :43) z -
de francais, 05/03/2017 P15 Ecouvnlon_nage sur
d’anglais et d’arabe (09 :45) . (_:IaVIer
05/03/2017 P16 Ecouvillonnage sur
(09 :47) clavier
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Figure N°9 : Les points analysés dans la salle d’informatique (photos personnelles)

2-2- Prélévement des surfaces (clavier)

Les prélévements ont été réalisés a 1’aide des écouvillons stériles et humidifies
avec une eau distillée stérile que I’on frottait directement sur les surfaces a analyser aprés
manipulation par les étudiants (Figure N° :9)

Remarque : Les prélévements ont été étiquetés (date, et site de prélevement).
3- Enrichissement

Enrichir, ¢’est augmenter la représentation (proportion) d’un sous-groupe de micro-
organismes dans un ensemble plus vaste. La présence de certaines bactéries a pouvoir
pathogene spécifique dans un prélevement, a une signification pathologique indiscutable,
méme si elles sont peu représentées. C’est le cas par exemple des Salmonella, des biotypes
entéropathogenes, de Yersinia enterocolitica, des vibrions cholériques ou encore des
Listeria ou des Enterocoques. Quelques fois, leur proportion peut étre minime par rapport a
celle de la flore commensale et leur présence ne peut étre révélée par un isolement
(sélectif). L’absence de colonies suspectes sur 1’isolement sélectif ne suffit pas pour
affirmer I’absence de ces bactéries dans le prélévement. C’est pourquoi un enrichissement

est mis en route en méme temps que ’isolement (Guillaume,2004).

Un milieu d’enrichissement réunit deux caractéristiques :
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- Il contient des molécules a action sélective inhibant totalement ou partiellement
la culture des micro-organismes non recherchés ou utilise une température
d’incubation particuliére, ou encore une atmosphere particuliere ;

- Il est liquide (bouillon) afin que son action sélective s’exerce sur une population

importante et homogéne (Guillaume, 2004).

Le Bouillon nutritif est un milieu largement utilisé pour la culture des micro-
organismes peu exigeants. Il est recommandée dans de nombreuses méthodes standardisées

d’analyses des aliments, des laitages, de I’eau et d’autres produits (Eaton et al., 1995)

Apres avoir effectuer les différents prélevements, les écouvillons sont introduits
dans des tubes de Bouillon nutritif. Les tubes sont ensuite acheminés au laboratoire dans

un délai qui n'a pas dépassé trois heures ou ils ont incubés a 37°C pendant 24 a 48 heures.
4- lIsolement :

Un isolement consiste & disperser des micro-organismes a la surface d’un milieu
gélosé en boite de Pétri : cela permet d’obtenir des colonies bien distinctes. La méthode la
plus utilisée est la méthode des quadrants : a partir d’un point de dépdt, les bactéries sont
étalées sur les 4 quadrants successifs de la gélose [90].

A partir des milieux d'enrichissement nous avons ensemencé plusieurs milieux de
culture gélosés afin d’isoler le maximum des bactéries présentes sur les surfaces analysées.
L’ensemencement a été effectuée par des stries transversales sur des boites de Pétri

contenant les géloses suivants :
Gélose Nutritive

Une gélose nutritive est un milieu gélosé qui permet la culture de toutes les especes
bactériennes, Ce milieu est dit non sélectif car il ne permet pas de sélectionner une souche
bactérienne précise. Ce milieu permet donc a toutes les souches bactériennes de pouvoir
pousser, a condition qu’elles soient non exigeantes, autrement dit que les souches peuvent
pousser sur un milieu minimum, qui n’apporte que les éléments essentiels a leur

développement (Guillaume, 2004).

Cette gélose est utilisée dans le cadre de la microbiologie pour la culture d’unegrande

variété de microorganismes (Salmonella, Pseudomonas, Escherichia coli, Yersinia,
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Shigella...etc.).L’utilisation de ce milieu doit conduire a 1’obtention de colonies bien

isolées (Larpent, 1997).
Gélose Hekteen

Est un milieu sélectif permettant I'isolement et la différenciation des entérobactéries
pathogénes. En présence de thiosulfate de sodium, les microorganismes producteurs de
sulfure d'hydrogéne réduisent le citrate ferrique ammoniacal et se manifestent par un
noircissement di a I’apparition des sulfures de fer au centre des colonies (Guillaume,

2004).
Gélose Chapman

Est un milieu sélectif pour l'isolement et la numération des staphylocoques. Il
permet également de différencier les espéces fermentant le mannitol de celles qui ne le
fermentent pas. S'il y a fermentation, cela induit une acidification qui entraine une
coloration jaune du milieu en présence du rouge de phénol (indicateur de pH). La
sélectivité de ce milieu est basée sur la présence des chlorures de sodium qui inhibe la
plupart des bactéries a Gram (+) et a Gram (-)(Guillaume, 2004).

Gélose SS: est un milieu solide, sélectif pour I'isolement des Salmonella et des Shigella. Il
inhibe totalement la croissance des bactéries a Gram positif et partiellement celle de

nombreux coliformes et Proteus (Guillaume, 2004).
Gélose Mac Conkey

Est une gélose utilisée pour I’isolement des Entérobactéries, ainsi que la

différenciation entre les bactéries qui fermentent le lactose (Lac+) et celle qui ne le
fermentent pas (Lac ~). Ce milieux est caractérisé par :

-La fermentation du lactose en acide est révélée en présence de rouge neutre par la
formation de colonies roses ou rouges.

- Les microorganismes lactose-négatif présentent des colonies incolores (joseph,
2003).

Gélose Sabouraud

La gélose Sabouraud constitue un milieu classique pour la culture, l'isolement et

I'identification des levures et des moisissures saprophytes ou pathogenes. Elle est
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recommandée essentiellement pour I'isolement des moisissures dans les prélevements peu
chargés en bactéries, les controles de stérilité des produits pharmaceutiques, cosmétiques

ou alimentaires, la culture des moisissures en vue de

réaliser leur identification. Dans le cas de prélevements fortement contaminés, il est

préférable d'utiliser la gélose Sabouraud + chloramphénicol (Guillaume, 2004).

5-Purification

La purification consiste a effectuer des repiquages successifs sur gelose nutritive,
Chapman, Hektoen, Mac Konkey jusqu’a I’obtention de colonies pures bien distinctes et
homogenes. La purification des souches sur milieu gélose se fait par la méthode des stries
(Nehal, 2007).

Chague type de colonies va subir un réisolement dans le but d'obtenir a partir des
souches présentes des colonies nettement distinctes, non contaminées autrement dit les
cultures pures. La purification est effectuée sur des boites ou tubes contenant les milieux
Chapman, GN, ou Muller Hinton. La technique consiste a prélever quelques colonies a
partir des geloses utilisées, a l'aide d'une anse de platine préalablement flambée et
refroidie, qu'on dispose & la surface de la gélose et on ensemence par la méthode des stries.
Les boites de Pétri et les tubes sont mis en incubation durant 37°C pendant 24 a 48 heures
(Bousseboua, 2003).

6- Identification :

6-1- Aspect macroscopique :
L’identification des germes débute par sur I’observation de I’aspect macroscopique
des colonies obtenues a partir des différents milieux d’isolement. Cette observation servira

de moyen d’orientation pour une identification plus approfondie (Bousseboua, 2003).

L’examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir de
I'isolement apres incubation. lI'aspect des colonies dépend du milieu utilisé de la durée et de
la température de l'incubation. Il ne pourra étre décrit convenablement qu'a partir de
colonies bien isolées : les colonies sont d'autant plus petites qu'elles sont rapprochées. La
colonie peut apparaitre a la surface du milieu de culture pour les germes aérobies, ou étre

en profondeur pour les germes anaérobies.
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6-1-1- La taille

Elle peut étre mesurée a l'aide d'une régle graduée pour les grandes colonies. Il est
possible aussi d'utiliser le microscope au grossissement le plus faible pour mesurer la taille

des petites colonies en utilisant de micrometres oculaires.

6-1-2-La forme
- Allure de contours : lisse, dentelés, déchiquetés, irréguliers
- Relief : surface bombée, demi-bombée, plate.

- Centre : parfois suréléve, parfois ombiliquée (en creux)

6-1-3-L"aspect de la surface

La surface d’une colonie bactérienne peut étre lisse, rugueuse, renvoyer la lumiére

de fagon a leur donner un reflet métallique ou un aspect irisé.
6-1-4- La consistance

Au moment du prélevement, il est possible d'apprécier si les colonies sont grasses,
crémeuses (on obtient facilement des suspensions homogeénes), seches ou encore

mugqueuses (on obtient difficilement des suspensions homogenes).
6-1-5- La couleur et/ou pigment

Plusieurs colonies n’ont pas une couleur bien définie (blanc, gris). Par contre,
certaines bactéries produisent un pigment insoluble qui donnent un aspect bien
caractéristique a la colonie (rose, jaune, rouge ...), tandis que d’autres produisent un

pigment soluble qui diffuse et colore le milieu (Avril, 2007).

6-2- Aspect microscopique :

A partir des colonies suspectes sur les différents milieux gélosés, on réalise un
examen apres coloration, selon les étapes suivantes

- Examen microscopique apreés coloration de Gram

L’examen microscopique aprés une coloration de Gram nécessite au départ une
préparation d’un frotti, une colonie bien isolée d'une culture en milieu solide sera préelevée
et mise en suspension dans une goutte d'eau distillée stérile. L’observation se fait a

I’objectif (X100), Cette coloration permet de différencier les bactéries selon deux criteres :

- Leur forme (bacille, cocci,...etc.),
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- Leur affinité pour les colorants, en Gram positif et Gram négatif.

Elle se déroule en plusieurs étapes qui se succedent et consiste a:

1- Fixer de frottis.

2- Recouvrir le frottis de la solution de cristal violet. Laisser agir 1 minute.

3- Rejeter le colorant. Laver a I'eau.

4- Recouvrir la préparation de Lugol. Laisser agir 1 minute.

