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Résumé

Ce travail contribue au contrble physicochimique et microbiologique des eaux de huit
sources naturelles de la commune de Chiffa (wilaya de Blida) ; on se référant aux normes de
potabilité (algérienne et OMS) ; dont 1’objectif est la mise en évidence et le dénombrement
des bactéries (coliformes totaux, E. coli, entérocoques et P.aeruginosa) au moyen de gélose

chromogéne ; comparaison avec la méthode de référence (gélose Tergitol).

Nous avons déterminé les paramétres physicochimiques suivante (pH, Température,
conductivité, turbidité, dosage de Calcium, de Magnésium, d’orthophosphate, d’aluminium,

des nitrates, nitrite).

Les résultats que nous avons trouvés montrent que la majorité des paramétres
physicochimiques étudiés répondent aux normes admissibles sauf I’orthophosphate (les
échantillons d’eaux des sources A et B présentent des teneurs en phosphate qui dépassent

largement la valeur maximale admissible a savoir < 0.5 mg/l ).

Concernant les résultats bactériologiques on trouve que les eaux présentent une
contamination fécale, ils sont donc de mauvaise qualité bactériologique. La comparaison entre
les deux méthodes a révélé que I'utilisation de la gélose chromogéne est plus facile a réaliser
que la méthode utilisant la gélose Lactosée au Tergitol. On a obtenues des résultats clairs
grace aux différents substrats chromogenes permettant la coloration des colonies, et elle est

plus rapide jusqu'a 24 h de moins que I'ancienne méethode.

Mots clés: Milieu chromogene, gélose lactosée au tergitol, eau de source, contrble

physicochimique, contr6le microbiologique, commune de Chiffa.



Abstract

In this work we made the physico-chemical and microbiological control of 8 natural
spring waters of Chiffa (province of Blida) ; refering to the standards of potability (Algeria
and World Health Organization) ; whose objective is the detection and counting of bacteria
(total coliforms, E. coli, enterococci and P.aeruginosa) by the use of chromogenic agar ;

compared to a reference method (Tergitol agar).

We determined the following physico-chemical parameters (pH, temperature,

conductivity, turbidity, calcium, magnesium, orthophosphate, aluminum, nitrate, nitrite).

The results we found showed that in addition to orthophosphate (of the water samples

from A and B exceeded the maximum allowed value, < 0.5 mg/ I).

Regarding the bacteriological results, we found that these waters had faecal
contamination, so they were of poor bacteriological quality. A comparison of the two methods
shows that the method using chromogenic agar is easier to perform than the method using

Tergitol Lactose Agar.

Keywords : Chromogenic medium, Tergitol lactose agar, spring water, physicochemical
control, microbiological control, commune of Chiffa.
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Introduction

L'eau est extrémement importante tant sur le plan biologique qu'économique.
L'hydrosphere est le moyen de subsistance et d'équilibre écologique, et une ressource
naturelle indispensable et irremplacable. Elle a wune wvaleur socio-économique

environnementale et géopolitique particuliere (Kettab, 2020).

L’eau peut provenir de nombreuses sources naturelles, tel que les eaux de surfaces, les

ruisseaux, les riviéres, les lacs et les eaux de sources (Batool et al ., 2018).

La consommation d'eau potable est un facteur important dans la prévention des maladies
d'origine hydrique. En fait, I'eau est sans danger pour la consommation humaine si elle ne
contient aucun élément, substance chimique et/ou biologique susceptible de nuire a plus ou
moins long terme a la santé des Individus (John et Donald, 2010). Plusieurs polluants
provenant de divers champs d’activités humaine, a savoir les déchets agricoles, industriels et
urbaines sont conduit souvent vers les eaux naturelles sont traitement préalable. Cela pourrait

étre la cause de leur pollution (Bougane et al ., 2019).

Diverses études sur la qualité de I'eau ont été menées en Algérie, permettant d'évaluer la
potabilité, lI'aptitude a l'irrigation et I'impact sur la santé humaine et I'environnement (kahoul
et touhami, 2014).

En ce sens, des normes de qualité sont définies pour évaluer la qualité de I'eau potable au
niveau national (normes algériennes), international (normes européennes) et mondiale
(normes OMS).

C’est dans ce cadre que cette étude liminaire a été entreprise dont les objectifs sont :
De réaliser un diagnostic de la qualité microbiologique et physicochimique de 1’eau des huit
sources dans la commune de Chiffa; De controler I’efficacité d’utilisation des milieux
chromogeénes dans 1’analyse des eaux de sources prélevées du mois de mai jusqu’au mois de
Juillet et les comparées avec la méthode de référence.
Notre rédaction est structurée en trois chapitres fondamentaux : chapitre I: englobe une
synthese bibliographique ; chapitre Il : présente le matériel et la méthodologie utilisés dans

1’étude ; chapitre 111 : détaille les résultats obtenus ainsi que leurs interprétations.
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Bibliographie

l. Généralité sur ’eau :

L’eau est un élément indispensable a la croissance et au développement de tous les étres
vivants et de I’homme en particulier (COCKER et al ., 2019).C’est un composant essentiel
du régime alimentaire de la société ; il joue un role essentiel dans 1’hydratation ; L’acces a
I’eau est un préalable. Préalable a la vie, mais aussi préalable au développement, et constitue
le défi le plus important pour I"humanité, en facilitant son accés a chaque personne dans le
monde. Malheureusement, comme l'eau de la planéte terre est a 97,2 % salée, et que l'eau
douce ne représente que 2,8 % de l'eau totale du globe, I’cau devient donc une ressource
précieuse. Plus d’un milliard de personnes n’a pas toujours accés a 1’eau potable et plus de 50
pays sont menacés par la pénurie d’eau potable a ’horizon de 1’année 2025(MOUSSAOUI et
BENHABIB, 2015).

1.1. Les Eaux Souterrains :

1.1.1. Eau de source :

L’eau de source, Il s’agit d’eaux souterraines, comme les eaux minérales naturelles
EMN, mais, en général, faiblement minéralisées (Roques-Latrille et al ., 2022 ).Selon le
Décretn® 04-196 15 juillet 2004 ( JO du 15 juillet 2004 ), I’Eau de source est une eau
d’origine exclusivement souterraine, apte a la consommation humaine microbiologiquement

saine et protégee contre les risques de pollution.

1.1.2. Eau minérale naturelle :

Une eau microbiologiquement saine provenant d’une nappe ou d’un gisement
souterrain, exploitée a partir d’une ou plusieurs émergences naturelles ou forées, a proximité
desquelles elle est conditionnée. Elle se distingue nettement des autres eaux destinées a la
consommation humaine par sa nature caractérisée par sa pureté, et par sa teneur spécifique en
sels minéraux, oligo-éléments ou autres constituants. Ces caractéristiques sont appréciées sur
les plans :

— geéologique et hydrogéologique,
— physique, Chimique et physico-chimique,
— microbiologique,

— pharmacologique.
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Ces eaux minérales naturelles peuvent posseder des propriétes thérapeutiques favorables
a la santé humaine. Décret n°04-196 du 27 Joumada El Oula 1425 correspondant au 15
juillet 2004(JO du 15 juillet 2004).

« L’eau minérale naturelle » se caractérise par une origine souterraine et protégée, par
une microbiologie saine (absence de bactéries pathogénes) et par une minéralisation stable,
qui peut lui conférer des effets bénéefiques pour la sante. (Bligny et Harteman, 2004).

Les eaux minérales naturelles se caractérisent par leur pureté a la source. et par leur

teneur constante en minéraux (Albertini et al ., 2007 ).

Il. milieux chromogeénes :

I1.1. Généralités :

Le premier milieu de culture chromogéne (pour la détection d’E. coli) a été invente et
breveté¢ par le Dr. A. Rambach, en 1979. L’introduction de ce milieu a déclenché une
révolution dans le diagnostic microbien et 1’introduction de toute une gamme de milieux
chromogeénes pour la détection de pathogenes cliniques majeurs présents dans I’alimentaire.
Ce sont des milieux gélosés solides permettant, suite a la transformation d’un substrat
préalablement incorporé dans la gélose en un produit coloré, I’identification directe de
certaines espéces bactériennes. La transformation du substrat en un produit coloré est le
résultat de I’action d’une enzyme produite par une ou plusieurs espéces bactériennes. Cette
coloration des colonies permet de repérer le microorganisme cultivé sur le milieu et d’orienter
son identification (Stefaniuk, 2018). L'aspect attendu de la colonie est le suivant : E. coli,
rose foncé a rose ; Enterococcus, petit bleu-vert ; Klebsiella, Groupe Enterobacter et Serratia,
plus grand bleu foncé; Amoeba, Flore Providencia et Morganella, pale a beige;
Staphylococcus saprophyticus, petit rose pale et streptocoque agalactiae, point bleu clair
(Baron et al., 2008).

Tous les milieux chromogeéniques étaient cliniquement équivalents en termes de
specificité et de sensibilité et restreint le nombre de tests de confirmation a réaliser par rapport
aux tests conventionnels (Martinet et al ., 2016).
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11.2. Différents types et utilisations des milieux chromogeénes :
11.2.1.Milieu chromogene pour les coliformes CCA :

Selon les normes 1SO 11133/ 1SO 9308, E.coli-coliformes Agar chromogene (CCA) est
un milieu sélectif pour la détection d’E.coli et d’autres coliformes dans les ecaux et les

aliments. Le mélange chromogeéne contient différents substrats chromogénes voir annexe 1.

La détection de la R-glucuronidase est largement utilisée pour différencier Escherichia
coli, car I’enzyme est présente chezE. coli mais pas chez d’autres groupes de coliformes.La R-
D-galactosidase clive Salmon-GAL substrat, et donne une couleur rose aux colonies de
coliformes. Et clive le X-glucuronide, donnant une couleur bleue a ces colonies. E. coli a les
deux enzymes et clive les deux substances chromogenes donnant un bleu foncé a des colonies
violettes Figure n°l.E. coli métabolise a la fois le méthylumbelliferylb-D-glucuronide
(MUG) et I'indoxyl-b-D-glucuronide (IBG)(Haines et al., 1993). Les coliformes totaux sont la

somme des colonies d’E.coli et des colonies de rose.

