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ABSTRACT: The aim of this study is to verify if the endemic cholera around Lake Kivu is consecutive to the colonization of
plankton by V. cholerae. We undertook the search of V. cholerae germs in samples of water from this Lake then trying their
elimination in removing zooplankton by filtration. Thus, from November 2011 to June 2013, we analyzed 64 samples of
coastal water from 3 different sites of the Lake Kivu; one site in a rural basin (Ishungu) and 2 sites in a urban basin (Bukavu ).
The detection and numeration of V. cholerae were made by culture methods completed by biochemical tests. Filtration was
done thanks to zooplankton’s nets and headscarf. V. cholerae was detected in 92.18 % of the samples with the density in the
order of 103UFT/mL. Samples from Bukavu contained more of them than those from Ishungu (P<0.001). 18 pm mesh filter
of zooplankton or 8 layers of a nylon headscarf, striped with alternation of transparent and opaque zones, wide of 5 cm, have
removed more than 99.9 % of V. cholerae detected. It has been found that almost all of cultivable V. cholerae colonize the
seston of more than 18 um of diameter and are removable by means of filtration using a headscarf as described in the
present study.
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RESUME: Dans le but de vérifier si 'endémicité du choléra aux abords du lac Kivu est consécutive a la colonisation du
plancton par Vibrio cholerae, nous avons entrepris de rechercher Vibrio cholerae dans les prélevements d’eaux dudit lac puis
de tenter son élimination en enlevant le zooplancton par filtration. Ainsi, entre novembre 2011 et juin 2013 étaient prélevés
64 échantillons d’eaux littorales du lac Kivu sur trois sites, un rural (bassin d’Ishungu) et 2 urbains (bassin de Bukavu). La
détection et la numération de Vibrio cholerae étaient réalisées via les méthodes culturales. Les membranes filtrant étaient
les filets a zooplancton et les foulards de téte. Vibrio cholerae a été détecté dans 92,18% de prélevements avec une densité
de I'ordre de 10° UFT/mL. Les échantillons de Bukavu en contenaient plus que ceux d’Ishungu (P<0.001). La filtration sur un
filet a zooplancton de 18um de mailles ou sur huit couches d’un foulard de téte en nylon, zébré des bandes transparentes et
opaques larges de 5cm, a éliminé plus de 99.9 % de Vibrio cholerae détectés. Il en résulte que, la quasi-totalité de V. cholerae
cultivables du lac Kivu colonisent le seston de diamétre supérieur a 18um et, sont éliminables des prélévements d’eau par
filtration sur foulard de téte comme décrit ci-haut.

MoOTs-CLEFS: Eau du lac Kivu, Vibrio cholerae, filtration, foulard de téte.
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1 INTRODUCTION

Le choléra existe depuis plus de deux millénaires dans le delta du Gange a l'actuel Bangladesh débordant parfois sur les
territoires limitrophes d'Extréme-Orient [1]. Larrivée des échanges intercontinentaux a conduit en 1817 au début de I'ere
classique du choléra, caractérisée par les six premiéres pandémies ayant épargné I'Afrique continentale. Le role primordial de
I'eau dans la diffusion du choléra fut reconnu en 1854 par J. Snow, avant l'identification de son agent causal, Vibrio
cholerae par Koch en 1883 [2].

La septieme pandémie qui sévit encore aujourd’hui, a débuté en 1961 dans les iles Célebes en Indonésie et a marqué le
passage du choléra dans I'ere moderne de son histoire. Elle est due a un biotype particulier dénommé Vibrio cholerae,
sérogroupe 01, biotype El Tor découvert en 1905 sur des pélerins de la Mecque par Gotlilch au Lazaret El Tor dans le Sinai.
Cette souche, revét des caractéristiques toxinogénes et un comportement environnemental particulier. Elle est restée
confinée pendant une trentaine d'années dans l'archipel des Célebes, régions d'eaux saumatres qui lui offre un
environnement propice a sa survie [2]. Il est a ce jour établi que son hote aquatique en milieux estuariens est le zooplancton
copépode qui lui offre une source de nourriture et un micro-habitat la protégea contre des conditions environnementales
défavorables [3-8]. Du point de vue sanitaire, les risques d’ingestion de doses infectieuses par les humains augmentent alors
pendant le bloum planctonique. Ainsi, I’élimination des copépodes par filtration induisant a une diminution considérable de
V. cholerae, concourt a la réduction des risques d’infection cholérique. Aprés avoir découvert que le sari, tissu en coton local
du Bangladesh, pouvait servir de membrane filtrant pour cette fin, son usage en milieu rural de ce pays, a pu y réduire de
48% les risques cholériques. Cette stratégie de lutte s’avere étre la plus efficace pour la situation d’endémie cholérique [6,
9,10].