5- Rejeter le Lugol. Laver a I'eau.

6- Décolorer a I'alcool 95°.

7- Rincer a I'eau courante.

8- Recouvrir la lame de la solution de Fuchsine diluée. Laisser agir quelques
secondes et rejeter la Fuchsine.

9- Laver abondamment a l'eau, égouttée, secher entre deux feuilles de papier
buvard trés propres (Dégrément, 1998).

Résultats: Apres ce traitement, les bactéries Gram positif sont bien colorées en violet, et
les bactéries Gram négatif sont colorées en rose (Boukrouma, 2008; Carbonnelle, 1988 ;
Mamadou, 2005 ; Prescott et al., 2003).

6-3- Etudes des caractéres biochimiques
6-3-1- Bacilles a Gram(-)

6-3-1-1- Les Entérobactéries
A-Test de catalase

C'est une enzyme qui décompose I'eau oxygénée en eau et en oxygene gazeux. La
méthode consiste a prélever une colonie du germe a étudier sur l'extrémité d'une pipette
Pasteur fermée que I'on plonge ensuite dans un millilitre d'eau oxygénée. Le dégagement
de bulles gazeuses signe la présence de I'enzyme

(Fig. 10) (Carbonnelle, 1988).

B-Test d'oxydase

La recherche de I'oxydase s'effectue avec des disques préts a I'emploi. Deposer le
disque sur une lame porte-objet, I'numidifier avec deux gouttes d'eau distillée stérile et
écraser la colonie testée sur le disque. Une réaction positive se traduit par un virage
rapide du réactif de I’incolore au violet. (Fig. 11)

(Carbonnelle, 1988; Labres, 2004).

-
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Fig. 10. Test de catalase (+) Fig. 11. Test d*oxydase(+)

C-Utilisation de TSI (Triple Sugar Iron Agar) :

Le but de ce test est de mettre en évidence cing caractéres :
+  Fermentation du Glucose
+  Fermentation du Lactose
+  Fermentation du Saccharose
*  Production de Gaz
*  Production d’hydrogéne sulfureux (H2S). (Lebres, 2004).

Le milieu de TSI est un milieu gélosé contenant du glucose, du lactose, du
saccharose, de la peptone, un sel de fer et un indicateur de pH, le rouge de phénol. Ce
milieu est reparti en tubes a essai sous forme semi-inclinée avec un haut culot et une petite
tranche. Il est ensemencé par pigdre profonde du culot au fil droit et par ensemencement en

stries de la tranche. Aprés une période de 24 h a 37°C le milieu est examine.

Dans le culot, I’anaérobiose relative favorise 1’utilisation du glucose qui entraine une
acidification et virage au jaune de l’indicateur. Sur la tranche, 1’aérobiose favorise
I’utilisation du lactose qui entraine le virage au jaune de I’indicateur. L’acidification due au
glucose, qui est en faible quantité, est neutralisée rapidement a ce niveau par
I’alcalinisation provenant de la dégradation des peptones. L’acidification de la tranche
indique donc bien I’utilisation du lactose. L’apparition des bulles dans le culot traduit la
production du gaz, et d’un noircissement di a la formation du sulfure de fer traduit celle de
H.S. Ce milieu sert aussi a la pratique des réactions a la 3-galactosidase et la LDC (lysine
décarboxylase). Ce milieu permet de différencier les Salmonella et Shigella [lactose(-),
saccharose (-)] de la plupart des autres (Boudraa, 2011).

E
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D- La galerie APl 20 E

La galerie API 20 E est un systeme pour I’identification des Entérobactéries et autres
bacilles Gram négatif, en utilisant 20 tests biochimiques standardisés et miniaturisés, ainsi

qu’une base de données (Fig. 12).

Principe : La galerie API 20 E comporte 20 micro-tubes contenant des substrats sous
forme déshydratée. Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne. Les réactions
produites pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés

ou révélés par I’addition de réactifs.

Mode opératoire : L’opération s’effectuée selon les étapes suivantes :
Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau distillée
dans les alvéoles pour créer une atmosphere humide.

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

Remplir uniqguement les tubes (et non les cupules) des autres tests.
Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H,S en remplissant leurs
cupules avec I’huile de paraffine.
Refermer la boite d’incubation, coder et placer a 37 °C pendant 18-24 heures.
(Il est important de veiller a ne pas créer de bulles lors de I’inoculation qui

pourraient fausser le résultat)

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 1’addition de
réactifs.

Test VP : ajouter une goute de réactif VP1 et VP2. Attendre au minimum 10 minutes. Une
couleur rose franche ou rouge indique une réaction positive.

Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron foncée indique une
réaction positive..

Test IND : ajouter une goutte de réactif de Kowacks. Un anneau rouge obtenu en 2 minutes
indique une réaction positive.

La lecture de ces réactions se fait selon le profil numérique a ’aide du catalogue analytique

API 20E (Fig. 12). (Aouissi et al., 2007 ;Merzoug, 2009 ;Rouaiguia, 2010).




Chapitre 03 : Matériels et méthodes

= Vnu.uutuuvvv

ARl Gau

wen A s ara

Fig. 12.La galerie API 20E.

6-3-1-2- Identification des bacilles a Gram (-) non fermentaires
Les bacilles & Gram négatif non fermentaires sont des bactéries aérobies strictes qui
se développent habituellement sur milieu ordinaire et qui sont caractérisées par un mode de

production énergétique ne faisant pas intervenir la fermentation (Richard et al ., 1995)

Environ 15 % de tous les bacilles Gram négatif se développant en aérobiose, isolés
dans les laboratoires de bactériologie médicale, sont des non fermentaires. Deux espéces:
Pseudomonas aeruginosa et Acinetobacter représentent jusqu’a 75 % de ces isolements.
Ces germes sont pour la plupart des pathogeénes opportunistes dont 1’habitat naturel est le

milieu extérieur (Gassama et al., 1999)

Les bacilles & Gram négatif non fermentaires sont a I’heure actuelle mieux classées
grace a de nombreuses études génétiques ADN-ADN ou ARN-ADN, Nous pouvons
distinguer un certain nombre de genres tel que :Pseudomonas, Burkholderia,
Brevundimonas, Sphingomonas, Acinetobacter (Schuster, 2001).

L’identification de ces bactéries bénéficie depuis de nombreuses années déja de I’existence
de plusieurs méthodes:
-Galerie classique avec un nombre limité de caracteres

-Galeries API qui sont trés performantes.

A- La galerie APl 20NE : API 20 NE est un systéme standardisé pour 1’identification
des bacilles a Gram négatif non enterobactéries et non fastidieux (ex. Pseudomonas,
Acinetobacter, Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas,etc.) combinant 8 tests
conventionnels, 12 tests d'assimilation, et une base de données. La liste compléte des
bactéries qu'il est possible d'identifier avec ce systeme est présente dans le Tableau

d'ldentification en annexe.

=
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e Principe : La galerie APl 20 NE comporte 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés. Les tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline
qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période d'incubation se
traduisent par des virages colorés spontanés ou révéleés par I'addition de réactifs. Les tests
d'assimilation sont inoculés avec un milieu minimum et les bactéries cultivent seulement si
elles sont capables d'utiliser le substrat correspondant. La lecture de ces réactions se fait a
I'aide du tableau de lecture et I'identification est obtenue a I'aide du catalogue analytique ou
d'un logiciel d'identification [91]

- Mode opératoire

« Ouvrir une ampoule d'API NaCl 0,85 % Medium (2 ml) ou utiliser un tube contenant 2
ml de solution saline a 0.85 %, sans additif.

* A l'aide d'une pipette pasteur, prélever 1 a 4 colonies de morphologie identique, par
aspirations ou par touches successives. Utiliser préférentiellement des cultures jeunes (18-
24 heures).

* Réaliser une suspension d'opacité égale a 0,5 de McFarland. Cette suspension doit étre
utilisée extemporanément.

* Remplir les tubes (et non les cupules) des tests NO3 a PNPG avec la suspension
précédente en utilisant la pipette ayant servi au prélevement. Pour éviter la formation de
bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette sur le coté de la cupule, en inclinant
Iégerement la boite d'incubation vers I'avant.

* Ouvrir une ampoule d’API AUX Medium comme indiqué au paragraphe "Précautions
d’utilisation" et y transférer environ 200 pl de la suspension préceédente. Homogeneéiser
avec la pipette en évitant la formation de bulles.

» Remplir tubes et cupules des tests GLU a PAC en veillant a créer un niveau horizontal ou
Iégerement convexe, mais jamais concave. Des cupules incomplétement remplies ou trop
remplies peuvent entrainer des résultats incorrects.

» Remplir d'huile de paraffine les cupules des trois tests soulignés (GLU, ADH, URE) pour
former un meénisque convexe.

» Refermer la boite d'incubation et incuber a 29°C £ 2°C

pendant 24 heures (£ 2 heures).

- Lecture de la galerie :

 Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture.
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» Noter sur la fiche de résultats toutes les réactions spontanées (GLU, ADH, URE, ESC,
GEL, PNPG).

* La révélation des deux tests NOs et TRP doit se faire en mettant les tests d'assimilation a
I'abri d'une contamination par I'air ; pour cela, placer le couvercle de la boite d'incubation

au dessus de ces tests, pendant la période de révélation des tests NOs et TRP.

B —Test ONPG :

Ce test est réalisé lors de I’identification de trés nombreuses bactéries (Gram + et
Gram -). La B-galactosidase est une enzyme qui intervient dans le métabolisme du lactose,
ou son utilisation du lactose par la bactérie requiert deux enzymes :

e La lactose perméase qui permet au lactose de pénétrer dans la bactérie

e La 3-galactosidase qui catalyse I’hydrolyse du lactose en glucose et galactose.