Chez les coliformes, I'enzyme b-D-galactosidase catalyse la dégradation du lactose en
glucose et galactose. Cependant, la b-D-galactosidase s'est également avérée étre produit par
certaines bactéries non coliformes, telles que Aeromonasspp. Et Vibriospp. Pour éviter des
résultats faussement positifs, causés par des bactéries positives a l'oxydase, les colonies
présumées coliformes ont été confirmées par une réaction négative a l'oxydase. (Palmer et
al., 1993; Davies et al., 1995; Alonso et al., 1996).

Figure n°1 : Aspect des coliformes totaux et fécaux sur milieu CCA
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11.2.2. Milieu chromogéne pour Staphylococcus aureus :

Les milieux traditionnels (basés sur la fermentation du Mannitol) ménent a de
nombreux faux négatifs et faux positifs. CHROMagar Staphylococcus aureus une sensibilité
et une spécificité inégalée pour la détection de S. aureus apres 24 heures. Ceci évite de

nombreux tests d’agglutination latex et catalase sur des souches non Staphylococcus aureus.

Des peptones spécialement sélectionnées fournissent des éléments nutritifs. L’addition
d’agents sélectifs inhibe la croissance des organismes Gram négatifs, des levures et de
quelques cocci Gram positifs. Le mélange chromogéne se compose de substrats artificiels
(chromogeénes), qui liberent un composé coloré insoluble lorsqu'ils sont hydrolysés par des

enzymes spécifiques.(annexe 1).

Les especes de staphylocoques produisent des colonies roses a mauve (Figure n°2), les

autres bactéries seront de couleur bleue, incolores ou inhibées (Gaillot et al., 2000).

Autres bactéries =————> <+— Staphylococcus
aureus

Figure n°2 : Aspect des colonies Staphylococcus aureus sur milieu chromogene.

11.2.3.Milieu chromogene pour les Candidas :

Le Chromagar Candida est un milieu de culture différentiel permettant l'isolement
sélectif et simultané des colonies de Candida albicans, Candida tropicalis et Candida krusei.
La différenciation entre ces especes est basée sur l'apparition de colonies de couleurs tres
contrastées, résultant de réactions enzymatiques spécifiques utilisant les substrats
chromogénes contenus dans la gélose (Coignard-Chatain et al., 1998). Des peptones

spécialement sélectionnées fournissent les éléments nutritifs du CHROMagar Candida. Ce
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mélange chromogene spécialement mis au point se compose de substrats artificiels
(chromogeénes) qui libérent des composés de diverses couleurs lorsqu'ils sont degradés par des
enzymes spécifiques. Cela permet de différencier certaines especes ou de détecter certains
groupes de microorganismes a l'aide d'un nombre minimum de tests de confirmation. Le
chloramphénicol inhibe la plupart des contaminants bactériens (annexe 1).C. albicans
(colonies vertes), C. tropicalis (colonies bleu métallique)et C. krusei (colonies rose péale et
mates) sont ainsi identifiées alors que les autres espéces se presentent sous forme de colonies
blanches a mauves, lisses a brillantes(figuren°3). Permet une meilleure détection des cultures

mixtes. (Ouanes et al ., 2013).

C. krusei

C. tropicalis )
— . albicans

Figure n°3 : Aspect des colonies sur milieu Chromagar Candida
11.2.4. Milieu chromogene pour la détection de Malassezia spp :

Malassezia est un champignon naturellement présent sur les peaux humaines et
animales. Sur une peau saine, il ne provoque pas d’infections. Mais lorsque la peau est
altérée, les Malassezia sont a I’origine de diverses maladies cutanées comme la dermatite ou
I’otite. CHROMagar Malassezia a été développé dans le but de non seulement faciliter la
détection mais aussi d’améliorer I’algorithme de différenciation des différentes espéces ses
composantes clés (le glycérol et le tw 40) (annexe 1), ont été ajoutées au Chromagar. apres
incubation pendant quatre jours a 30°C, Les colonies de Malassezia furfurs ont Larges, roses
pales et rugueuses (Figure n°4) basé sur leurs caractéres biologiques (production de
précipitation autour de tw 40 sur milieu Chromagar (Ben salah et al., 2010),les autres
Malassezia spp incluant M. globosa et M. restricta sont principalement roses a
violettes(Takamasa et al.,2007).
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Figure n°4 : Aspect Des Colonies Malasseziaspp Sur
MilieuChromagarmalassezia.(Takamasa et al.,2007).

11.2.5. Milieu chromogene pour Streptococcus agalactiae

Le streptocoque du groupe B (SGB ; Streptococcus agalactiae) est la premiere cause
d’infections néonatales (Edwards et Baker. 2005). CHROMAgar StrepB est un milieu
sélectif pour la détection et I’identification présomptive des SGB dans les prélévements
vaginaux ou vagino-rectaux. La composition en peptones et substances nutritives favorise la
croissance des SGB. Le mélange sélectif composé d’antibiotiques/antifongiques permet
d’inhiber la croissance de la majorité des microorganismes, a 1’exception des Streptocoques,

de certains entérocoques et lactobacilles (annexe 1).

Plusieurs substrats chromogéniques permettent la détection d’activités enzymatiques

conférant une coloration caractéristique des colonies des espéces suivantes :

* SGB : Colonies bleues
* Entérocoques : Colonies de couleur rose a violet

« Lactobacilles : Petites colonies de couleur rose. (Figure n°5).
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Figure n°5 : Aspect Des Colonies Streptococcus agalactiae Sur Milieu CHROMAGgar StrepB.

11.2.6. Milieu chromogéne pour Campylobacter thermotolérant :

C‘est une gélose riche contenant des antibiotiques et un antifongique qui facilitent la
détection de Campylobacter thermotolérants en rouge sur un agar translucide (Figure n°6),
facilite la lecture par rapport a une gélose traditionnelle a base de charbon ou le
dénombrement est difficile. Les autres microorganismes seront inhibés par le présence d’un
mélange d’antibiotiques tel que : céfopérazone ; inhiber les bactéries a Gram négatif,
vancomycine ; inhibe essentiellement les bactéries a Gram positif et Amphotéricine B ;
empéchent le développement des levures et des moisissures (annexe 1), ou se développeront
en bleu (Bettelheim ,1998).

Figure n°6 : Aspect Des Colonies Campylobacter thermotolérants Sur Milieu
chromogeéniques.

11.2.7. Milieu chromogéne pour les salmonelles :

Les milieux conventionnels pour la détection des Salmonella par H,S ont une
spécificité trés faible entrainant de nombreux faux positifs (Citrobacter, Proteus, etc.). En
raison de leur faible spécificite, les milieux conventionnels nécessitent un examen
fastidieux d’au moins 10 colonies par échantillon positif. Au contraire, CHROMagar
Salmonella élimine la plupart de ces faux positifs et permet aux techniciens de se concentrer
sur les vrais échantillons contaminés, SalmonellasppincluantS. typhi apparaissent en Mauve et
les autres bactéries en Bleu (Figure n°7), incolore ou seront inhibées par L’addition d’un
agent antifongique empéche la croissance des especes de Candida tandis que d’autres agents

antimicrobiens servent a inhiber la croissance des bactéries a Gram-négatif ne fermentant pas
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le glucose ainsi que des espéces de Proteus, qui pourraient potentiellement supplanter par leur

croissance plus rapide les colonies de Salmonella (Gaillot et al., 1999).

Des peptones spécialement sélectionnées apportent les éléments nutritifs. Les
organismes a Gram-positif sont en géneéral inhibés du fait de la base sélective du milieu

(annexe 1).

Figure n°7 : Aspect Des Colonies salmonelles sur Milieu CHROMagar Salmonella.

11.2.8. Milieu chromogéne pour Clostridium difficile :

Clostridium difficile est la principale cause d’infection nosocomiale responsable de
diarrhée chez I’adulte. Méme si la PCR est devenue la principale technique de détection de C.
difficile, la culture reste essentielle pour caractériser la souche et faire I’antibiogramme.
CHROMagar C.difficile est un nouveau milieu fluorogéne, trés sensible et spécifique.
constituée d’une base nutritive riche associant différentes peptones et du taurocholate
favorisant la germination des spores (Rousseau et al., 2009). Elle contient un substrat

chromogeéne (Perry et al., 2010) et un mélange d’antibiotiques permettant :

e La recherche et I’identification des souches de Clostridium difficile productrices de B3-
glucosidase par la coloration caractéristique grise a noire des colonies.
e L’inhibition de la plupart des bactéries Gram (+), bactéries Gram (-), levures et

moisissures.(annexe 1)

Il a été développé pour simplifier la culture de C. difficile et rendre sa détection plus
rapide, aprés 24 h C. difficile donne des colonies incolores et fluorescentes sous lumiere UV
(Figure n°8), Les autres bactéries seront incolores, non fluorescentes ou inhibés (Gaillot et
al., 2014).
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Figure n°8 : Aspect Des Colonies Clostridium difficile sur Milieu CHROMagar
C.difficile

11.2.10. — Milieu chromogéne pour I’isolement et la différenciation des agents pathogénes
des voies urinaires :

CHROMagar Orientation a une application plus large en tant que gélose nutritive pour
I’isolement des différents micro-organismes. Par exemple, CHROMagar Orientation peut
étre utilisé pour différencier les divers micro-organismes dans d’autres zones infectées, par
exemple dans les cicatrices. CHROMagar Orientation est aussi utile lorsqu’il est complété par

divers antibiotiques dans la détection des micro-organismes multi-résistants (Merlino et al.,

1996).
E. coli
Rose foncé

Klebsiella,
Enterobacter, Serratia

Bleu métallique
S. aureus

Doré, opaque, petit

Proteus

Halo brun

S. saprophyticus
Doré, opaque, petit

Enterococcus
Bleu turquoise

Figure n°9 : Aspect Des Colonies sur Milieu CHROMagar Orientation.
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I11. Législation et textes :

L'eau doit répondre a certains critéres établissant une concentration "seuil”. Pour un
certain nombre de substances dangereuses, qui ne doit pas étre dépasse.