C'est vers 1970 que cette pandémie arriva en Afrique subsaharienne, a Conakry via les pélerins de retour de la Mecque
par avion. La maladie prit au niveau continental la forme de flambées épidémiques successives allant d'un pays a l'autre. A
dater de cette période, le choléra n'a plus quitté I'Afrique et c’est la qu’il est plus persistant et plus violent, en particulier aux
abords des grand lacs du rift Est Africain ou il s'installe de facon pérenne et frappe par flambées épidémiques presque tous
les pays [1]. Ainsi la République Démocratique du Congo (RDC), pays bordé par la quasi-totalité de ces grands lacs dans sa
partie Est, se place actuellement en téte des pays ayant déclaré le plus de cas a I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS). La
situation du choléra y devient de plus en plus inquiétante. En effet de 2000 a 2008, il a a lui seul réalisé 15 % des cas et 20 %
des déces relatifs au choléra rapportés dans le monde pour cette période a 'OMS [11], cas provenant essentiellement des
provinces de I'Est, riveraines des grands lacs. Presque toutes les épidémies qui frappent le reste du pays partent de cette
région, le choléra y présente un caractere endémo-épidémique [12, 13].

Les taux d’attaque les plus élevés sont enregistré au Sud-Kivu [14], province entierement bordée a I'Est par le lac Kivu, son
exutoire la riviere Ruzizi et le lac Tanganyika. Elle compte ainsi trois des sept sanctuaires de choléra recensés en RDC [12],
parmi lesquels le sanctuaire Bukavu-Katana riverain des bassins de Bukavu et d’Ishungu au lac Kivu. C’est en 1978 que le
choléra a émergé aux abords de ce lac, dans le bassin d’Ishungu a I'lle d’lbinja. Les habitants des fles et des rives
consommateurs d’eau de ce lac, sont souvent victimes du choléra [13, 15,16] et jusque-la, aucune stratégie de lutte n’a pu les
soulager de ce fléau. Bien que I'extréme gravité du choléra soit reconnue en RDC, les politiques de lutte se limitent souvent
aux conséquences sans se soucier des causes de la maladie. La stratégie jusque-la adoptée est basée sur une lutte
épidémique alors qu’elle devrait s'adapter au caractére endémo-épidémique de la maladie par une nouvelle approche. On
assiste ainsi a une répétition d’actions sur plusieurs années sans qu’une solution durable ne soit trouvée [17].

A l'instar des eaux saumatres du Bangladesh [5,6,18], cette endémicité du choléra qui se manifeste dans les
communautés riveraines du lac Kivu, suggere que cet écosysteme abriterait les organismes réservoirs du vibrion cholérique
[12, 15, 19].

Dans I'hypothése que le zooplancton du lac Kivu serve d’h6te au V. cholérae, faisant de ce lac un réservoir aquatique du
choléra en RDC, nous avons entrepris de :

. Rechercher ces bacilles dans les eaux de la littorale du lac Kivu ;
. Essayer de les en éliminer en écartant le zooplancton par filtration et

J Rechercher une étoffe accessible localement pouvant servir a éliminer ces bacilles en retenant le zooplancton par
filtration de ces eaux.
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2 MATERIEL ET METHODES

Les 64 échantillons d’eau du lac Kivu sur lesquels ont porté nos investigations ont été prélevés au lieu de puisage de
Lugendo (village le plus affecté dans le bassin d’Ishungu) et a deux lieux de baignade dans le bassin de Bukavu : Kalengera en
milieu périurbain et Ndendere en zone urbaine. A Lugendo, un total de 32 échantillonnages a été réalisé dont 16 au rythme
bihebdomadaire, de novembre 2011 a juin 2012 et 16 autres hebdomadairement, de mars 2013 a juin 2013. Au courant de
cette derniére période, étaient aussi collectés 32 prélevements dans le bassin de Bukavu, 16 a Kalengera et 16 autres a
Ndendere. Chaque fois, trois échantillons d’environ 3L d’eau étaient recueillis dans des bidons propres préalablement rincés
a I'eau du lac juste avant le préléevement, puis transportés au laboratoire dans une boite isotherme a moins de 10°C, pour les
analyses dans les 6 heures qui suivent.