La recherche de la B-galactosidase ne présente d’intérét que pour les bactéries lactose
(-). En effet, toutes les bactéries lactose (+) sont B-galactosidase (+). La recherche de
I’enzyme est donc inutile. On utilise un substrat synthétique: 1’ortho-nitro-phényl-
galactoside (= ONPG) incolore, de structure proche du lactose et capable de pénétrer dans
la bactérie sans perméase, Si la bactérie possede la B-galactosidase, on obtient du galactose
et de 1’ortho-nitro-phénol (= ONP) de couleur jaune

La réaction est la suivante : ONPG B-gal ONP + galactose
_

* Mode opératoire :
-Réaliser une suspension épaisse de souche testées en eau distillée dans un tube a essaie
-Ajouter avec une pince flambée mais refroidie un disque imprégné d’ONPG.

-Incuber a 37°C.

-Lire apres 30 minutes
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Tableau N°8 : Lecture du test ONPG

observation interprétation conclusion
' Ve - 7
La bacterie a hydrolyse La bactérie posséde
Coloration I’ONPG en ONP (produit | |4 g_galactosidase

=" jaune colore jaune) elle est dite ONPG (+)

e

1n’y a pas d’ONP dans le La bactérie ne posséde

milieu, la bactérie n’a pas pas

hydrolysé I’'ONPG lap-galactosidase
elle est dite ONPG (-)

Incolore

6-3-1-3-Recherche et dénombrement des coliformes totaux, fécaux avec identification
de Escherichia coli en milieu liquide :

La recherche et le dénombrement des coliformes et I'identification de E coli ont été
effectués par la méthode de nombre le plus probable (NPP) appelée aussi la colimétrie.
Cette technique présente des avantages par rapport a la technique de dénombrement sur

plaque :

- Elle permet d’analyser des quantités importantes d’eau.
- Elle est plus favorable a la multiplication des microorganismes fragiles que la culture sur
support solide (Rejsek, 2002).

» Mode opératoire

La recherche et le dénombrement des bactéries coliformes, coliformes thermo-
tolérants et de Escherichia coli, en milieu liquide par la technique du NPP, se fait en deux

étapes consécutives :

- Le test de présomption: réserve a la recherche des coliformes.

- Le test de confirmation : réserveé a la recherche des coliformes fécaux et thermo tolérant
et d’Escherichia coli a partir des tubes positifs du test de présomption.(Chaouch, 2007;
Labres et al., 2008).

|
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* Test de présomption

Il effectué en utilisant le bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol simple
concentration (BCPL S/C). Tous les tubes sont munis de cloches de Durham pour déceler

le dégagement éventuel de gaz dans le milieu. (Mouffok, 2001; Lebres, 2008).

Apres avoir bien homogénéisé 1’échantillon afin d’obtenir une répartition homogéne
des microorganismes, nous avons réalisé trois dilutions décimales successives (10-*,10-
210-) avec trois répétitions par dilution. Les dilutions sont toujours effectuées dans des

conditions aseptiques.

- Prélever 1ml d’eau a analyser a 1’aide d’une pipette pasteur stérile et la porte dans le

premier tube de la série contenant 9ml de BCPL, pour obtenir la dilution 10™ (Fig. 13).

- Nous prélevons 1ml de la dilution 10™ précédente et 1’ajouter & un tube contenant 9ml de
BCPL, pour obtenir la dilution107.

- Transférer 1ml de la dilution 10 dans un tube contenant 9ml de BCPL, pour obtenir la
dilution 10°

- Refaire la technique pour les 2 autres series.

- Chasser le gaz présent éventuellement dans les cloches de Durham et bien mélanger le
milieu et I’inoculum.

-L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48 heures (Lebres ,2002; Rouaiguia, 2009).

e Lecture

Sont considérés positifs les tubes présentant a la fois :

- Un trouble microbien accompagné d’un virage du milieu au jaune (ce qui constitue le
témoin de la fermentation du lactose présent dans le milieu).

- La production de gaz traduite par le soulevement de la cloche de Durham introduit dans
le milieu (au moins 1/10 de la cloche devra étre vide) (Tandia, 2007).

Ces deux caractéres étant témoins de la fermentation du lactose dans les conditions
opératoires decrites. (Fig. 13). Noter le nombre de tubes positifs dans chaque série. et se
reporter aux tables NPP (Annexe) pour obtenir le nombre de coliformes totaux présents
dans 1ml (Mouffok , 2001).
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Echantillon
a analyser
Imi \
iml
Iml
mi iml Iml
%%% %% > o
10"10%10° 10"10%10° 10'10%10°
Incubation: 37°C/ 24-48 heures //

% Test négatif Test positif —~ Schubeﬁ\

Incubation : 44°C, pendant 24-48 heures

Trouble % / \ Claire

E. coli Test positif
Kowacks

Figure 13. Recherche et dénombrement des coliformes totaux, fécaux en milieu liquide. (NPP)

Test confirmatif
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* Test de confirmation

Le test de confirmation est base sur la recherche de Coliformes thermo-tolérants
parmi lesquels on redoute surtout la présence de Escherichia coli, Les coliformes thermo-
tolérant ont les mémes propriétés de fermentation que les coliformes mais a 44°C ,
Escherichia coli est un coliforme thermo-tolérant qui entre autre :
- produit de I’indole a partir du tryptophane a 44°C,
- donne un résultat positif a I’essai au rouge de méthyl,
- ne produit pas de I’acéthyl méthyl carbinol,

- n’utilise pas le citrate comme source unique de carbone.

Les tubes de BCPL trouveés positifs lors du dénombrement des Coliformes totaux
feront 1’objet d’un repiquage dans tube contenant le milieu Schubert (milieu indole
mannitol) muni d’une cloche de Durham.

- Chasser le gaz présent éventuellement dans les cloches de Durham et bien mélanger
le milieu et I’inoculum.

- L’incubation se fait cette fois-Ci au bain marie a 44°C pendant 24 heures.

e Lecture
Sont considérés comme positifs, les tubes présentant a la fois:
- un dégagement gazeux,
- un anneau rouge en surface, témoin de la production d’indole (anneau rouge en

surface) par Escherichia coli apres adjonction de 2 a 3 gouttes du réactif de Kowacs.

La lecture finale s’effectue également selon les prescriptions de la table du NPP
(Annexe ) en tenant compte du fait que Escherichia coli est a la fois producteur de gaz et
d’indole a 44°C, pendant 24heures (Fig. 13)(Labres et al., 2008).

Remarque :

Etant donné que les coliformes fécaux font partie des coliformes totaux, il est

pratiquement impossible de trouver plus de coliformes fécaux que de coliformes totaux.

Les résultats sont exprimés en germes par 1ml d'eau analysé (Labres et al., 2008).

6-3-2- Recherche des staphylocoques

On entend par staphylocoques a coagulase positive, les bactéries qui se presentent
sous forme de cocci a Gram positive, sphériques, isolées ou regroupées formant ainsi des

grappes de raisin, ils sont aérobies ou anaérobies facultatifs, possédant I’enzyme catalase
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et la coagulase. lls sont capables de se développer en 24 a 48 heures a 36 = 2°C sur un

milieu

sélectif Chapman au mannitol qui contient un inhibiteur : fortes concentrations en chlorure
de sodium (75¢/1) (Pechére et al., 1982 ; Carbonnelle, 1988 ; Labres et al., 2008).

Le milieu de Chapman est caractérisé par sa forte concentration en chlorure de
sodium ce qui permet un isolement sélectif des staphylocoques. La fermentation du
mannitol est indiquée par le virage au jaune de l'indicateur coloré, « le rouge de phénol»,
autour des colonies (Rodier, 2009).

Apres la période d’incubation spécifiée, les Staphylocoques a coagulase positive ou
plus particulierement Staphylococcus aureus, apparaissent sous forme de petites colonies
lisses légerement bombées a contours réguliers et pigmentées en jaune (fermentation du
mannitol) ou en blanc(Ait Kaci et al, 2008 ; Rodier , 2009).

Le tableau suivant résume quelques caractéeres biochimiques de différentes espéces
de staphylocoques.

Tab. 9. Les principaux staphylocoques isolés en microbiologie. (Sayad, 2008).

) ) saprophyticu ) -
Staphylocoque aureus intermedius epidermitis
s

Catalase + + + +
Coagulase + + - -
Mannitol en

_ + - - +
anaérobie

6-3-2-1-Test de coagulase

Le test mettant en évidence I’aptitude des bactéries a coaguler le plasma est le
principal test caractérisant S. aureus, Le test de détection consiste & incuber pendant 4
heures a 37°C un mélange de plasma oxalaté de ’homme et de la souche a tester, de
préférence a partir d’une culture en gélose Chapman.

L’apparition d’un caillot est observée en inclinant le tube a 90°C. Le test de la
coagulase, il existe de trés rares souches de S. aureus non sécrétrices de coagulase. (Fig.
14). (Rouaiguia ,2010).
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Fig. 14.Test de coagulase.

6-3-2-2- La galerie API staph

L’API Staph est un systtme standardis¢é pour I’identification des genres
Staphylococcus, Micrococcus et Kocuria comprenant des tests biochimiques miniaturisés
ainsi qu’une base de données. La liste compléte des bactéries qu'il est possible d'identifier

avec ce systeme est présente dans le Tableau d'ldentification [91].

e Principe : La galerie APl Staph comporte 20 microtubes contenant des substrats
déshydratés. Les microtubes sont inoculés avec une suspension bactérienne réalisée dans
API Staph Medium qui reconstitue les tests. Les réactions produites pendant la période
d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par l'addition de
réactifs. La lecture de ces réactions se fait a l'aide du tableau de lecture et I'identification

est obtenue a I'aide du catalogue analytique ou d'un logiciel d'identification.

* Mode operatoire

-Préparer une suspension bactérienne homogene dans une ampoule d'API Staph Medium
d'opacité égale a 0,5 de McFarland, Utiliser préférentiellement des cultures jeunes (18-24
heures). Cette suspension doit étre utilisée extemporanément.

-A l'aide d'une pipette remplir les tubes de la galerie avec APl Staph Medium
ensemenceé.

-Créer une anaérobiose dans les tests ADH et URE en remplissant leur cupule d'huile de
paraffine pour former un ménisque convexe.