L'eau potable répond aux normes, qui cependant, exempt de ces substances, a condition
que leur teneur soit suffisamment faible ; Ne pas mettre en danger la santé des consommateurs
(Berger, 2004). La norme est exprimée Par une valeur numérique definissant la limite
supérieure de la substance a ne pas dépasser une borne inférieure donnée ou a satisfaire, ou
min et max.

I11.1.Textes législatifs :
Loi n° 05-12 du 28 Joumada Ethania 1426, correspondant au 4 aolt 2005 ;
L’eau.
+ Article 111 : Pour l'application de la présente loi :
Eau destinée a la consommation humaine pour :
e Boissons et usage domestique.
e Fabrication de boissons gazeuses et de glaces.
e Préparation de tous les emballages alimentaires et stockage
Aliments.
+ Article 69 : Protection des ressources en eaux souterraines et de surface
Soumis au contrdle de leurs propriétés physiques,
Chimique, biologique, bacteriologique.
Conditions d'échantillonnage et

L'analyse des échantillons est précisée par réglement.

L’ Algérie s’est basée sur les normes internationales, pour établir ses propres normes, ont
peut dire que ¢’est une combinaison de normes existantes sur le plan international (Ghettas,
B., 2011).

11
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Tableau I : Normes physico-chimiques et organoleptiques (OMS, 2006 ; UE, 1998 ; Journal
Officiel de la République Francaise [JORF], 2007 ; ministre des ressources en eau algérienne

2011)
GROUPE DE | Parametres Unités Normes Normes oms Normes UE
PARAMETR algérienn | francaises
E es
Parametres PH Unité pH >6.5et< 26,5et<9 |>6.5et<9.5(>6.5et<9.5
physico- 9.5
chimiques en | Conductivité | pS/cm a 20°C 2800 > 180 et <1000 |Pas de norme 2500
relation avec | Température °C 25 25 Acceptable 25
la structure Dureté mg/l 200 Pas de norme 200 Pas de norme
naturelle des | Ajcalinité mg/l 500 Pas de norme
eaux Calcium mg/l 200 Pas de norme 100 Pas de norme
Chlorures mg/l 500 0.0005 250 250
Potassium mg/l 12 Pas de norme 12 Pas de norme
Résidu sec mg/l 1500 Pas de norme [Pas de norme |Pas de norme
Sodium mg/Il 200 200 20 200
Sulfates mg/l 400 250 500 250
Parameétres o Couleur mg/l Platine 15 15 Pas de norme | Acceptable
rganoleptique Turbidité NTU 5 0.5 5 Acceptable
S Odeur 12°C | Taux dilution 4 Acceptable | Acceptable | Acceptable
Saveur 25°C | Taux dilution 4 Acceptable | Acceptable | Acceptable
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Tableau Il : Normes chimiques (OMS, 2006 ; UE, 1998 ; Journal Officiel de la République
Francaise [JORF], 2007 ; ministre des ressources en eau algerienne 2011).

parameétres | Parameétres Unités Normes Normes Normes OMS | Normes UE
algérienn francaises
es
Aluminium mg/I 0,2 0.2 0.2 0.2
X Ammonium mg/l 0,5 0.1 0.5 0.5

Parametres ["gyrg mg/ 1 1 0.5 1

chimiques Fer total mg/I 0,3 0.2 Pas de norme 0.2
Fluorures mg/l 15 1.5 1.5 1.5
Manganeése ug/l 50 50 40 50
Nitrates mg/I 50 50 50 50
Nitrites mg/l 0,2 0.5 0.2 0.5
Antimoine ug/l 20 5 20 5
Argent ng/l 100 Pas de norme 50 Pas de norme
Arsenic ug/l 10 10 10 10
Cadmium ug/l 3 5 3 5
Chrome total ng/l 50 50 50 50
Cuivre mg/l 2 2 2 2
Cyanure ug/l 70 50 70 50
Mercure ug/l 6 1 6 1
Plomb ug/l 10 10 10 10
Sélénium ug/l 10 Pas de norme 10 10
Zinc mg/l 5 5 3 Pas de norme
Hydrocarbures ug/l 0,2 0.1 0.1 0.0001
polycycliques
aromatiques
(H.P.A) totaux
Pesticides ug/l 0,5 0.5 0.1 Pas de norme
(Totaux)
Trihalométhane ng/l 0.00001 100 0.004 0.01
s (THM)
Magnésium ug/l 150 Pas de norme 50 50
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Tableau I11 : Normes microbiologiques (OMS, 2006 ; UE, 1998 ; Journal Officiel de la
République Francaise [JORF], 2003 ; ministre des ressources en eau algerienne 2011)

Groupe de Parameétres Unités Normes Normes Normes Normes UE
parametres algériennes [francaises [OMS
Parametres Escherichia nb /100ml 0 0 0 0
microbiologiques | Coli
Entérocoques nb /100ml 0 0 Non 0
mentionnées
Bactéries nb/20ml 0 0 0 0
sulfitoréductices
y compris les
spores
Coliformes nb /200ml 0 Non 0 Non
totaux et fécaux mentionnées mentionnées
Pseudomonas nb /100ml 0 Non 0 Non
aeruginosa mentionnées mentionnées
Spores et | nb/20ml Non Non 0
bactéries mentionnées [mentionnées
Chlostriduim nb /200ml Non Non 0 Non
sulfito- mentionnées [mentionnées mentionnées
réducteurs
Streptocoques | nb /100ml Non Non 0 Non
fécaux mentionnées mentionnées mentionnées

IV. Parameétres de qualité :

IV.1. Paramétres microbiologiques :

1IVV.1.1. Coliformes :

Sont des bactéries qui, a la température spécifiée, c'est-a-dire. 30°c, 35°c ou 37°c.

Provoquent la fermentation du lactose avec production de gaz, et la formation des colonies

caractéristiques en gélose lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre. (Bernard J,

2000).

14



Bibliographie

1VV.1.1.1. Coliformes totaux :

Sont utilisés depuis longtemps comme indicateurs de la qualité microbienne de I’eau
parce qu’ils peuvent tre indirectement associés a une pollution d’origine fécale. Les CT sont
définis comme étant des bactéries en forme de batonnet, aérobies ou anaérobies facultatives,
possédant I’enzyme B-galactosidase permettant 1’hydrolyse du lactose a 35 °C afin de
produire des colonies rouges avec reflet métallique sur un milieu gélosé approprié (Benajiba
etal ., 2013).

1VV.1.1.2. Coliformes fécaux :

Les CF (ou coliformes thermo tolérants), sont un des coliformes totaux capables de
fermenter le lactose a une température de 44,5 °C. La bactérie E. coli représente toutefois 80 a
90 % des Coliformes fécaux détectés. Bien que la présence de ces bactéries témoigne
habituellement d’une contamination d’origine fécale, plusieurs coliformes fécaux ne sont pas
d’origine fécale (Groupe Scientifique sur I’eau, 2003).L’intérét de la détection de ces
coliformes, a titre d’organismes indicateurs, réside dans le fait que leur survie dans
I’environnement est généralement équivalente a celle des bactéries pathogeénes et que leur
densité est généralement proportionnelle au degré de pollution produite par les matiéres
fécales. Par ailleurs, les coliformes fécaux permettent de détecter une contamination fécale
découlant (Benajiba et al ., 2013 ).

e FEsherishia coli

E. coli fait partie de la flore normale des mammiferes et a été proposé comme
indicateur primaire de I'eau potable dans les années 1890 (Prescott et Winslow,
1915).Puisqu’elle est considérée comme étant le meilleur indicateur d'une contamination
récente du milieu aquatique par du matériel fécal, On croyait a I'époque que la plupart des
événements de contamination de I'eau potable étaient d'origine fécale et, par conséquent, la
méthode des coliformes totaux a détecté une forte proportion d'E. coli, impliquant directement
une menace pour la santé publique. Malheureusement, s'il était vrai que la plupart des

coliformes totaux étaient des E. coli au début des annees 1900, ce n'est plus vrai aujourd'hui.
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Grace a la mise en ceuvre de techniques modernes de construction et d'ingénierie, la grande
majorité des échantillons positifs pour les coliformes totaux provenant des réseaux de
distribution ne contiennent pas d'E. coli, n'est plus valable (Edberg et al ., 2000).Certaines
souches d'E. coli et de certaines bactéries pathogénes opportunistes peuvent causer de graves

maladies chez les patients débilités (Benajiba et al ., 2013).

1VV.1.2. Pseudomonas :

Sont des bacilles a Gram négatif non fermentant (BGNnF), aérobie stricte, il se
développe plus facilement dans un environnement humide. Le Pseudomonas est un germe
opportuniste pathogéne a I’origine d’infections nosocomiales graves, dont I’extréme virulence
va s’exprimer en présence de conditions idéales offertes par les centres de brilés et leurs
patients immunodéprimés soumis aux techniques invasives. Trés résistant a de nombreux
antibiotiques. Il possede également la capacité d’acquérir trés rapidement d’autres résistances
soit par mécanisme enzymatique (protéases, bétalactamases a spectre élargi [BLSE], type
céphalosporines, imipenemes) soit par mécanisme non enzymatique (imperméabilité)
(Chaibdra et al., 2008 ). Selon Chaibdraa et al (2008), Dans ces infections nosocomiales,
Pseudomonas aeruginosa est le sous-groupe le plus fréequemment isolé, auquel il faut jouer

ajouter que 90% des Pseudomonas sp. Isolés sont en fait des Pseudomonas aeruginosa.