Les filets disponibles au laboratoire et dont les maillages sont proches de ceux utilisés dans la littérature [9, 10] ont été
utilisés. Les criteres de choix de I'étoffe étaient : celle qui est fréquemment utilisée a des fins diverses par les femmes en
milieu rural, disponible sur le marché et a moindre frais. En outre, elle devrait étre trés perméable a I'eau et avoir un bon
rendement de décontamination de |'eau. Les essais étaient alors faits sur deux types de foulards de téte en nylon d’environ 9
dm?’ de surface, I'un totalement opaque et l'autre zébré des bandes pleines et de bandes transparentes d’environ 5 cm de
largeur. Ce dernier a été sélectionné (Fig.1b).

Des échantillons d’eau du lac fraichement arrivés au laboratoire, environs deux litres, étaient chaque fois filtrés dans des
bocaux stériles tour-a-tour sur les filets a zooplancton et sur le foulard de téte plié (4 lits ou 8 lits). Apres usage, ces tissus
étaient chaque fois bien lavés au savon, rincés a I'eau puis séchés au soleil pendant 2h.

La détection et le dénombrement des présumés souches de vibrions étaient faits simultanément par la méthode du
nombre le plus probable (NPP), utilisant trois séries des trois tubes de dilutions respectives: 1/100, 1/1000 et 1/10000,
préparées successivement au départ d’1 mL d’eau du lac Kivu mélangé avec 9 mL d’EPA. Toutes ces séries de dilutions étaient
analogues a la dilution mére. Le nombre le plus probable des cellules bactériennes dans 1mL du prélevement d’eau du lac
Kivu était obtenu via la table de Mac Grady en constituant un nombre a trois chiffres correspondant au nombre des tubes
positifs pour chacune des séries de dilution 1/100, 1/1000 et 1/10000 respectivement, dans les tubes ol on a détecté la
présence présomptive de Vibrio cholerae.

L
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Lake Kivu

D.R.CONGO

(a) (b)

Figure 1 : Localisation des grands lacs du Rift Est-Africain, repérage des bassins d’Ishungu e et de Bukavu A sur le lac Kivu (a) et
Phototype de foulard choisi (b)
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Il s’en est suivi une incubation des tubes a 37°C pendant 6 a 12 h. Apres incubation, I'apparition de turbidité dans le tube
est un test positif présomptif de la présence des bactéries du genre Vibrio. La présence de vibrions cholériques est confirmée
en ensemengant en strie un prélevement de la partie superficielle du tube positif sur la gélose sélective TCBS agar. Apres 24 a
48h d’incubation a 37°C, sur les colonies jaunes (fermentant le saccharose) suspectées étre V. cholerae, se poursuivait une

série de tests des caracteres culturaux, morphologique et biochimiques répertoriés dans le tableau 1.

3 RESULTATS

ISOLEMENT, FREQUENCE ET ABONDANCE DE VIBRIO CHOLERAE DANS LES PRELEVEMENTS BRUTS DE L’EAU DU LAC KIvu

Des 64 échantillons d’eau prélevés au lac Kivu entre novembre 2011 et juin 2013, Vibrio cholera a été détecté dans 59

soit un taux de fréquence de 92,2 %.

Le tableau 1 présente les caractéristiques des isolats de ces échantillons d’eau du lac Kivu présumés V. cholerae. Les

données de ce tableau révelent que seuls 61 % de ces souches sont présumées V. cholerae O1.

Tableau 1. Caractéristiques morphologiques, culturales et biochimiques des isolats des eaux littorales du lac Kivu présumés V.

cholerae

TEST (n=59) CARACTERISTIQUE (%)
Coloration Gram BGN incurvé ou droit 100
Mobilité + 100
Croissance EPA 0-6% NaCl + 100
Croissance EPA > 8% NaCl - 100
Croissance a 42°C + 100
Catalase + 100
Indole + 100
Oxydase + 100
Citrate + 100
Saccarose + 100
Glucose + 100
Lysine décarboxylase + 100
Gaz a partir du glucose - 100
ONPG + 100
String test (test de fil) + 100
Preparation a frais Petits batonnets avec mobilité en fleche 100
Sérum anti-O1 + 61