-Renfermer la boite d'incubation.

-Incuber a 36°C * 2°C pendant 18-24 heures.

Lecture de la galerie : Aprés incubation, lire les réactions conformément au tableau de
lecture en ajoutant 1 goutte de chacun des réactifs suivants :
-Test VP : VP 1et VP 2.
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Attendre 10 minutes. Une couleur rose franche ou violette indique une réaction positive.
Une couleur rose péle ou rose claire obtenue aprés 10 minutes doit étre considérée
négative.

-Test NIT : NIT 1 et NIT 2.

Attendre 10 minutes. Une coloration rouge indique une réaction positive.
- Test PAL : ZYM A et ZYM B (*).

Attendre 10 minutes. Une coloration violette indique une réaction positive.

La lecture de ces réactions se fait selon le profil numérique a 1’aide du catalogue analytique

API Staph [91].
6-3-3- Recherche et dénombrement des Streptocoques

La famille des Streptococcaceae comprend sept genres. Parmi eux, Streptococcus
et Enterococcus regroupent la plupart des espéces responsables d'infections humaines. Les
caractéristiques communes a toutes ces especes sont : cocci a Gram positif, non sporulés,
immobiles, dépourvus de catalase et d'oxydase, ne réduisant pas les nitrates et résistants

aux aminosides (Decoster, 2008).
Les streptocoques du groupe D

Ce groupe est caractérisé par la présence de lI'antigéne D, qui n'est pas un polyoside
mais qui est constitué par l'acide teichoique de la paroi. Cet antigene D est également
présent chez les entérocoques mais des études génétiques ont conduit a séparer le genre
Enterococcus des streptocoques. Dans le groupe D des streptocoques, il reste S. bovis, S.
equinus et S. alactolyticus, qui sont des commensaux du tube digestif de I'hnomme et des
animaux. S. bovis est l'espece la plus fréquemment isolée chez I'homme, Elle est

responsable d'infections localisées, de septicémies et d'endocardites (Decoster, 2008).
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Tableu 10 : Les principaux streptocoques du groupe D isolées en microbiologie.

Enterococcus Streptococcus (D)
faecalis faecium durans bovis equinus
NACL(6.5) + + + - -
Mannitol + + - + -
Raffinose - - - + -
Sorbitol + - - - -
Culture a45° + + + + +

6-3-3-1-La galerie API Strep :

L’API 20 Strep est un systéme standardisé¢ associant 20 tests biochimiques qui
présentent un grand pouvoir discriminant. Il permet de faire un diagnostic de groupe ou
d'espéce pour la plupart des streptocoques, entérocoques et pour les germes apparentés les
plus courants. La liste compléte des bactéries qu'il est possible d'identifier avec ce systéme
est présente dans le Tableau d'ldentification (Annexe)[91]

e Principe : La galerie APl 20 Strep comporte 20 microtubes contenant les substrats
déshydratés pour la mise en évidence d'activités enzymatiques ou de fermentation de
sucres. Les tests enzymatiques sont inoculés avec une suspension dense, réalisée a partir
d'une culture pure, qui reconstitue les milieux. Les réactions produites pendant la période
d'incubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par I'addition de
réactifs. Les tests de fermentation sont inoculés avec un milieu enrichi (contenant un
indicateur de pH) qui réhydrate les sucres. La fermentation des carbohydrates entraine une
acidification se traduisant par un virage spontané de l'indicateur coloré. La lecture de ces
réactions se fait a l'aide du tableau de lecture et I'identification est obtenue a l'aide du

catalogue analytique ou d'un logiciel d'identification.

Mode opératoire : Ouvrir une ampoule d’API Suspension Medium (2 ml) ou utiliser un
tube contenant 2 ml d'eau distillée sans additif. A I'aide d'un écouvillon, prélever toute la
culture préalablement préparée. Réaliser une suspension tres dense : opacité supeérieure a 4

de McFarland. Cette suspension doit étre utilisée extemporanément.

Dans la premiére moitié de la galerie (tests VP a ADH) répartir la suspension
précédente en évitant la formation de bulles (pour cela, incliner la boite d'incubation vers

I'avant et placer la pointe de la pipette sur le cété de la cupule) :
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-Pour les tests VP a LAP : environ 100 pl dans chaque cupule.
-Pour le test ADH: remplir uniquement le tube.
Dans la deuxiéme moitié de la galerie (tests RIB a GLYG) :
-Ouvrir une ampoule d'API GP Medium et y transférer le reste de la suspension, soit 0,5
ml au minimum. Bien homogénéiser.
-Répartir cette nouvelle suspension dans les tubes uniquement.
Remplir les cupules des tests soulignés ADH a GLYG avec de l'huile de
paraffine en formant un ménisque convexe.
Refermer la boite d'incubation.
Incuber a 36°C £ 2°C en aérobiose pendant 4H00 - 4H30 pour une premiere lecture et 24

heures (£ 2 heures) si nécessaire pour une deuxieme lecture.

Lecture de la galerie : Apres 4 heures d'incubation :

Ajouter les reactifs :

-Test VP : 1 goutte de VP 1 et VP 2.

-Test HIP : 2 gouttes de NIN.

-Tests PYRA, DGAL, RGUR, RGAL, PAL, LAP : 1 goutte de ZYM A et ZYM B (*).

* Attendre 10 minutes, puis lire toutes les réactions en se référant au tableau de lecture

6-3-3-2- Recherche et dénombrement des Streptocoques: méthode générale par

ensemencement en milieu liquide :

Cette méthode de référence, consiste en la recherche et le dénombrement des
entérocoques intestinaux ou streptocoques du groupe «D » de la classification de

Lancefield, nommeés aussi streptocoques fécaux (Merzoug, 2009).

» Mode opératoire

Tout comme la méthode de recherche des coliformes en milieu liquide, celle de la
recherche et le dénombrement des streptocoques du groupe « D » dans les eaux, en milieu
liquide, se fait en deux étapes consecutives :
- Le test de présomption: réserve a la recherche préesomptive des Streptocoques.
- Le test de confirmation : réservé a la confirmation réelle des Streptocoques du groupe
« D » (Chaouch, 2007).
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 Teste de présomption

La recherche se fait en bouillon Roth S/C (bouillon a 1’azide de sodium simple
concentration) (Mouffok ,2001; Bricha etal., 2007). A partir de I’echantillon a analyser,
porter aseptiquement 1 ml dans un tube contenant 9 ml de milieu Rothe S/C pour obtenir la
dilution10™.

- Prélever 1 ml de tube précédent 10™ et métre dans le second tube Rothe pour avoir la
dilution 10

- Transférer 1 ml de la dilution 107 dans un tube contenant 9 ml de milieu Rothe S/C, pour
obtenir la dilution107,

- Refaire la technique pour les 2 autres séries, L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48

heures (Boukrouma, 2008;Rouaiguia, 2010).
 Lecture : Sont considérés comme positifs les tubes présentant un trouble microbien.

* Teste de confirmation :

Le test de confirmation est basé sur la confirmation des Streptocoques fécaux
éventuellement présents dans le test de présomption. La présence des streptocoques se
traduit par un trouble plus ou moins important et la formation d’une pastille violette au fond
du tube (Roux, 2003).

e Les tubes de Rothe trouvés positifs feront donc 1’objet d’un repiquage dans tube
contenant le milieu Eva Litsky (bouillon a I’éthyle violet et aide de sodium), L’incubation se
fait cette fois-ci a 37°C, pendant 24 heures (Fig. 15).

e Lecture:

Sont considérés positifs, les tubes présentant a la fois:

- Un trouble microbien
- Une pastille violette (blanchétre) au fond des tubes (Roux, 2003).
La lecture finale s’effectue également selon les prescriptions de la table du NPP

(Annexe) (Lebres, 2006).
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Echantillon
a anlyser

> Test présomptif
10M07?10° 1007?10 10107107
—
Incubation : 37°Cpendant24-48
Test négatif Test positif
Eva Litsky
Test confirmatif
Incubation : 37°Cpendant24-48
Trouble Claire

Figure 15. Recherche et déenombrement des streptocoques fécaux en
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6-3-3-3- Recherche et dénombrement des germes revivifiable :

La recherche et le dénombrement des germes revivifiables se réalisent a deux
températures différentes afin de cibler a la fois les microorganismes a tendance

psychrophiles soit a 22°C et ceux mésophiles soit 37°C (Rejsek, 2002).
Mode opératoire

A partir de I'eau a analyser (solution mere), porter aseptiquement 1 ml en double dans
le fond de deux boites de Pétri vides, numérotées et préparées a cet usage comme l'indique
la (Fig. 15). Compléter en suite avec environ 15 a 20 ml de gélose TGEA fondue,
maintenue a 45°C. Agiter doucement par un mouvement circulaire et de va-et-vient en
forme "8" pour assurer un mélange homogeéne de I'eau et de la gélose, sans faire de bulles
d'air et sans mouiller les bords de la boite. Le milieu doit étre coulé 10 minutes au plus tard
apreés reproduction de l'eau a analyser. Laisser solidifier sur la palliasse, puis rajouter une
deuxieme couche d’environ 5 ml de la méme gélose, Retourner les boites et incuber le
premier lot a 37°C pendant 48 heures et le second a 22°C pendant 72 heures avec:

* Une premicere lecture a 24 heures
* Une deuxiéme lecture a 48 heures
* Et une troisiéme lecture a 72 heures
- Lecture :
Les germes revivifiables se présentent dans les deux cas sous formes de colonies

lenticulaires poussant en masse.
- Dénombrement :

Il s'agit de dénombrer toutes les colonies, en tenant compte des deux remarques
suivantes :
1. Dénombrer les boites contenant entre 15 et 300 colonies.
2. Les résultats sont exprimés en nombre de micro-organismes revivifiables par ml
d'échantillon a analyser a 22°C et 37°C (Rodier, 2009).
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1- Résultats d’identification

1-1 Résultats de I’enrichissement des prélévements du clavier:

Les résultats de 1’enrichissement apparaissent apres une culture de 24 heures, ou on a
constaté un trouble au niveau de tous les tubes qui signifié une croissance bactérienne

(activité biologique).