IV.1.3. Entérocoques :

Les entérocoques appartiennent au genre bactérien Enterococcus. Ce sont des bactéries Gram
positif, de forme sphérique, se présentant seules, en paires ou en chainettes. Les entérocoques
sont présents naturellement dans les intestins des humains et d’une gamme d’animaux, dont
les mammiferes, les oiseaux, les reptiles et les insectes. Les excréments humains et animaux
constituent un habitat pour pratiquement toutes les espéces d’entérocoques (Byappanahalli et
coll ., 2012). Des entérocoques ont aussi eté détectés dans des milieux environnementaux
divers (Staley, 2014).

La classification des entérocoques a évolué au cours des années. Ces bactéries ont
d’abord été considérées comme une division du genre Streptococcus. Les entérocoques ont

aussi porté le nom de streptocoques fécaux, car ils ont été découverts dans des intestins
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d’animaux. L’élaboration de méthodes moléculaires a mené a la création d’un nouveau

genre, Enterococcus, en 1984 (Fisher et Phillips, 2009).

IV.2. Parameétres physico-chimiques et organoleptiques :

L'eau destinée a la consommation humaine doit étre conforme a la réglementation

générale. Toutes les mesures appropriées pour maintenir I'hygiéne et la santé humaine.

IV.2.1. Parameétres organoleptiques :

*— Couleur :

L'eau potable ne doit pas présenter une couleur. En général, elle est due a la présence de
substances colorantes, qui consistent principalement en :
e Présence naturelle de minéraux, notamment de fer et de manganeése.
e Eutrophisation (croissance excessive d'algues et de plancton) et
Décomposition végetale.
e Industrie chimique (teinture et industrie textile).
La couleur de l'eau est indésirable car elle souléve toujours des questions sur ses
propriétés.

Pour le rendre plus facile a boire, il faut le retirer (Dégremont, 1989).

4+ Odeur :

Une eau destinée a I’alimentation doit €tre inodore. La présence d’une odeur est un
Signe de pollution ou de la présence de la matiére organique en décomposition.
(Roder, 2005).

4+ Go(t et saveur :

Une saveur peut étre définie comme un ensemble de godts, d'odeurs et de go(ts.
Sensibilités chimiques courantes ressenties lorsque des liquides sont dans la bouche.
Le got peut étre défini comme un ensemble de sensations pergues suite a :

Stimulation des papilles gustatives par certaines substances solubles (Rodier, 2005).
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IV.2.2. Parameétres physiques :

+ Température :

La température de I'eau potable doit étre basse en été et élevée en hiver a la température
de I’air. Pour que l'eau se désaltere, sa température doit étre comprise entre 8°C et 15 °C
(Rodier, 1984).

Elle agit aussi comme un facteur physiologique influencant sur le métabolisme de

croissance des micro-organismes vivant dans I’eau (Rodier et al 1996).

+ Potentiel d’hydrogéne (pH) :
Le pH de I’eau est une mesure de la concentration en ions hydrogéne (H+).En fait,
I'échelle de pH va de O (tres acide) a 14 (tres alcalin) ; la valeur médiane "7" correspond a une
solution neutre & 25°C. Le pH n’a pas de signification hygiénique, mais il présente une notion

tres importante pour la détermination de ’agressivité de 1’eau (Rodier, 1984).
Le pH d’une eau potable comprise entre > 6.5 et < 9.5 (JORAD,2011 ;OMS, 2006).

+ Conductivité :

La conductivité électrique est la capacité a conduire le courant électrique entre deux
électrodes .elle dépend de la présence des ions et de leur concentration relative, ainsi que de la
température a laquelle s’opére la mesure.

Les mesures de conductivité peuvent donc faire des declarations sur la quantité de sel
dissous dans I'eau (Zeghoud, 2014).Le tableau IV représente la relation entre la conductivité

et la minéralisation.

Tableau IV : Relation entre la conductivité et la minéralisation (Rejsek, 2002).

Conductivité (uS/cm) Minéralisation
C>100 Tres faible
100<C<200 Faible
200<C<333 Moyenne
333<C<666 Moyenne accentuée
C>1000 Elevée
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+ Turbidité :
La turbidité a pour origine la présence de matiere en suspension (MES) qui donne un
aspect trouble a I’eau. Autrement dit, ¢’est la réduction de la transparence d’un liquide due a

la présence de matiéres non dissoutes (Rodier et al., 2009).

Pour la sécurité du consommateur, I’eau destinée a la consommation doit présenter une

turbidité inférieure a 5 NTU selon (JORAD, 2011 ;OMS, 2006).

Les classes de turbidité usuelles sont représentées dans le tableau V.

Tableau V : Les classes de turbidité de I’eau (Rodier et al., 2009).

NTU<5 Eau claire
5<NTU<30 Eau Iégerement trouble
NTU>50 Eau trouble

IVV.2.3. Paramétres Chimiques :
«» Minéralisation Globale :

La minéralisation de la plupart des eaux est dominée par huit ions appelés couramment
les ions majeurs. On distingue les cations calcium, magnésium, sodium, potassium, les anions

chlorures, sulfates, nitrates et bicarbonates (Rodier et al., 2009).
IVV.2.3.1.Cations :
+ Calcium (Ca2+) :

Il provient principalement de la dissolution des calcaires et des marnes. Sa présence en
grande quantité peut étre aussi due a la dissolution du gypse. La dissolution ou la précipitation

du calcaire depend de la teneur en CO2 et du pH.
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Les eaux potables de bonne qualité renferment 100 a 140 mg/l de Ca2+ (Saidi, 2014),
inférieure a 200 mg/l selon la norme algérienne et inférieure a 100 mg/l selon la norme OMS
(JORAD, 2011 ; OMS, 2006).

+ Magnésium (Mg2+) :
Constitue 1’élément significatif de la dureté de I’cau avec les ions de calcium, ¢’est I’un

des éléments les plus répondus dans la nature (Rodier et al., 2009).

D'une part, il peut avoir des origines dérivées de la dissolution des roches (Dolomite,
magnésite, basalte, argile) et d’autre part origine industrielle. Le Magnésium en exces dans

I’eau (supérieure a 100mg/l) donne une saveur désagréable a I’eau (kammer, 1984).

+ Sodium (Na+) :

Le sodium est I'élément alcalin présent dans les sels sous forme d'ion Na+. C’est un
composant de l'eau, mais sa teneur peut varier considérablement d’une méthode générale. I
est tres soluble dans I'eau et se produit & des concentrations assez faibles dans I'eau brute. Le
dépassement de la teneur affectera la qualité organoleptique de I'eau lorsqu’il dépasse200
mg/l (Si Abderrahmane, 2016).

+ Potassium (K+) :

Le potassium est rarement présent dans I'eau il est donc moins abondant que le sodium, A
des concentrations supérieures a 20 mg/I. 1l n'y a pas d'inconvénients particuliers, mais “°K est
I'une des sources radioactives dans I'eau. Les eaux potables de bonne qualité renferment 12
mg/l de K+ selon la norme algérienne et la norme OMS (JORAD, 2011 ;OMS, 2006).

IV.2.3.2.Les Anions :
+ Chlorures (CI") :

Les chlorures sont naturellement présents dans les eaux. Leur origine est essentiellement
géologique (argile, marnes, et calcaire dolomitiques), Elle ils peuvent issu également d’une

pollution organique par les pesticides Organochlorés, détergents, épaves et eaux usees
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industrielles. Dans les eaux de surfaces il est présent en faible concentration, alors que dans
les eaux souterraines, il peut également atteindre quelques grammes par litre au contact avec

certaines formations géologiques (Lapegue et Ribstein, 2006).

Les directives de 1’Union Européenne et de I’O.M.S précisent qu’au-dela d’une
concentration de 250 mg/l de chlorure (Cl"), des risques peuvent s’apercevoir sur le plan
sanitaire (JORF, 2007 : OMS, 2006), alors que selon la normes algérienne (JORAD,2011),

Il affecte la qualité physico-chimique de I’eau lorsque la teneur dépasse 500mg/I

+ Les sulfates (SO4 2-):

Ils proviennent des argiles, des marnes, des matieres d’origine animale (matieres
fécales) et des détergents. Les sulfates participent au métabolisme des bactéries sulfito-
réductrices contenus dans 1’eau qui transforment le sulfates en sulfures avec dégagement de

gaz sulfureux créant des perturbateurs environnementales (Mizi, 2006).

La limite supérieure admise dans I’eau potable est 400 mg/l selon la norme algérienne
(JORAD, 2011), 500mg/l selon la norme OMS (OMS, 2006), et 250mg/l selon la norme de
I’Union européenne (UE, 1998).

IV.2.4. Parameétres de toxicité et de pollution :

La pollution des eaux peut avoir de multiple origines (Kherifi, 2016).La présence de
composants toxiques dans l'eau est nocive pour la santé lorsque la consommation est
réguliére. Les toxines sont composées de micropolluants inorganiques (métaux lourds)

On distingue :

+ Arsenic (As) : Tous les composés d'arsenic comportent des risques de toxicité

Humains, mais ceux-ci varient en solubilité dans I'eau (Potelon, 1998).

+ Cadmium (Cd) : Le cadmium est un élément toxique méme en petite quantité. Peut

causer les cancers des voies respiratoires, notamment du poumon (Potelon, 1998).

+ Plomb (Pb) : Eaux de surface atteindre des concentrations de 600 ug/litre. S'enléve

facilement avec les traitements conventionnels (Potelon, 1998).
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+ Ammonium (NH4 +) :L’ammonium est la forme d'azote la plus toxique. Sa présence
dans l'eau y est également associée aux rejets urbains et industriels ou des formes

d'azote (nitrites et nitrates). conditions sont réduites. (PourriotetMeybek 1995).

+ Nitrites (NO2 -) : le Nitrite s’est considéré comme un élément toxique et est la forme
la plus instable du cycle de I'azote. Cela est di a la réduction de I'ammonium NH4+,
Son origine est liée aux déchets agricoles, municipaux et industriels (Aouissi et
Houhamdi, 2014).