Les abondances moyennes de ces germes typiques au V. cholerae, présentées par la figure 2, se situent entre 1,71 10°
UFT/mL d’eau, au point de puisage a Lugendo (point de puisage en milieu rurale, bassin d’Ishungu,) et 8,93 10° UFT/mL d’eau,

a Kalengera (site de baignade périurbain, bassin de Bukavu).
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Figure 2 : Abondances moyennes de V. cholerae dans les échantillons d’eau du lac Kivu prélevés a Lugendo, Kalengera et
Ndendere entre novembre 2011 et juin 2013

Les résultats du test T de Student présentés par le tableau 2, montre qu’en 2013 les échantillons d’eau prélevées sur le site
urbain (Ndendere) étaient plus chargés en V. cholerae que ceux prélevés pendant la méme période sur le site rural (Lugendo).

Tableau 2. Données du test T de Student pour les niveaux de contamination des sites Lugendo et Ndendere, échantillons de
I’année 2013 contaminés au Vibrio cholerae

Site Moyenne UFT/mL N Ecart-type
Rural (Lugendo) 1,68 10° 14 0,49 10°
Urbain (Ndendere) 8,59 10° 14 4,59 10°

Test T de Student T= 13,0378 ddi=13 P=0,0003***

FREQUENCE DE V. CHOLERAE DANS LES FILTRATS DES ECHANTILLONS D’EAU DU LAC KIVU ET RENDEMENT DE REDUCTION DE CES GERMES VIA LA
RETENTION DU ZOOPLANCTON PAR FILTRATION

La fréquence des V. cholerae résiduels dans les filtrats des 59 échantillons d’eau contaminée du lac Kivu et les taux
d’élimination de ces germes pour les filtrats contaminés sont présentés dans le tableau 3.

Tableau 3. Fréquence de pousse sur TCBS et taux moyens de réduction de I’'abondance de germes des échantillons d’eau du lac
Kivu contaminés au V. cholerae apreés filtration

Membrane filtrant Fréquence de Pousse sur (%) Taux moyen de réduction de Ecart-type
TCBS germes (%)
Filet 50um (n=15) 15 100,00 52,21 0,08
Filet 37um (n=15) 11 73,33 82,78 8,21
Filet 28um (n=15) 5 33,33 97,85 1,45
Filet 18um (n=44) 1 2,27 99,99 0,00
4 lits Foulard (n=15) 15 100,00 42,59 2,41
8 lits Foulard (n=59) 1 1,69 99,98 0,00
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Ce tableau révéle que toutes les membranes utilisées pour la filtration de I'eau ont retenu plus de 50% des cellules de V.
cholerae cultivable. Le filet de 18 um et 8 lits de foulard zébré en ont retenu plus 99,9%. Les données du tableau 4 montrent
que ces deux dernieres membranes sont tres similaires.

Tableau 4. Résultats de I'analyse de variance de rendement de filtration sur le filet de 18 um et sur 8 lits de foulard zébré

Etoffe filtrant Observations Min Max Moyenne Ecart-type

filet 18u 44 99,990 100,000 99,999 0,001

8 plis de foulard 44 99,980 100,000 99,999 0,003
Test de Mann-Whitney Variance (U)=954,000 P=1,000

4 DISCUSSION

Les investigations menées dans cette étude ont été limitées par le manque de laboratoire approprié pour la confirmation
moléculaire d’appartenance des isolats a I'espece Vibrio cholerae. Néanmoins, les caractéristiques culturales et biochimiques
de ces isolats présentées dans le tableau 1, sont typiques a celles des souches de V. cholerae [20]. Les résultats de ce travail,
révelent une quasi permanence du V. cholerae dans les eaux littorales du lac Kivu. Ce germe a été isolé dans 59 échantillons
sur les 64 prélevés de ce lac, soit 92,19%. Dans 61% des cas, il s’est agi du V. cholerae sérogroupe 01, pathogéne du choléra.

Les moyennes de cellules bactériennes cultivables dans les échantillons contaminés de I'année 2013 sont respectivement
de 1,68 10° UFT/mL d’eau prélevée a Lugendo et 8,59 10° UFT/mL d’eau prélevée a Ndendere. Cette différence hautement
significative (P=0,0003) serait due a une pollution organique accrue caractérisant les rives urbaines fortement anthropisées
en Afrique [21] comme celle ou se situe ce dernier site, contrairement au premier qui lui, est situé dans une zone rurale. Ce
lac constitue ainsi un réservoir pérenne du bacille V. cholerae, pathogene du choléra avec une densité de I'ordre de 10°
UFT/mL, densité atteignant les doses infectieuses [3, 18, 22]. Les consommateurs de ces eaux sont permanemment exposés
au risque de contracter le choléra. Ce fait explique I'endémicité de cette pathologie dans le bassin dudit lac [11],
particulierement dans la zone de santé rurale de Katana ou les riverains consomment I'eau du lac non traitée [16]. Il est fort
probable que ¢a soit le cas pour les autres lacs du rift Albertin car, touchés tous par ce probléeme d’endémicité cholérique [11,
19, 23].