Figure 16: Résultat de I’enrichissement.

2- Résultats d’isolement :

2-1-Aspect macroscopique des colonies aprés ’isolement :

Lorsque nous ensemengons une bactérie sur une gélose, elle n’est pas visible. Toutefois,
elle se divise a un rythme assez important pour former une colonie, qui est visible a I’ceil nu.
Chacune de ces colonies est formée par des millions bactéries identiques, Cette colonie
possede des caractéristiques propres a I’espece bactérienne.

Aprés un temps d’incubation de 24 heurs a 37°C, I’examen macroscopique des colonies
poussées sur les milieux utilisés (Gélose Nutritive, Chapman, Hekteen, Gélose Salmonelle-

Shigelle, Mac-Conkey) est résumé dans le tableau suivant :

E
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Tableau.11 : Résultat de lecture macroscopique poste n° 1, 2, 6, 8,11

Milieu de culture Couleur et aspects des colonieg La taille La forme
Gélose Nutritive
Colonies blanche cotonneuse
Grande P .
Irréguliere bombeée
Colonies jaunes mugueuses Réguliéres
. g Petite arrondies
moyennes Irréguliere bombés

colonies marron rugueuses

arrondies

Chapman

Colonies jaune avec virage de
couleur

Moyennes petites

Réguliéres bombé
arrondies

colonies blanches lisses

moyennes

Réguliéres bombé
arrondies

Culture négative

Culture négative

Culture négative

Colonies rouge brique avec virage

de couleur au tour des colonies

petites

Réguliéres bombé
arrondies

60
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2-2-Examen microscopique :

Tableaul?2 : Aspect microscopique des cellules bactériennes (objectif X100)

Culture

Aspect macroscopique des colonies

Observation microscopique des colonies

Gélose nutritive
(GN)

- Irréguliere, lisse, plate, jaune, 1 mm de

diamétre.

- Bambée, lisse, brillante, a conteur
régulier, transparente, 1 mm de
Diametre

- Irréguliere, bombée, opaque, jaune,

2 mm de diamétre.

- Bacilles isolés, Gram négatif (Fig. 26).
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Fig. 17. Aspect des Bacﬂlescourte Gram (-)
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Fig. 18. Aspect des BacillesGram (-)

Mac-Conkey

- Rose claire, bombée, lisse, brillante
circulaire, 1 mm de diamétre.

- Rose élevée, lisse brillante, circulaire,

1mm a 2 mm de diamétre

- Bacille isolés, Gram négatif (Fig. 28).

Fig. 20. Aspect des Bacilles Gram (-)
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- Petite, opaque, lisse, bombée, a contour

régulier, de couleur blanche

- Bombée, lisse, a contour régulier,
jaunatre avec virage de couleur du milieu

entourant les colonies au jaune brillant.

- Cocci groupées en amas, Gram positif

- Cocci groupé en monocoque ou diplocoque,
Gram positif.

Chapman
- Bombée, lisse, a contour régulier,
blanche avec virage de couleur du milieu
entourant les colonies au jaune brillant.
Fig. 22. Aspect des monocoques et
DiplocoqueGram (+)
-Petites colonie a contours régulier, soit | - Bacilles isolés, Gram négatif.
pigmenté en:
- Coccobacilles, Gram négatif
-vert ou bleu vert pour les germes lactose J
négatif. R g &
- £
o %,@- « ‘j: .
Héctoen ) o' : <h

- jaunes quand le lactose est positif

(milieu jaune) (Fig. 33).

R <

Fig. 23. Aspect des coccobacilles Gram (-)




Chapitre 04 : Résultats et discussion

-:_;a

Fig. 24. Aspect des bacilles Gram (-)

SS

Culture négative

Le repiquage successif utilisé dans le seul but de purifier les souches nous a permis de distinguer

les caractéres de toutes les colonies sur leurs milieux préférentiels d'isolement.

Du point de vue microscopique, I'examen cytologique nous a révéle que les Batonnets Gram (-)

sont plus représentés par rapport aux cocci Gram (+), Les résultats de 1’état frais et de la

coloration de Gram et les testes catalase etoxydase et ONPG sont résumes dans les tableaux

suivants :

Tableau 13 : Résultats des tests d’oxydase et de catalase et d’ONPG

Code | Poste | Milieu Coloration de Gram Oxydase | Catalase ONPG
1 P1 GN Bacilles court Gram - - - -
2 P1 Chapman | Bacille incurvée Gram+ - + +
3 P2 Chapman Cocci Gram + regroupés en grappe de raisin i N i

et en amas
4 P3 Chapman Cocci Gram + regroupés en grappe de raisin ) N )
et en amas
5 P3 Chapman | Bacilles Gram —, isolé et en amas - + /
6 P3 GN Bacille Gram+, isolé + - +
7 P4 GN Cocci Gram + regroupés en grappe de raisin i N N
et en amas
8 P4 Hectoen Coccobacilles Gram — + - ;
9 P4 MacConkey | Coccobacilles Gram — - + +

e
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10 | P4 MacConkey | Cocci, mococoque Gram+

11 | P5 GN Bacille Gram+, isolé et en amas

12 | P5 Chapman | Cocci Gram +

13 | ps Chapman g::zcr:rimcsaram + regroupés en en grappe de raisif
14 | P6 Chapman | Cocci Gram + ,diploccoques en chainettes
15 | P7 GN Cocci Gram +

16 | P7 Chapman | Cocci Gram +

17 | P8 Hectoen Bacilles Gram -

18 | P10 Chapman | Cocci Gram +

19 | P10 MacConkey | Bacilles Gram -

20 | P10 Hectoen Bacilles Gram -

21 | P11 Chapman | Bacilles Gram +

22 | P12 Chapman | Cocci Gram +

23 | P12 Macconkey | Cocci Gram +

24 | P14 GN Cocci Gram +

25 | P14 Macconkey | Bacilles Gram -

26 | p14 Chapman ((a:toecr(]:iaggim + regroupés en grappe de raisin
27 | P15 Macconkey | Cocci Gram + en chainette

28 | P16 GN gto;r(]:ia%;im + regroupés en grappe de raisin
29 | P16 Hectoen Cocci Gram +, en chainette

30 | P16 Chapman Cocci Gram + regroupés en grappe de raisin

et en amas

=
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Fig25 : Résultat oxydase (+)et (-) Fig26 : Résultat (+)du test catalase

ﬂmﬂ:JﬂMMMt M &l 0 1E

I

iy

Fig27 : Résultats du test ONPG

2-3- Résultats d’isolement des champignons sur le milieu Sabouraud

Tableu 14 : Résultat d’isolement des champignons

champignons

Poste d’isolement P1 P2 P3 P4 P5 P6 P7 P8
Présenge ou absence des i 4 + + + i + +
champignons

Poste d’isolement P9 P10 | P11 | P12 | P13 | P14 | P15 | P16
Présence ou absence des + + + + 4 + i +

L’examen d’isolement sur la gélose sabouraud avec les disques d’antibiotiques

(Gentamicine et chloramphénicol) nous a révélé que les champignons sont présents sur la

majorite des postes.

E
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Figure 28 : Observation macroscopique des champignons

2-4- Résultat de test TSI (tri-sugar-iron) :

Milieu pour la différenciation des Entérobactéries basée sur la production de sulfure
d’hydrogéne et la fermentation du lactose, du saccharose et du D-glucose, I'examen d’isolement
sur milieu TSI nous a révele une seule culture positive avec six colonies noires en surfaces Les
résultats de test TSI sont représentés dans le tableau ci-dessous (Tableau 15).
Tableau 15 : résultats du test TSI

Code Poste Milieu de culture Observation
8 P4 Hectoen -
9 P4 Mac Conkey 6 colonies noires en surface
17 P8 Hectoen -
20 P 10 Hectoen -
25 P14 Mac Conkey -
28 P14 Chapman -

E
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Figure29 : Résultats du test TSI

2-5- Résultat de test Coagulase :

Les staphylocoques a coagulase positive, sont les bactéries qui se présentent sous forme de
cocci a Gram positive, sphériques, isolées ou regroupées formant ainsi des grappes de raisin, ils
sont aérobies ou anaérobies facultatifs, possédant 1’enzyme catalase et la coagulase, La mise
en évidence de la coagulase libre permet la différenciation des especes du genre
Staphylococcus. En effet, seule I'espece Staphylococcus aureus peut posséder cette enzyme
qui joue un réle important dans le pouvoir pathogéne de la bactérie, les résultats du test
coagulase sont représentés dans le Tableau ci-dessus.

Tableaul6 : Résultats du test coagulase

Code Poste Milieu de culture Observation
2 P1 Chapman _
3 P2 Chapman _
5 P3 Chapman +
7 P4 GN -
13 P5 Chapman _
16 P7 Chapman +
18 P10 Chapman -
28 P14 Chapman -
30 P 16 Chapman +

E
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Figure30 : Résultats du test coagulase

2-6 - Résultat de la Galeries API 20E :

L'étude biochimique nous a permis d’identifier 9 especes bactériennes appartenant a la
famille des Enterobacteriaceae avec une présence majoritaire de Aeromonas hedrophila gri,
Serratia odorifera,Nous avons aussi isolé et identifié deux espéces pathogénes: Vibrio
fluvialis et Serratia rubideae. La présence de ces bactéries avec des concentrations assez
importantes est synonyme de risque sanitaire potentiel (principalement des maladies gastro-

intestinales).Les résultats sont représentés dans le tableau 17 et dans la figure 31.