+ Nitrates (NO3 -) : Le nitrate est I'état d'oxydation final de I'azote organique. lls sont
Abondants dans le sol, les plantes et la plupart des plans d'eau. soluble. Ils se
produisent naturellement dans les eaux souterraines et les eaux de surface. sans ¢a
Approvisionnées artificiellement, les eaux de surface contiennent moins de 10 ug/l de
nitrate (Lepertier, 2005).

+ Phosphate (PO4 3- ): Les ions nitrites (NO2-) sont un stade intermédiaire entre
'ammonium (NH4+) et les ions nitrate (NO3-). Les bactéries nitrifiantes
(nitrosomonas) transforment I'ammonium en nitrites. Ce processus, qui nécessite une
forte consommation d'oxygene, est la nitration. Le nitrite se forme lors de la réduction
bactérienne du nitrate appelée dénitrification. La toxicité augmente avec la
température (Rodier, 2005).

+ phosphore (P4): Une eau riche en phosphore favorise le développement du
phytoplancton (eutrophisation), entrainant le dépdt de matiére organique dans la
nappe. Il confére également a I'eau un goQt et une odeur désagréables (Degremont,
2005).
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I. Lieu de stage :

Notre travail s’est étalé sur les mois de mai, juin et juillet. Les analyses bactériologiques
et physico-chimiques ont été effectuees au sein du laboratoire centrale de SEAAL —Kouba de
la wilaya d’ Alger ainsi qu’au niveau du laboratoire de microbiologie de I’ADE-Chiffa (Blida).

+ Description de la région d’étude :

La figure n° 10, ci-dessous présente la localisation géographique des sources en question.
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Figure n°10 : Localisation géographique des sites de 1’échantillonnage des eaux de sources
(Google Maps, 2022).
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1. Matériel :
Le matériel utilisé dans notre étude est représenté par 1’appareillage, la verrerie, les
additifs, les réactifs et les milieux de cultures habituellement trouvés dans un laboratoire

d’analyses physico-chimiques et microbiologiques (Annexe n°4).

1. Méthodes :
I11.1.Méthode d’échantillonnage :

Nous avons effectué au total dix prélevements pour les analyses physico-chimique et
bactériologique des eaux répartis comme suit : deux prélevements donc seize échantillons
pour les analyses physico-chimiques et huit prélevements donc soixante-quatre échantillons

pour les analyses bactériologiques.

Le mode de prélevement varie selon 1’origine de 1’eau ainsi que la nature de I’analyse
effectuée analyses physico-chimiques ou bactériologique (Rodier et al., 2009; Rejsec et al .,
2002) .

I11.1.1. Méthode de prélévement de I’eau destinée a I’analyse physico-chimique :
Le prélevement des échantillons conformément a norme [ISO 5667-1] pour les analyses
physicochimiques, est d’une grande importance puisque les résultats refletent directement les

caracteristiques physico-chimiques de 1’eau prélevée.

Les échantillons d’eau destinés aux analyses physico-chimiques ont été prélevés dans des
flacons en plastique d’une capacité de 1.5 litres. Au moment du prélevement, les flacons ont
¢té rincés trois fois avec 1’eau a prélever. Les échantillons ont ét¢ acheminés au laboratoire,

ou ils ont fait I’objet de suivi des paramétres physico-chimiques (Bernard et al., 2009).

111.1.2. Méthode de prélevements de I’eau destinée a I’analyse bactériologique :

Les échantillons pour analyse bactériologique ont été préleveés, apres avoir flambé le point
de puisage, dans des flacons en verre de 250 ml de capacité, pré-stérilisés dans un autoclave a
120°C pendant 20 minutes. Ces flacons contiennent du thiosulfate de sodium qui a pour role

de neutraliser le chlore (Rodier et al., 2005).

+ Protocole de prélévement :
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Pour le prélévement des échantillons d’eau destinés a une analyse bactériologique il faut :

» flamber le point d’échantillonnage et laisser couler I’eau pendant une a deux minutes
sous la protection de la flamme avant de prélever ;

» ouvrir et introduire le flacon pour commencer le prélévement ;

» remplir le flacon presque totalement (laisser un espace d’air) et remettre le bouchon ;

» étiqueter le flacon en mentionnant le nom de la source, la date et I’heure de

prélevement.

Figure n°11 : Etapes de préléevement (photo originale).

4+ Transport et stockage des échantillons :

La norme NF T 90-420 de février 1987 indique que les échantillons doivent étre
maintenus a une température comprise entre 1 et 4°C des leur prélevement, L’analyse
bactériologique a commencé des 1’arrivé au laboratoire dans un délai ne dépassant pas les 24
heures suivant le prélévement des échantillons dans des glaciéres (isothermes).

IV. Analyses bactériologiques :

IV.1. Méthode de dénombrement par filtration sur membranes :
4 Principe :

Cette technique consiste a filtrer 1’cau sur des membranes de porosité 0.45um qui
retiennent les microorganismes recherchés. Ces derniéres sont montées dans un appareil a

filtration (une rampe de filtration) d’eau brute ou diluée. Les membranes sont ensuit
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appliquées sur des milieux de culture coulés en boites Pétri. Aprés incubation, les colonies
développées seront dénombrées et éventuellement prélevées pour étre confirmées et/ou
étudiées.

Cette technique nécessite une préparation au prealable, qui se déroule selon les étapes
suivantes :

» Tout d’abord, il faudrait stériliser 1’entonnoir en acier inoxydable ainsi que la base
poreuse a 1’aide du bec bunsen.

> Les refroidir tout de suite apres, avec ’eau distillée ou avec I’ecau a analyser si on
dispose d’une quantité suffisante.

» Mettre en place a I’aide d’une pince a bouts arrondis stérile de facon aseptique une
membrane d’une porosité nominale de 0.45um.

> Déposer ensuite aseptiquement 100 ml de I’eau a analyser devant le bec bunsen

» Actionner ensuite la pompe a vide.

» Retirer I’entonnoir puis transférer immédiatement la membrane a 1’aide d’une pince
stérile, en surface ou en profondeur de la boite Pétri selon le germe qu’on veut rechercher
(Rejski., 2002 ; CFMET., 2012).

Figure n°12 : La rampe de filtration (originale).

IV.1.1. Recherche et dénombrement des Pseudomonas : [ISO 16266:2006]

<+ Principe :
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L'identification des souches de P. aeruginosa est facilitée par la production trés
fréguente d’une molécule aromatique (0-aminoacétophénone) ayant une odeur caractéristique

d'acacia, et de pigments, la pyocyanine (bleu) spécifique de l'espéce.
+ Milieu d’isolement :
e Gélose au cétrimide
+ Meéthode :

- Filtrer 100 ml de 1’échantillon a analyser sur une membrane filtrante.

- Placer la membrane filtrante sur la gélose au cétrimide en veillant a ce qu’il n’y ait pas d’air

en dessous, retourner la boite de Pétri.
-Incuber a (36 + 2) °C pendant (21+ 3) heures.
4+ Lecture :

L'obtention de colonies présentant une pigmentation caractéristique bleue ou bleu-vert et

une fluorescence sous ultraviolets a (360 + 20) n’oriente vers Pseudomonas aeruginosa.

IV.1.2. Recherche et dénombrement des entérocoques intestinaux :

Reconnus depuis le début du siecle comme ayant une origine fécale, les entérocoques
(autrefois confondus avec les streptocoques fécaux) sont couramment recherchés dans les
analyses des eaux et de produits alimentaires. Leur détection peut en effet signaler la présence
d'organismes entéro-pathogénes. Bien qu'ils soient quasiment omniprésents, leur « niche
d'élection » est la sphére intestinale. Rejetés dans I'environnement avec les féces humaines ou
les déjections animales, ils sont alors disséminés dans diverses niches occasionnelles
(Flahaut et al., 1997).

+ Milieu d’isolement :
Gélose de Slanetz et Bartley+ additif TTC 1%

+ Milieu de confirmation :
Gélose B.E.A

+ Préparation des milieux de culture :
-Utiliser un bain marie a une température de 100° C.

-Faire fondre le flacon de 250 ml contenant la gélose stérile de Slanetz et Bartley.
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-Refroidir & une température de 50°C.
-Rajouter le T.T.C 1%.
-Couler la gélose contenant le T.T.C dans les boites de Pétri et laisser solidifier.

4+ Méthode :

o Filtrer 100 ml de I’échantillon a analyser sur une membrane filtrante.

o Retirer la membrane de son support a I’aide de la pince préalablement passée a la
flamme et la placer a I’endroit sur le milieu Slanetz et Bartley(T.T.C.), en s’assurant
que des bulles d’air ne soient pas emprisonnées sous la membrane.

o Incuber les boites Pétri a ’envers, a 36 °C + 2 °C pendant 44heures +4 heures.

+ Lecture:

Examiner les membranes et considérer comme Entérocoques fécaux présumés toutes les
colonies qui, quelle que soit leur taille, présentent une coloration rouge, marron ou rose, soit a

leur centre, soit a leur périphérie.

<+ Confirmation :
-A I’aide d’une pince stérile, transférer le filtre sur la gélose Bile Esculine.
-Incuber le milieu a 44°C + 0,5°C pendant 2 heures.

+ Calcul du résultat :

Dénombrement des colonies rouges foncées entourées d’un halo noir figure n°9. La

mesure est & exprimer en UFC pour 100 ml d’eau (Rodier, 2009).

Figure n°13 : Les entérocoques sur milieu BEA pendant 2h.
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1V.1.3. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux :

Les coliformes totaux ont servi d'indicateur de contamination des eaux de boisson
depuis le début des années 1900 et sont fréquemment utilisés pour analyser les effluents
d’eaux usées. Cependant, de nouvelles études ont montré que les coliformes totaux ne sont
pas utiles en tant qu’indicateur de contamination fécale de I'eau de boisson, et qu'ils ne

permettent pas de tirer de conclusions en termes sanitaires ou de santé publique (OMS, 2011).