Etant donné que le pH des eaux superficielles du lac Kivu se situe généralement entre 8 et 9, avec une température
comprise entre 23 et 25 °C [24, 25], et la prédominance des copépodes dans la communauté zooplanctonique [26], la
présence permanente du V. cholerae dans ce lac est un fait prévisible. En effet, le pH optimal de survie de ce germe dans I'eau
a 25 °C se situe entre 7,0 et 8,5 lorsque la salinité est moyenne et, entre 7,5 et 9,0 lorsque la salinité est faible [3, 5, 27, 29].
Aussi son hote privilégié en milieu aquatique est le micro crustacé copépode [6, 8].

Toutes les membranes utilisées pour la filtration de I'eau ont retenu plus de 50% des cellules de V. cholerae cultivable.
L'élimination quasi totale est obtenue en utilisant le filet a zooplancton de 18um ou 8 lits de foulard de téte zébré. En effet,
sur les 59 échantillons contaminés, un seul a donné un test positif aprés filtration sur 8 lits de ce foulard avec une densité
résiduelle de moins de 30 UFT/ mL, soit un taux de réduction de plus de 99,98%. Le foulard ainsi plié a accusé une tres forte
similarité de comportement avec le filet a zooplancton de 18 um (P=1,0000).

Ces résultats tres comparables a ceux trouvés par I'équipe de Colwell a Bangladesh en utilisant le sari plié 8 fois ou un filet
de 20 um de mailles [9, 10] indiquent que la quasi-totalité des V. cholerae cultivables du lac Kivu vit en association avec les
organismes planctoniques de diameétre supérieur a 18um et sont de ce fait plus redoutable pour la santé humaine. En effet,
associé au zooplancton, V. cholerae parvient non seulement a échapper aux aléas environnementaux du milieu aquatique
naturel, mais aussi a braver les effets de la chloration des eaux de boisson et a franchir la barriére lui imposée par la forte
acidité de I'estomac. Outre cette protection contre les agressions du milieu extérieur, 'adhésion de V. cholera au zooplancton
augmente sa pathogénicité par le fait que, grace aux pilis dont il se sert pour s‘attacher au zooplancton, il arrive a s’agripper
commodément sur les tissus membranaires de I'intestin gréle et ainsi infecter facilement ’homme [30, 31].

Bien qu’en milieu aquatique I'abondance de bactéries viables mais non cultivables soit de loin supérieure a celle de
bactéries cultivables [32], débarrasser les eaux de boissons de cette forme redoutable de V. cholerae par filtration sur le filet
de 18 um de mailles ou sur 8 lits de foulard de téte zébré s’avere étre la stratégie la mieux indiquée pour lutter efficacement
contre le choléra endémique a I'Est de la RDC. En effet, a I'instar de ce qu’a produit le sari au Bangladesh [6, 10], la
décontamination de I'eau par filtration sur 8 lits de foulard de téte zébré, étoffe portée de coutume par les riveraines de ces

ISSN : 2028-9324 Vol. 15 No. 3, Apr. 2016 528



Louisette K. Wimba, Sandra Sibazuri, John M. Ndachetere, George L. Alunga, Pius T. Mpiana, Koto-te-Nyiwa Ngbolua ,
Marie C. Yandju, Joseph K. Lumande, and Boniface M. Kaningini

lacs, tel que décrite dans ce travail, pourra contribuer efficacement a la réduction de I'incidence du choléra dans toute cette
région.

5 CONCLUSION

Cette étude, pionniere du genre en Afrique continentale sub-saharienne présage un mode de prévention du choléra dans
les bassins des grands lacs du rift Est Africain approprié a son caractére endémo-épidémique. En outre, elle révele que le lac
Kivu est un réservoir de V. cholerae. La poursuite des investigations est importante pour élucider I'écologie de ce bacille dans
cet écosystéme.
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