Tableaul7 : Résultat de la Galeries APl 20E

Code | Poste Milieu de purification Especes identifiées

1 P1 GN Aeromonas hydrophila groupe 1 (93%)
8 P4 GN Pantoea spp (64%)

9 P4 Mac-Conkey Enterobacter sakazaki (58%)

17 P8 Mac-Conkey Serratia odorifera 2 (42 %)

19 P10 GN Citrobacter youngae (37,6 %)

19 P10 Mac-Conkey Providencia alcalifaciens (53 %)

20 P10 Mac-Conkey Vibrio fluviatis (97 %)

27 P16 GN Serratia rubideae (33,4 %)

29 P16 Mac-Conkey Providencia Stuarti (65,1 %)

E
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Figure 31 : résultats des profils biochimiques des entérobactéries

2-7 - Résultat de la Galeries APl NE :

L'étude biochimique nous a permis d’identifier 9 especes bactériennes appartenant a la
famille des bacilles a Gram(-) non fermentaire avec une présence majoritaire de Pseudomonas
Luteola et Aeromonas hydrophilae gr2. La présence de ces bactéries avec des concentrations
assez importantes est synonyme de contaminations par les aérosols, Les résultats sont

représentés dans le tableau 18 et dans la figure 40.

Tableaul8 : Résultat de la Galeries API NE

Code Poste Milieu de purification Especes identifiées
2 P1 Hectoen Pseudomonas Luteola (53 %)
6 P3 Macconkey Aeromonas hydrophilae gr2 (73 %)
8 P4 Macconkey Pseudomonas mendocina (61%)
11 P5 Macconkey Brevundimonas visicularis (68 %)
17 P8 Hectoen Acinetobacter baumanni (98 ,4 %)
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17 P8 Macconkey Pseudomonas Luteolla (87,7 %)
21 P11 Macconkey Photobacterium dansella (92,3 %)
P14 )

25 Hectoen Pseudomonas stuzeri (99,5 %)
30 P16 Hectoen Aeromonas caviae (89,7%)

Profil biochimique de
Pseudomonas Luteola

Profil biochimique de
Aeromonas hydrophilae gr2

Profil biochimique
deAcinetobacter baumanni

Profil biochimique
deBrevundimonas visicularis

5 T

-

) L gaeee==! = . Profil biochimique
3 gIl WeUEL AR K dePseudomonas mendocina
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Figure 32 : Résultats des profils biochimiques des APl 20NE

2-8 - Résultat de la Galeries API strepto :

L'é¢tude biochimique nous a permis d’identifier 7 espéces bactériennes appartenant a la
famille des Streptococcaceae avec une présence majoritaire de Aerococcus viridans
Lactococcus lactis Spp. Nous avons aussi isolé et identifié une espéce pathogene
Enterococcus faecalis La présence de cette bactérie avec des concentrations assez importantes
est synonyme de contaminations fécale ancienne, Les résultats sont représentés dans le
tableau 20 et dans la figure 40.

E
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Tableau 19 : Résultat de la Galeries API strepto

Code Poste Milieu de purification Espéces identifiées
5 P3 Mac-Conkey Listeria grayi (74 %)
10 P4 Mac-Conkey Streptococcus constellatus (76 %)
14 P6 Mac-Conkey Lactococcus lactis spp (58,8 %)
15 P7 Mac-Conkey Aerococcus viridans 1 (82 ,4 %)
16 P7 Hectoen Enterococcus faecalis (54,2 %)
22 P12 Mac-Conkey Lactococcus lactis spp (47,9 %)
26 P15 Hectoen Leuconostoc spp (92,3 %)
29 P16 Mac-Conkey Streptococcus salivaris (82,2 %)
32 P16 Hectoen Aerococcus viridans 1 (99 %)

(000000000, iy iy

[900000008, yyuuwivure

.tplzo STREP j

GUR BOAL PAL  LAP  ADN

Profile biochimique de Streptococcus constellatus

Profile biochimique de Listeria grayi

e et el e -t

900960000, yyyy very

iqhnum

VP P ESC PYSA GOAL JOUR  SOGA PAL WA ADM

Profile biochimique de Leuconostoc Spp

““‘“?aj B l”")b!w’

B ARA  MAN  SOR L

Profile biochimique de Aerococcus viridans

(F' B

ywwwmwuum

Figure33 : Résultats des profils biochimiques des API Strep
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2-9 - Résultat de la Galeries API Staph

L'étude biochimique nous a permis d’identifier 8 espeéces bactériennes appartenant a la

famille des Micrococcaceae avec une présence majoritaire de Staphylococcus saprophyticus,

Staphylococcus xylosus.Nous avons aussi

isolé et identifié une espece pathogene

Staphylococcus aureus possédant 1’enzyme coagulase donc une I’aptitude a coaguler le

plasma, Les résultats sont représentés dans le tableau 21 et dans la figure 41

Tableau 20 : Résultat de la Galeries API Staph

Code Poste Milieu de purification Espéces identifiées
3 P3 Chapman Staphylococcus xylosus (98,8 %)
4 P4 Chapman Staphylococcus saprophyticus (54,6 %)
7 P6 Chapman Staphylococcus auricularis (58,8 %)
13 P7 Chapman Staphylococcus saprophyticus (46,8 %)
14 P7 Chapman Micrococcus spp (95,2 %)
18 P12 Chapman Staphylococcus simulans (43,80 %)
22 P15 Chapman Staphylococcus xylosus (65,6 %)
24 P16 Chapman Kocuria varians / rosea (99 ,3 %)
28 P14 Chapman Staphylococcus capitis (47,3%)
29 P16 Chapman Staphylococcus saprophyticus (52,3 %)
30 P16 Chapman Staphylococcus aureus (80,7 %)
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Figure34 Résultat de la Galerie API Staph

Tableau.21 Répartition des especes selon les postes de travail:

p
P1L (P2 |[P3|P4 |P5|P6 |P7 |P8|P9 |P10 |P11 |P12 |P13 |P14 |P15 [P16
Especes

Serratia odorifera 2 x x

Pantoea spp x x x

Vibrio Fluviatis x x | x

Providencia alcalifaciens x x

Pseudomonas Luteola x x x x

Aeromonas hydrophilae X x X X

Pseudomonas mendocina x x

Brevundimonas visicularis X

Aerococcus viridans 1 X X x | x

Streptococcus constellatus x

Lactococcus lactis Spp lactis X X

Leuconostoc Spp X

Staphylococcus saprophyticus x x x x

Staphylococcus aureus x

Staphylococcus xylosus x x

Staphylococcus auricularis x

Staphylococcus captis x

Total de présence d’espéces 1102 |4 (3|2 |4 |3 |03 |2 ]|2]|2 |4 |24
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dominance d'espéce dans les différentes claviers

nombre d'espéces idientifiées

K 3 K
bR RN G GO A R R s GO o

claviers

Figure 35 : Répartition des espéces en fonction des postes de prélévement

On a remarqué que les claviers de la salle d’informatique des départements des langues
sont plus contamineés que les postes de la salle d’informatique de la faculté SNVSTU
- On a constaté que le clavier N° 16 c’est le clavier le plus contaminé on comparaison avec
d’autres claviers
- Les claviers 9 et 2 sont les moins contamines
- Les claviers du poste 4, 7, 10,14 sont des claviers trés contaminés avec 5 a 6 espéces

identifiées
3- Résultats de la recherche et du dénombrement des micro-organismes :

Nous avons effectué pendant notre travail un dénombrement et une recherche
systématique des germes indicateurs de pollution qui sont :
- Les micro-organismes coliformes (coliformes totaux).
- Les coliformes fécaux (thermo-tolérant).

- Les streptocoques fécaux.

Les résultats des analyses microbiologiques des prélevements des claviers que nous
avons obtenues sont présentés sous forme des tableaux et des diagrammes exprimant les
différentes variations de tous les parameétres étudiés.
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3-1- Les coliformes totaux :

Poste N°4
DC1 DC2 DC3 SC1 SC2 SC3 sc1 SC2 Sc3
BCPL + + + + + + + - -
Schubert - - - - - - - / /
460 germe /100 ml
Poste N°10
DC1 DC2 DC3 sc1 sc2 Sc3 Sc1 sc2 sc3
BCPL + + + + + + + + -
Schubert - - - - - + ) + /
1100 germe /100ml
Poste N°16
DC1 DC2 DC3 SC1 SC2 SC3 SC1 SC2 SC3
BCPL + + + + T T - - -
Schubert - - - - - + / / /
240 germe /100ml
1200 -
» 1000 -
% 800 -
£ 600 -
& 400 -
(]
9 r
-g 0 T T T
2 Poste 4 Poste 10 Poste 16
Poste

Figure36

: Nombre des coliformes en fonction des postes des préléevements
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On a constaté de cette etude que le clavier du poste N° 10 avec 1100 germes/100ml est le

poste le plus contaminé on comparant au autres postes
3-1-2- Les streptocoques fécaux :

Les streptocoques fécaux sont des excellents indicateurs de contaminations récentes par
la matiere fécale des animaux. Les résultats de dénombrement de ces derniers sont présentés

dans les tableaux suivants.

Poste N° 4 : 6 germes/100ml

DC1 DC2 DC3 SC1 SC2 SC3 SC1 SC2 SC3

ROTH - - - + + - + + -

EVA / / / + + / + + /

Poste N°10 :6germes/100ml

DC1 DC2 DC3 SC1 SC2 SC3 SC1 SC2 SC3

ROTH - - - + - - + + -

EVA / / / + / / + + /

Poste N°16 :6germes/100ml

DC1 DC2 DC3 SC1 SC2 SC3 SC1 SC2 SC3
ROTH - - - + + - + + -
EVA / / i + + i + + /
o |
= 20 -
~
(7]
15 +
£
() 10 -+
3
o > n n
Q2
g 0 T T T T
2 Poste 4 Poste 10 Poste 16
Poste

Figure 37 : Résultats de denombrements des streptocoques
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Par rapport aux coliformes, il en ressort que tout les postes analysée présentent une
contamination mineure par les streptocoques fécaux avec 6germes/100ml.