IV.1.3.1. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux sur gélose lactosée
au Tergitol et au T.T.C : [ISO/TC147/SCA4].

+ Milieu d’isolement :
- Gélose Tergitol base avec les additifs Tergitol 7 et TTC Tergitol.

La composition ainsi que le mode de préparation du milieu sont mentionnés dans 1’annexe
n°l

+ Milieu de confirmation et d’identification :
- TSA (Gelose tryptonée au soja)
- Bouillon tryptophane exempte d‘indole
Réactif de confirmation
- Réactif de I’oxydase.
- Réactif Kovacs.
+ Maéthode :

- Filtrer 200 ml de I’échantillon a analyser sur une membrane de filtration.

- Déposer la membrane sur le milieu sélectif (gélose lactosée au Tergitol et au T.T.C.) en

prétant attention a ne pas piéger de bulles d’air.
-Incubation & 36 + 2 °C pendant 24 h, le couvercle vers le bas.
+ Lecture:

Examiner les membranes et considérer comme positives toutes les colonies petites,
lisses 1égérement bombées a contours réguliers et pigmentés en jaune orangé ou en jaune
(lactose positives). (El Allaoui et al., 2016).
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4+ Confirmation :

-Repiquer de fagon aléatoire a des fins de confirmation basée sur le test a I’oxydase d’une part

et la production d’indole d’autre part.
» Test al’oxydase :

-Pour les besoins de ce test, effectuer tout d’abord un repiquage sur gélose TSA pour
différencier les E. coli des coliformes totaux, a incuber a 36 + 2°C pendant 21 + 2 heures,

puis effectuer le test de la fagon suivantes :

-Imbiber un disque d’oxydase avec une goutte d’eau distillée stérile puis déposer une colonie

caractéristique.

-La réaction positive est immédiate et se traduit par un virage au bleu violet foncé

> Test a ’indole :

Pour cela, transférer les colonies caractéristiques dans un tube contenant 3 ml de
bouillon tryptophane exempte d’indole. Bien triturer la colonie dans le milieu puis incuber ce
dernier & 44 £+ 0,5°C pendant 21 £ 3 heures puis rechercher la production d’indole en ajoutant

2 a 3 gouttes du réactif de Kovacs.

La présence d’une coloration rouge a la surface du bouillon traduit la production d’indole

a partir du tryptophane présent dans le milieu (AHPA, 1995).

4 Identification :

Est considérée comme bactérie coliforme, toute colonie caractéristique (jaune),

dépourvue de I’enzyme oxydase et non productrice d’indole.

Est considéré comme bactérie Escherichia coli, toute colonie caractéristique (rouge),

dépourvue de I’enzyme oxydase, mais productrice d’indole a 44°C.
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<4 Calcul du résultat :

Calculer ensuite le nombre de bactéries coliformes lactose positives a part, celle des

Escherichia coli a part ; le résultat final sera exprimé selon 1’équation mathématique suivante

Ou:
b : Nombre de colonies caractéristiques présumées dans la boite.
A : Nombre de colonies repiquées.

C : Nombre total de colonies trouvées dans la boite.

Colonies
coliformes
caractéristique

Figure n°14 : Aspects des colonies coliformes sur gélose Tergitol (originale).

1V.1.3.2. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux sur gélose

chromogéne CCA :
+ Principe :

La présence simultanée de deux substrats chromogénes permet la détection des deux activités

enzymatiques spécifiques : la B-galactosidase et la B-glucuronidase.
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Les bactéries appartenant au groupe des coliformes se distinguent par la production d’une -
galactosidase (B-gal). Cette enzyme reagit avec le mélange chromogéne pour former un

précipité de couleur rose a rouge.

Toutes les souches d’Escherichia coli possedent une B-galactosidase et 94 a 97% d’entre
elles possédent également une B-glucuronidase (GUD). La présence de cette enzyme est

révélée par I’apparition d’un composé bleue.

L’action simultanée des deux enzymes fait apparaitre les colonies d’Escherichia coli en Bleu

foncé a violet (Haines et al., 1993)..

4+ Meéthode :

- Filtrer 100 ml de 1’échantillon a analyser sur une membrane defiltration.

- Placer la membrane sur la gélose chromogene pour bactéries coliformes (CCA) en veillant a

ce qu’il n’y ait pas d’air en dessous puis retourner la boite Pétri.
-Incuber a (36 + 2) °C pendant (21+ 3) heures.

+ Lecture:
Dénombrer séparément :
e Les Escherichia coli = bleu foncé a violette.
e Les coliformes non Escherichia coli = rose a rouge(Guarini et Vanhems, 2016).
+ Teste de confirmation :

Selon la norme [ISO 9308-1], les coliformes doivent étre confirmés par I'obtention d'un
résultat négatif du test oxydase. Réaliser de préférence cet essai sur la totalité ou sur au moins
10 colonies de couleur rose.
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+ Expression des résultats :

A partir du nombre de colonies confirmées dénombrées sur la membrane filtrante, calculer le

nombre d’E.coli et de bactéries coliformes présentes dans 100 ml de 1’échantillon.

Le dénombrement des bactéries coliformes est la somme de toutes les colonies négatives a

I’oxydase de couleur rose a rouge et de toutes les colonies de couleur bleu foncé a violet, les

E.coli.

Coliformes = .
E. coli

Figure n°15 : Coliformes sur gélose chromogéne (originale).
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Procédure 1ISO 9308-1 Procédure 1SO 9308-1
(2000) (2014)
Version antérieure Nouvelle version
| '
Filtration de 100ml d’eau Filtration de 100ml d’eau
Filtre de 0.45um Filtre de 0.45um
Gélose lactose TTC Gélose coliformes
avec Tergitol 7 chromocult
21 +/-3h a 36 +/- 2C° 21 +/-3h a 36 +/-
Si développement de Coliformes E.coli
couleur jaune dans le ) )
milieu Colonies rose Colonies bleu
vinlette

Sous culture Sous culture Confirmation E coli
sur gélose TSA au bouillon de par oxydase

tryptophane Confirmée

21 +/-3ha 36
+/- 2C° 21+/-3ha36

) }

Non )

Coliformes - -

- +

Figure n° 16 : Schéma résume la version antérieure et la nouvelle version de la méthode
filtration des eaux sur membrane
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V. Analyses physicochimiques :

En plus les parametres microbiologiques des eaux de sources, la Iégislation algérienne impose

des critéres applicables aux examens physico-chimiques a I’émergence (JURA N°27,2006).
V.1. pH : (NF T90-008).

La détermination électrométrique du pH s’effectue par mesure de la différence de potentiel
entre une électrode en verre et une électrode de référent (calomel-KCI saturé) pour mesurer le
pH on plongeant 1’électrode dans environ 100ml de 1’échantillon puis on laisse le pH-métres

stabilise pendant quelque secondes, et en fin, on détermine la valeur pH.
V.2. Température :

Il est importent de connaitre la tempeérature des eaux. Car elle permet de corriger les autres
paramétres d’analyse. La température doit étre mesurée in situ. Pour avoir une idée globale
sur I’environnement. Ceci consiste a plonger la sonde du thermometre dans I’échantillon, on

attend que la valeur se stabilise, et on note la valeur mesurée donnée en °C.
V.3. Conductivité électrique : (NF T90-031).

L'analyse s'effectuée sur un prélevement d'eau dont le volume doit étre suffisant pour plonger
la sonde de conductivité. La sonde doit étre rincée plusieurs fois avec de I’eau distillée. Taper
legerement la sonde sur le fond du bécher et I’agiter afin de vérifier que des bulles d'air ne se
sont pas formé a l'intérieur. Il suffit d’environ quelques minutes pour que le capteur atteigne
I'équilibre thermique avec la solution au cas ou la température de la sonde serait totalement
différente de celle de la solution. Les résultats sont exprimés directement en (uS/cm) (Rejsk,
2002).

V.4. Turbidité : (NF T90-033).

La turbidité est un indice de la présence de particules en suspension dans l'eau. Elle est
déterminée a l'aide d'un néphéloémeétre. Cet appareil mesure la lumiére diffusée et la lumiére

transmise qui permet de détecter les matiéres non dissoutes.

Le mode opératoire consiste a remplir une cuvette de mesure propre et bien essuyer avec

I’échantillon a analyser bien homogénéiser et effectuer rapidement la mesure ; il est
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nécessaire de vérifier ’absence de bulles d’air avant la mesure. La turbidité se mesure en

unité néphelométrique de turbidité (NTU) suer une plage de mesure de 0 a 4000 NTU.

V.5. Méthode volumétrique ou titrage :
V.5.1. Dosage de la somme du calcium et magnésium :(1SO 6058 :1984)
+ Principe :

Titrage par complexométrie des ions calcium et magnésium avec une solution aqueuse de sel
disodique d’acide éthyléne-diamine tétra-acétique(EDTA) & un pH de 10. L’indicateur utilisé
est le noir ériochrome T, qui donne une couleur rose en présence des ions calcium et

magnésium. Lors du titrage avec ’EDTA la solution vire au bleu.
+ Mode opératoire :

On prend 100 ml d’eau & analyser dans une fiole de 250 ml. A 1’aide d’une pipette on ajoute 8
ml de la solution tampon et 3 gouttes de I’indicateur NET, la solution devient rouge
vineuse, on titre ensuit avec la solution d’EDTA goutte a goutte jusqu’a 1’apparition de la
couleur bleue.La dureté totale de 1’eau est exprimée en ° Francais (°F).Pour déterminer la

concentration en magnésium (Mg®*) exprimé en mg/I la relation suivante est utilisée :
[Mg2+] = TH- Tca?* x 24,3
Ou24,3 g/mol : la masse molaire atomique de magnésium.
V.5.2. Titre calcique (TCa*™) :(1SO 6058 : 1984)
+ Principe :

Titrage des ions calcium avec une solution aqueuse de I’EDTA a un pH compris entre 12
et 13 I’indicateur utilisé est le murexide, qui forme un complexe rose avec le calcium, lors
du titrage, ’EDTA réagit avec les ions calcium, 1’indicateur vire alors de la couleur rose a la

couleur violette.
+ Mode opératoire :

On prend 100ml de I’eau a analyser dans un bécher de 250mlonajoute4mldesolution

d’Hydroxyde de sodium NaOH a (2N), puis on ajoute 0.2 g de poudre de I’indicateur rouge
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Muréxide. On titre avec une solution EDTA (0.02N) goutte & goutte jusqu’au virage de

I’indicateur du rose au violet.