Figure 38 : Résultats de dénombrement des coliformes

E



Figure 39 : Résultats de dénombrement des streptocoques fécaux
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3-3 Dénombrement sur milieu solide

La concentration de germes totaux fluctue considérablement au niveau des trois postes

de prélévement. Ces variations sont dues au fait que les sites sont exposés a diverses sources

de contamination qui différent d’un endroit a un autre, Les résultats sont représentées dans le

tableau 22

Tableau 22 : Dénombrement sur milieu (TGEA) et (PCA)

Poste | TGEA(ET) | TGEA (IN) PCA (ET) PCA (IN)
Poste 4 5 UFC contamination 2UFC Contamination
Poste 10 8 UF.C 36 U.F.C 23 UF.C 136 U.F.C
Poste 16 129 UF.C 87 UF.C >300 U.F.C 43 U.F.C
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Figure40 : Résultats de Denombrement sur milieu (TGEA) et (PCA)
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Discussion

Les analyses bactériologiques effectuées sur les échantillons prélevés a partir de 16 postes
de travail au niveau de la salle d’informatique de 1’Universit¢ 8 Mai 1945 de Guelma ont
permis d’isoler et d’identifier 33 espéces appartiennent a 04 familles :

Les Enterobacteriaceae (09 especes), les Micrococcaceae (09 especes), les Streptococcaceae
(07 espéces) et les Pseudomonadaceae (06 especes). Certaines espéces bactériennes
identifiées ont un pouvoir pathogénes spécifique tel Staphylococcus aureus et d’autres ont un
pouvoir pathogene opportuniste  (Staphylococcus epidermidis et Staphylococcus

saprophyticus).

D’une maniére générale, les Staphylocoques sont dominants. IlIs sont observés sur la
plupart des postes de travail. A noter aussi, d’aprés nos analyses sur les claviers de la salle
d’informatique, nous pouvons constater que ces derniers sont trés abondants. Les especes les
plus représentées sont Staphylococcus aureus, Staphylococcusepidermidis, Staphylococcus

saprophyticcus avec la présence de quelques espéces appartenant au genre Micrococcus.

La présence de ces espéces peut conduire a des infections cutanées et parfois méme a
des infections septicémiques redoutables, ce qui constitue un risque sur la santé des

utilisateurs.

Aussi, sur les seize claviers analysés et qui sont considérés comme des vecteurs de
contamination croisée, nous avons aussi isolés et identifiés de nombreuses autres especes
bactériennes appartenant a la famille des Enterobacteriaceae. Au niveau des postes de la
faculté SNV-STU, les plus abondantes sont Aeromonas hydrophila groupe 1, Enterobacter

Sakazaki , E. coli, Providencia alcalifaciens et Providencia stuartii.

Pour les postes de travail des départements des langues, nous avons trouvés Pantoea
spp., Serratia odorifera 2,Citrobacter youngae. Il est a signaler que la présence de

Acinetobacter baumanni se fait remarquée sur les deux postes (2 et 13)

A partir de ces résultats, nous pouvons constater que les germes dominants dans ces
lieux de travail sont les Entérobacteries avec la présence de ces espéces dominantes telle E.
coli qui représente un signe précurseur d’une contamination fécale au niveau de ces lieux.
Ceci confirme que les méthodes de nettoyage et de désinfection utilisées restent insuffisantes.
Cette situation peut conduire a des risques sanitaires en provoquant des maladies infectieuses.
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Par ailleurs, la variation de la microflore au niveau des différents points d’une salle
d’informatique dont I’utilisateur est plus ou moins en contact direct, montre que le niveau
d’hygieéne dans ces endroits et particulierement chez les utilisateurs est trés faible et ceci peut

aussi poser différents problemes de santé.

Des nettoyages rigoureux sont donc essentiels pour maintenir  les concentrations de
cette microflore a son niveau le plus bas.
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Conclusion

Conclusion

Les salles d’informatiques, lieu de recherche du savoir, de connaissance, de détente et
d’amélioration du niveau intellectuel de I’individu, peuvent exposer a tout moment leurs
utilisateurs a des dangers sanitaires non contrdlables, étant donné que ces derniers viennent de

différentes zones de la région et de différents profils.

Le nombre croissant des utilisateurs de ces salles dont souvent la conception n’est
soumise a aucune régle d’hygiéne ou de sécurité, favorise ainsi la création des nids de
microorganismes favorisant leurs développements, d’ou la contamination des personnes

habituées a ces lieux.

Les maladies susceptibles d’étre transmise dans cet environnement, sont notamment les

gastroentérites, les maladies pulmonaires et les dermatites.

Les résultats obtenus lors de notre étude, montre que différentes especes microbiennes
proliferent au niveau de plusieurs points du matériel informatique utilisé et mis a la

disposition du publique.

Toute fois, avec une prédominance des Entérobactéries. Les déférentes especes du genre
Staphylococcus tel Staphylococcus aureus, Staphylococcus  xylosus,Staphylococcus
saprophyticcus sont trés abondants dans ces lieux. Par ailleurs, nous avons aussi isolés
d’autres espéces bactériennes telles Klebsiella pneumonie, Streptococcus constellatis et

Listeria grayi.

L’importance de cette étude sur la contamination croisée des claviers est de nous
permettre de décerner tous les problémes ayant attrait a la naissance, au développement, a la
prolifération et a la transmission microbienne et de montrer les risques sanitaires que peuvent

encourir les abonnés de ces lieux.

Cependant pour pallier & ce probleme, la prévention, la sensibilisation et le respect des
régles d’hygiénes restent les meilleurs moyens pour maitriser la qualité microbiologique des
lieux car ces endroits restent désormais les endroits les plus fréquentés par la classe

intellectuelle du pays.

-
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Résumé :

Les claviers des ordinateurs sont des lieux favorables pour la multiplication et
le développement des microorganismes tel que les bactéries, les champignons et les
virus. Ces microorganismes peuvent causer des infections respiratoires, cutanées,

gastroentériques pour les utilisateurs de ces équipements.

Notre étude s’est basée sur 1’identification et le dénombrement des bactéries
provenant de la salle d’informatique de 1’Université 8 Mai 1945 de Guelma, en
analysant les prélévements provenant de 16 postes de travail (claviers)

Les résultats que nos avons obtenus montrent la présence d’un grand nombre
de Dbacteries telles Aeromonas hydrophila, Vibrio Fluviatis, Providencia
alcalifaciens, Pantoea spp., Enterobacter sakazaki, Pseudomonas luteola,
brevundimonas visicularis, Acinetobacter baumanni, Listeria grayi, Enterococcus
faecalis, Streptococcus salivaris, Staphylococcus saprophyticus, Micrococcus spp,
Staphylococcus aureus. Ces derniers exigent une prise de conscience vis-a-vis de

leur risque, d’ou la nécessité d’un systeme efficace de lutte et de prévention.

Les mots clés : Maladies infectieuses, clavier, isolement, identification,

bactériespathogeénes.
Summary:

Computer keyboards are favorable environments for the multiplication and
development of microorganisms such as bacteria, fungi and viruses; These
microorganisms can cause respiratory, skin, gastroenteritis infections for users of

these devices

Our study has been identified and counted bacteria from the computer room of
the University of Guelma, analyzing the samples from the 16 workstations
(keyboards)

The results obtained show the presence of the following germs: Aeromonas
hydrophila, Vibrio fluviatis, Providencia alcalifaciens, Pantoea spp, Enterobacter
Sakazaki, Pseudomonas Luteola, Brevundimonas visicularis, Acinetobacter

baumanni, Listeria grayi, Enterococcus faecalis, Streptococcus salivaris,



Staphylococcus saprophyticus, Micrococcus spp., Staphylococcus Aureus, and the
latter require an awareness of their risk, hence the need for an effective system of

control and prevention.

Keywords: infectious diseases, keyboard, isolation, identification, pathogenic

bacteria.
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Les milieux de cultures :
Milieu de Chapman :

Composition :

- Peptone trypsique 08 CaSEINE. .. .. ..ottt 10¢g
- EXtrait de VIANGE. ... e 01g
- Chlorure de SOUIUM. ... e e e 759
S MANNITOL. . 10¢g
-RoUGe de PhENOL. ... .o 0.025¢g
A s 15¢
SEAU AISHHIER. ..o .1000 ml

Préparation : Aprés dissolution tous les ingrédients dans I’eau distillée ajuster
le PH a 7.5 et stériliser a 121C° pendant 20 mn.

Gélose nutritive :

Composition:

- Extrait de viande de ’oeuf. ... ..o 0lg
A s 15¢
PP ONE. e 05g
- Chlorure de SOUIUM . ... e e 15¢
S EXIrAIt e LBVUIE. .. e 02 g

Préparation : Verser 28 g dans un litre d’eau distillée. Ajuster le PH a 7.4. Porter a
¢bullition jusqu’a dissolution compléte. Stériliser a ’autoclave a 121 °C pendant 15
minutes.

Gélose Hekteen :

Composition :

- PrOtAES PP ONE. . .o et 02g
S EXIrAIt e IBVUIE. .o e 039
- Chlorure de SOIUM. ... e e e 059
- Thiosulfate de SOIUM. ... i e, 059
= SEIS DIHAITES. ... 099
- Citrate de ferammoniacale. ... 15¢
= Sl G NG, L 02g
= SCCNAIOS . ...\ttt ettt 129
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= FUCKSINE ACIAE. ... e 01g
-Bleude brothynol. ... 0.06 g
S A e 149
SBAU ISR, ..o 1000 mi
PH=75

Le milieu de Sabouraud :

Composition :

2 GIUCOSE. ..ot 209
S PO, e e 10g
-V - T 15¢g
SBAUISHIIE. ..o 1000 mi
Gélose SS:

Composition :

S PPN, L. 05g
- EXErait de VIANGE. ... e e 059
e I (0! 0 1= P 10g
- Citrate de SOOIUM. ... e e e e 109
- Citrate de fer ..o e 0lg
= SIS DIIAITES. .o 85¢
Vet brillant. ... 3,3 mg
= ROUGE NBULIE. .. e e 25 mg
- Thiosulfate de SOdIUM. ... e 08549
Y - L P 129
PH=7,3

Préparation : 63g de poudre dissous par ébullition.Se reporter a la notice en raison
de variation de la composition. (Ne pas autoclave).

Milieu TSI:

2 Y - L PR 12 g/l

- Extrait de Peeuf. ... oo, 03 g/l

- Extrait de 03 g/l
LV U . e

S PP 0N, .o, 20 g/l
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= SACCNAIOSE. ... ettt e, 10 g/l
SN 05 g/l
= GIUCOS. .ot 01 g/l
= CITAIE FOITIGUE. ..ot e e e e e 03 g/l
- Thiosulfate de SOTIUM...... ... e 03 g/l
=RoUge de PhENOL. ... ..o 0,025 g/l
S BAU dIStITIEE. ..o 1000 mi

Ajuster lePHa7.4

Réactifs :

Réactif TDA :pour la recherche de tryptophane désaminase :

- PerChlorUre e fer. ..o e 349
SBaU dIStIlIEE. ... 100 ml

Réactif IND : pour la recherche de I’indole:

- Paradimethylaminobenzaldéhyde. ... 50¢
= AICOOL ISOAMYIIGUE. ...t e e, 75 ml
S H L. 37%

Réactif Kowacks : pour la recherche de I’indole

- Paradeethylamino benzaldéhyde. ..., 059
= ALCOOl amYlIQUE. ... 75 ml
FH DU 25 ml

Rouge de méthyle :

-RoUge de MEtNYIe. .. ..o 0,59
= Alcool EthyliqUe @ 60°. .. ... e 100 ml

Colorants :

Lugol :Elle est utilisée sur la coloration de Gram pour fixer le colorant.

(010 [ OO 0lg
- 10dUrE dE POLASSIUM. ...\ttt e e e e e 029
SBAUISHIIEE. ... 039

Violet de gentiane : Elle est utilisée pour colorer les bactéries.

- ViI0let A8 GENTIANE. . ... 01g
= Ethanol @ 9090........ccoiiiiiiice et e 01 ml
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Fuchsine de ziehl :

= FUCKSINE DASIQUE. . ...t e 01g
= Alcool BthylIQUE. ... 100 ml
S POl . 059

m B AU QIS .. 100 ml
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Les bactéries a Gram
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A 4

Catalase -

Lactobacillus H,S*

Bacilles
y
Catalase +
Spore - Spore +
Esculine - Esculine+
v v \4 v
Corynebacterium Listeria Bacillus

Figurel : Schémas de classification des bactéries a Gram (+)




Bacille Gram —

'

Aérobie stricts
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Oxydase -

\ 4

- Acinetobacter

- Stenotrophomona

\ 4

[

Oxydase -

J

>

Mobile

- Pseudomons

- Alcaligenes

\_

\

J

.

Immobile

\

- Sphingobacterium

- Chryseobaterium

J

Figure 2 : Schéma de classification des bactéries a Gram (-), aerobies stricts
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[ Bacilles Gram

y

[ Aéro-anaérobie facultatif]

/\

[ Cultive sur gélose nutritive] [ Ne cultive pas sur gélose nutritive]

Oxydase - Oxydase + [ Oxydase - ] [ Oxydase + ]

(Haemophilus \

-Vibrionaceae - Gardnella
Entérobactéries - Vibrio - Actinobacillus - Elkenella
-Aeromonas - Capnocytophaga - Cardiobacterium

/ Planinmeanan - Pasteurella
kKinoeIIa j

Figure 3 : Schéma de classification des bactéries a Gram (-),aéro-anaérobie facultatif
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Tab. 1. Lecture de la galerie miniaturisée APl 20E (Lightfoot et Maier, 1998).

Résultats
Tests Substrat Caractére recherché
Négatif Positif
Ortho-nitro- . . .
ONPG i Beta-galactosidase incolore jaune
phenylgalactoside
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orange
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
- Ornithine ,
oDC Ornithine , Jaune Rouge/orangé
décarboxylase
CIT Citrate de sodium | Utilisation du citrate | Vert pale/jaune | Bleu-vert/vert
Thiosulfate de . - Dép6ot noir/
H2S . Production d’H2S Incolore/grisatre _p .
sodium fin lisere
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
TDA Tryptophane TDA / Immédiat
Tryptophane o
desaminase Jaune Marron foncé
IND / 2 mn, maxi
IND Tryptophane Production d’indole Anneau
Jaune
rouge
Pyruvate de VP 1+VP2/10 mn
VP sodium Production d’acétoine
incolore Rosé-rouge
A s e Diffusion
GEL Gelatine de Kohn Gelatinase Non diffusion .' usIo d_u
pigment noir
GLU Glucose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
MAN Mannitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SOR Sorbitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SOR Sorbitol Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
RHA Rhamnose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
SAC Saccharose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
MEL Melibiose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
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ARA Arabinose Fermentation/oxydation | Bleu/bleu-vert Jaune
Ox /5-10 mn
Ox Sur papier filtre Cytochrome-oxydase _ Anneau
incolore .

violet

NIT1+NIT2/2-3mn

Production de NO2 Jaune Rouge

NO3-NO2 Tube GLU Réduction au stade N2
Zn

Rouge Jaune

MOB Microscope Mobilité Immobile Mobile
MAC Milieu de Culture sur Absence Présence

MacConkey
Fermentation : sous
huile Vert Jaune
I : :
OF Glucose Oxydation : a Iair Vert Jaune
on d’ H202/1-2 mn
CAT Possession d’une

catalase Pas de bulles Bulles




Tab. 2. Tables de Mac Grady
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2 tubes par dilution

3 tubes par dilution

Nombre Nombre de Nombre Nombre de Nombre Nombre de Nombre Nombre de

caractéristique cellules caractéristique cellules caractéristique cellules caractéristique cellules

000 0.0 000 0.0 201 14 302 6.5

001 05 001 0.3 202 20 310 45

010 05 010 0.3 210 15 311 7.5

011 0.9 011 0.6 211 2.0 312 115

020 0.9 020 0.6 212 3.0 313 16.0

100 0.6 100 0.4 220 20 320 9.5

101 12 101 0.7 221 3.0 321 15.0

110 13 102 11 222 35 322 20.0

111 2.0 110 0.7 223 4.0 323 30.0

120 2.0 111 11 230 3.0 330 25.0

121 3.0 120 11 231 35 331 45.0

200 25 121 15 232 4.0 332 110.0

201 5.0 130 16 300 25 333 140.0

210 6.0 200 0.9 301 4.0

211 13.0

212 20.0

220 25.0

221 70.0

222 110.0
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5 tubes par dilution

Nombre Nombre de Nombre Nombre de Nombre Nombre de Nombre Nombre de
caractéristique cellules caractéristique cellules caractéristique cellules caractéristique cellules

000 0.0 203 1.2 400 1.3 513 8.5

001 0.2 210 0.7 401 17 520 5.0

002 04 211 0.9 402 20 521 7.0

010 0.2 212 1.2 403 25 522 9.5

011 0.4 220 0.9 410 1.7 523 12.0
012 0.6 221 12 411 20 524 15.0
020 0.4 222 14 412 25 525 175
021 0.6 230 1.2 420 20 530 8.0

030 0.6 231 14 421 25 531 11.0
100 0.2 240 1.4 422 3.0 532 14.0
101 04 300 0.8 430 25 533 17.5
102 0.6 301 11 431 3.0 534 20.0
103 0.8 302 1.4 432 4.0 535 25.0
110 0.4 310 11 440 35 540 13.0
111 0.6 311 14 441 4.0 541 17.0
112 0.8 312 1.7 450 4.0 542 25.0
120 0.6 313 20 451 5.0 543 30.0
121 0.8 320 14 500 25 544 35.0
122 1.0 321 1.7 501 3.0 545 45.0
130 0.8 322 20 502 4.0 550 25.0
131 1.0 330 17 503 6.0 551 35.0
140 11 331 2.0 504 75 552 60.0
200 05 340 20 510 35 553 90.0
201 0.7 341 25 511 45 554 160.0
202 0.9 350 25 512 6.0 555 180.0
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Tableau 3 : résultat macroscopique poste N° 5, 9,12

Couleur et aspects des

Milieu de culture . La taille La forme
colonies )
, .. ) Grande Irréguliere
Gélose Nutritive Colonies blanche cotonneuse bo?nbés

Pas de pousse

Mac Conkey Pas de pousse Pas de pousse
. . Réguliéres
Colonies jaunes avec virage Moyennes ]
Chapman . bombe
de couleur vers le jaune .
arrondies
. o Culture Culture
Gélose SS Culture negative o o
négative négative
Régulieres
Gélose Hectoen Colonies marron muqueuse Petite bombé
arrondies
Tableau 4 ; résultat macroscopique poste N° 3,7,10,16
- Couleur et aspects des .
Milieu de culture _p La taille La forme
colonies
. . Moyenne Réguliére
Colonies blanche lisse y g .
arrondies
Gélose Nutritive Régulieres
Colonies jaunes mugueuses Petite arrondies
bombe
s Culture Culture
Mac Conkey Culture négative s .
négative négative
Virage de couleur vers le RS
. . . Régulieres
Chapman jaune des colonies jaune doré Moyennes .
. arrondies
lisse
. o Culture Culture
Gélose SS Culture négative s .
négative négative
. o Culture Culture
Gélose Hectoen Culture négative s -
négative négative




Tableau5 : résultat macroscopique poste N° 4, 15,13
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Couleur et aspects des

Milieu de culture . La taille La forme
colonies
Colonies blanches rugueuses Grandes Réguliére
Gélose Nutritive bombés
. a1 arrondies
Colonie blanchétre lisse Moyennes
Irréguliére
Mac Conkey Culture négative Moyennes bombés
arrondies
Colonies jaunatres avec s
Chapman Moyennes Irréguliére
sommet Cotonneuse )
bombé
arrondies
, . : Petites Réguliére
Gélose SS Colonies rouges lisses J .
bombes
arrondies
Gélose Hectoen Colonies vertes rugueuses
Réguliéres
Grandes bombé
Colonies oronge avec fond arrondies

marron rugueuses