Les résultats sont exprimée en mg/l, est donnée par I’expression suivante :
[Ca2+] = TCa™ x 40,08

Ou:

40.08 g/mol : la masse molaire atomique de calcium.

-La concentration totale en ions calcium et magnésium (Ca™ + Mg™™), exprimée en °F, est

donnée par la formule :
TH=V,x2xXxFxF¢
Ou:
TH : dureté exprimée en °F.
V, : est le volume, en millilitres, d’échantillon dosé.
Fc : Facteur de correction.

F : facteur de dilution.

4 Le calcul du facteur de dilution :

Prendre 50 ml de la solution de référence calcium a 100 mg/l. S’en servir pour titrer la
solution d’EDTA en versant lentement ’EDTA jusqu’au virage au violet. Lorsque la

coloration violette est obtenue, noter le volume d’EDTA verseé.

Le facteur de correction Fcest égal a :

Volume versé

Fc =
¢ Volume théorique (12.5 ml)

Si 10,96 <F¢ < 1,04, alors la solution d’EDTA est utilisable pour le dosage.
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V.5.3. Dosage du sulfate (SO, : (NF T90-011).
+ Principe :

Les sulfates sont précipités en milieu chlorhydrique a 1’état de sulfate de baryum, les ions

sulfates sont précipités et dosés a 1’état de sulfate en milieu chlorhydrique de baryum suivant
+ laréaction :

BaCl, + SO,? €«———> BaS0,+ 2CI’

Le précipité ainsi obtenu est stabilisé a 1’aide d’une solution stabilisante, les suspensions

homogénes sont mesurées au spectrometre (Rodier., 1996).
+ Réactifs utilisés :
e Réactif (I) (solution stabilisante) :
-Acide chlorhydrique.
-Ethanol.
-Chlorure de sodium.
-Glyceérol.
-Eau distillée.
e Réactif (1) (Solution de chlorure de baryum) :
-Chlorure de baryum ;
-Acide chlorhydrique ;
-Eau distillée.
+ Mode opératoire :

Pour le témoin on introduit 100 ml d’E.D plus 5ml de la solution stabilisante et 2ml de
chlorure de baryum. Pour 1’échantillon, on prend 20ml d’eau a analyser puis compléter a
100ml E.D, on ajoute 5ml de la solution stabilisante et 2ml de chlorure de baryum. On Agite

énergiguement pendant 1minute.
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4+ Calcul du résultat :

La longueur d’onde utilisée lors de ’analyse au spectrométre est de 420 nm, les résultats sont

affichés en mg/litre de sulfate.

NB : mg/l SO42-=la valeur lue sur le spectrophotomeétre x la dilution.

V.5.4. Dosage d’Ortho-phosphore :( 1ISO N° 6878).
+ Principe :

En présence de milieu acide et de molybdate et orthophosphate d'ammonium Obtient des
complexes de phosphomolybdéne qui, lorsqu'ils sont réduits par des acides externes, donnent
une couleur bleue, sont sensibles a la détermination spectrophotométrique et certaines formes
organiques sont capables de shydrolyser lors de la formation de la couleur accélérée par

l'utilisation de catalyseurs, tartrate double d’antimoine et de potassium.
+ Réactifs utilisés
e Réactif (I):
- Acide Ascorbique 100g/I.
o Réactif (II):
- Acide sulfurique 9mol/I.
- Molybdated’ammonium13g + 100 ml d’E.D.

- Tartrate de potassium hémihydraté0.35g + 100 d’E.D.

+ Mode opératoire :

e On introduit 40 ml d’E.D dans une fiole de100 ml. On ajoutelml du Réactif let2 ml
du Réactif 1. On compléte le volume jusqu'a 100ml pour le témoin.

e Pour I’échantillon on ajouted40 ml d’eau a analyser 1ml de Reéactif let2 ml du
Réactif 1. On compléte le volume jusqu'a 100ml.

e La lecture est effectuée aprées 20 min a I’aide d’un spectrophotomeétre et a une

longueur d’onde de880nm.
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+ Expression des résultats :

Les résultats de 1’orthophosphore sont affichés directement dans le spectrophotométre en mg

[litre.

V.5.5. Dosage d’aluminium par kit LCK 301 :
+ Principe :

Le Chromazurol S forme avec I’aluminium en milieu tampon acétate légerement acide

une lague colorée verte.

+ Mode opératoire :

e Pipeter soigneusement2.0 mL de la solution A (aluminium).

e Pipeter soigneusement3.0 mL d'échantillon.

e Doser 1 cuillere rase du réactif B.

e Retourner la cuve plusieurs fois jusqu’a ce que le lyophilisat ne soit complétement
dissous.

e Attendez 25 minutes.

e Nettoyez soigneusement I'extérieur de la cuve zéro et de la cuve de I'échantillon.

e Insérer la cuve zéro dans le spectrometre.

e Sélectionner le test, appuyer sur ZERO.

e Retirer la cuve zéro.

e Insérer la cuve de I'échantillon dans le compartiment pour cuves.

e Appuyer sur MESURER.

+ Expression de résultat :

Les résultats sont affichés directement par le spectrométre en mg/l d’aluminium.

V.5.6. Dosage de NitratesNO;3" :

+ Principe :
En présence de salicylate de sodium, les nitrates donnent du paranitro-salicylate de

sodium, coloré en jaune et susceptibles d’un dosage colorimétrique.
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+ Réactifs :

a) Solution de Salicylate de Sodium a 0.5%.

b) Solution d’hydroxyde de Sodium a 30%.

c) Solution de tartrate double de sodium et de potassium.
d) Acide sulfurique (H,SO%) concentré.

e) Solution mére de nitrate a 1000 mg/I.

f) Solution fille étalon de nitrate 10 mg/I.

+ Mode opératoire :

e Introduire 10ml d’eau a analyser ;

e Ajouter 3 gouttes de la solution d’hydroxyde de Sodium a 30% (b).

e Ajouter 1 ml de solution de Salicylate de sodium a 0.5 % (a).

e Evaporer a sec au bain marie ou a I’étuve 75 - 88°C.

e Prendre le résidu avec 2 ml d’acide sulfurique concentré (d).

e Laisser reposer 10 minutes.

e Ajouter 15 ml d’eau distillée.

e Ajouter 15 ml de tartrate double de sodium et de potassium (c).

o Faire la lecture au spectrométre UV-Visible a la longueur d’onde 415 nm.

+ Mesures et calcul du résultat :
Les résultats sont affichés directement par le spectrométre UV-Visible en mg/l denitrates.

V.5.7. Dosage de Nitrites NO, : (ISO 6777).

+ Principe :
Reéaction des ions nitrites présents dans une prise d’essai, a pH 1.9, avec le réactif amino-
benzene sulfonamide en présence d’acide orthophosphorique pour former un sel diazoique qui
forme un complexe de coloration rose avec le dichlorhydrate de Wnaphtyl-1 Idiamino-1,2
éthane (ajouté avec le réactif amino- benzénesulfonamide). Mesure de I ’absorbance a 540

nm.
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+ Réactifs :
e Réactif coloré :
a) L’acide orthophosphorique a 15 mol/I.
b) amino-4benzéne sulfonamide.
c) L’eau distillée.

d) Dichlorhydrate de N-naphyl-1) diaminol.2 éthane.

e Solution étalon :
a) Nitrite de sodium séché a 105°C.
b) Eau distillée.

+ Mode opératoire :

e Prélever, a I’aide d’une pipette, le volume choisi de prise d’essai, I’introduire dans
une fiole jaugée de 50 ml et, si nécessaire, amener le volume a 2 ml avec de I’eau.

e Ajouter, a I’aide d’une pipette, 1ml du réactif coloré. Homogénéiser
immédiatement en faisant tourbillonner et compléter au volume avec de 1’eau.
Homogénéiser et laisser reposer. Le pH, a ce stade, doit étre de 1,9 +/- 0, I.

e Au moins 20 min apres ajout du réactif, mesurer | absorbance de la solution a la
longueur d’onde correspondant a I ‘absorbance maximale (environ 540 nm) dans

une cuve d’épaisseur appropriée, en utilisant I’eau comme liquide de référence.

NB 1 : Il est essentiel de toujours ajuster le volume a 2 ml pour assurer que le pH adéquat est
atteint (apres ajout du réactif) pour la réaction.

NB 2 : La longueur d’onde correspondant a I’absorbance maximale doit étre vérifiée chaque

fois que cette méthode est utilisée pour la premiére fois et doit étre adoptée pour les dosages.
+ Expression des résultats :

Le résultat peut étre exprimé en tant que concentration en masse d’azote, ou de nitrite, NOy
en milligrammes par litre ; ou en tant que concentration en quantité de matiére d’ion nitrite,

NO; en micromoles par litre.
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I. Paramétres Microbiologiques :
I.1. Résultats de la recherche des Pseudomonas aeruginosa:

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie répandue dans 1’environnement (Bernet et al.,
2009). La présence de cet organisme dans l'eau potable indique aussi une grave détérioration

de la qualité bactériologique.

Les résultats de la recherche des Pseudomonas montrent son absence dans tous les
échantillons d’eaux de sources prélevées. De ce fait nous pouvons conclure que les sources
étudiées respectent les limites fixées par la réglementation algérienne (JORADP n°39, 2017),
et a ceux de ’OMS (OMS, 2006) qui exigent son absence dans I’ecau de consommation

humaine.

1.2. Résultats de la recherche des Entérocoques :

Les résultats de la recherche des Entérocoques montrent une coloration brun foncé

diffuse dans le milieu confirme la présence d’entérocoques (Figure n°17).

Figure n°17 : Entérocoques apres confirmation sur gélose de BEA (originale).

Les donnees collectées sur le nombre les entérocoques isolés, ont été soumises a 1’analyse
de variance a un seul facteur (ANOVA) par un logiciel Excel 2016. Pour déterminer si la

fréquence des entérobacteéries différe selon les sources, le test a été utilisé au seuil de a = 0,05.
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Figure n°18 : Résultats des entérocoques des sources analysées

En n germes/100ml.

Selon le Tableau X1 présente dans I’annexe 7. L’analyse de variance a montré qu’il y a
une différence significative entre les sources étudiées avec (F=5,22) et (P=0.001), donc P<a
et F>1.

Nous remarquons que la source E possede un nombre des entérocoques tres élevées avec
une charge moyenne de 30.6 germes/ml, avec une contamination ponctuelle entre le 20 et 27
juin (présence d’animaux sauvages). Cependant que la source H est la moins chargée 4
germes/ml. Et donc selon la norme de ’OMS (2006) et la norme (JORAD 2017), concernant
I’eau potable ces eaux ne sont pas potables sur le plan microbiologique des eaux destinées a la
consommation humaine. Cependant sont acceptable selon les valeurs guides fixées des eaux
brutes (OPECST, 2003).

Ce indique que ces eaux sont témoigne d’une contamination fécale récente, qui serait
probablement di aux rejets des différentes secteurs de la région (fréquentation touristique des

sources ...).

46



Résultats Et Discussion

Les entérocoques sont responsables d’infection urinaires hautes ou basses et méme des
endocardites touchant préférentiellement les personnes agés avec une porte d’entrés urinaire

ou digestive (Reissier, 2016).
1.3. Recherche et dénombrement des coliformes totaux :

Les coliformes totaux sont utilisés depuis tres longtemps comme indicateurs de la qualité

microbienne de I’eau parce qu’ils peuvent étre indirectement associés a une pollution
d’origine fécale, (Chevalier, 2003).

*» Recherche et dénombrement des coliformes totaux sur milieu lactosé au TTC et
au Tergitol 7 :

Apres 24h des colonies caractéristiques sont été obtenues de coloration jaune ou orangeée, a
I'intérieur d'un halo jaune visible, représentés dans la figure n°19.

Coliformes totaux

Figure n°19 : Aspect Des Colonies Sur Milieu Tergitol (originale).

Les résultats de la recherche des coliformes totaux sur gélose lactosée au TTC et au Tergitol 7

dans les échantillons d’eau de sources étudiées sont représentés dans la figure n°20.
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coliformes totaux

W source A

140
M source B

120
msource C

100
source D
80 M source E
60 M source F
40 Hsource G
20 W source H

0

Moyenne

Figure n°20 : Résultats des coliformes totaux sur gélose lactosée.

Selon la norme ISO 9308, les colonies caractéristiques obtenus ont était réensemencé a
I’aide d’une pipette pasteurs sur gélose TSA a (36 £ 2) °C pendant (21 + 3) h. Figure n°22

A partir de la croissance présente sur la gélose TSA, on effectue la détection de 1’activité de la
cytochrome-oxydase en faisant un frottis sur un disque d’oxydase imbibé par ’eau distillé
pour la détection de I’activité cytochrome-oxydase .les coliformes ne posséde pas 1’enzyme

cytochrome-oxydase et produit une réaction négative (absence de couleur bleu violacé).

Figure n°21.
Réaction Réaction
positif (ce L | négative
n’est pas de (coliforme) ;
coliforme) ; test de
test de confirmation
confirmation positif
négative
Figure n°21 : Test de confirmation Figure n°22: Ensemencement

Sur gélose TSA

Les résultats révelent la présence d’une charge important des CT dans les 8 sources. Cette

charge differe d’une source a une autre. La source A est la plus contaminée suivit par la
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source G, puis la source C, E, F, D, B, et enfin la source H, avec des moyennes de 122,25
UFC/ml, 107,87UFC/ml, 92,125 UFC/ml, 89,375 UFC/ml, 72,75 UFC/ml, 70,5 UFC/ml,
60,625 UFC/ml, 48,25 UFC/ml, respectivement.

Et donc selon les résultats obtenus et d’aprées les figures n°21 ; n°22 au dessue, ces eaux ne
sont pas potables sur le plan microbiologique. Et ne conformes pas a la norme de POMS
(2006) et la norme (JORAD 2017).

+» Recherche et dénombrement des coliformes totaux sur milieu CCA :

Les résultats de la recherche des coliformes totaux sur gélose CCA dans les échantillons

d’eau de sources étudiées sont représentés dans la figure n°23.
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Figure n°23 : Résultats des coliformes totaux sur milieu CCA.
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Reaction
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(coliforme) ; | =
test de

Coliformes

confirmation
positif

Figure n°24 : Coliformes Sur Milieu CCA (originale). Figure n°25 : Confirmation par
test oxydase

Les résultats de la recherche et dénombrement des coliformes totaux sur milieu
CCA révélent la présence d’une charge important des CT dans les 8 sources. Cette charge
differe d’une source a une autre. La source G est la plus contaminée suivit par la source A,
puis la source F, E, C, D, B, et enfin la source H, avec des moyennes de 200,25 UFC/ml,
190,875 UFC/ml, 180,625 UFC/ml, 160,25 UFC/ml, 120,625 UFC/ml, 60,755UFC/ml,
60,75 UFC/ml, 20,5 UFC/ml, respectivement.
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Figure n°26 : Résultats des coliformes totaux durant I’étude.

51



Résultats Et Discussion

Une analyse de la variance (ANOVA) a deux factures a été effectuée pour déterminer si les
comptages de coliformes totaux de ces milieux différaient significativement.
Selon les résultats obtenus du Tableau XII présente dans I’annexe 7, et d’aprés la figure
n°26, L’analyse de la variance indique une différence trés significative a (5%0) (p < 0,05)
Et donc ces eaux ne sont pas potables sur le plan microbiologique. Et ne conformes pas a
la norme de I’OMS (2006) et la norme (JORAD 2017).

Les résultats obtenus peuvent étre expliqués par les rejets issus des travaux toujours en
cours et la fréquentation réguli¢re des touristes. D’aprés Odell, (2011) et Legube, (2015), ces
micro-organismes indiquent des problémes de la qualité bactérienne et peuvent induire des

problémes de la qualité organoleptique ainsi que des problémes de santé.

1.3.2. Recherche et dénombrement des Escherichia coli :

Les coliformes fécaux, sont des bactéries indicatrices d’une contamination fécale sont
également présents dans tous les sites (Lanjri et al., 2014). Les Coliformes fécaux sont
intéressants car un trés grand nombre d’entre eux vivent en abondance dans les matiéres
fécales des animaux a sang chaud et de ce fait, constituent des indicateurs fécaux de la
premiére importance (René, 2010).Sont un sous-groupe des coliformes totaux et comptent

parmi leurs membres des espéces de bactéries comme Escherichia coli (Verhille, 2013).

0,

% Recherche et dénombrement des E. Coli sur milieu lactosé au TTC et au Tergitol
7

Les Escherichia coli sont des coliformes thermotolérants ayant la particularité de produire de

I’indole a partir du tryptophane présent dans le milieu a 44°C.

Les colonies suspectées sont confirmés par un test de confirmation basé sur la recherche de la

production d'indole aprés adjonction de 2 a 3 gouttes du réactif de Kowacs. Figure n°27

Les tubes EC ont été incubés a 44,5°C pendant 24h. Les tubes EC positifs ont été confirmés

pour la présence d'E.coli par production d'indole.
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Figure n°27 : production d’indole positif ; apparition d’anneau rouge.
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Figure n°28 : Résultats des Escherichia coli sur milieu gélose lactosée.

Les résultats de la recherche et dénombrement des coliformes totaux sur milieu
lactosee révelent la présence d’une charge important des Escherichia coli dans les 8 sources.
Cette charge différe d’une source a une autre. La source A est la plus contaminée suivit par la
source G, puis la source E, C, D, B, F, et enfin la source H, avec des moyennes de 122,25
UFC/ml, 97,5 UFC/ml, 81,25 UFC/ml, 62,25 UFC/ml, 43,875 UFC/ml, 34,25 UFC/mlI, 15
UFC/ml, 3,375 UFC/ml, respectivement.

Et donc selon les résultats obtenus et d’apreés les figures n°27 ; n°28, ces eaux ne sont
pas potables sur le plan microbiologique. Et ne conformes pas a la norme de ’OMS (2006) et
la norme (JORAD 2017).
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<+ Recherche et dénombrement des E. coli sur milieu CCA :

Dans un milieu CCAE. coli métabolise a la fois le meéthylumbelliferylb-D-glucuronide
(MUG) et I'indoxyl-b-D-glucuronide (IBG) (Haines et al ., 1993).

Les résultats de la recherche des E. coli sur milieu CCA dans les échantillons d’eau de sources

étudiées sont représentés dans la figure n°27.

Escherichia coli

30 4

W source A

25 4
M source B
20 1 m source C

15 - source D

E. coli

W source E
10
W source F
Hsource G

W source H

Moyenne

Figure n°29 : Résultats des Escherichia coli sur milieu CCA. Figure n°30 : Escherichia

coli sur milieu CCA

Les résultats de la recherche et dénombrement des coliformes totaux sur milieu CCA
révélent la présence d’une charge important des Escherichia coli dans les 8 sources. Cette
charge différe d’une source a une autre. La source A est la plus contaminée suivit par la
source E, puis la source F, G, C, B, D, et enfin la source H, avec des moyennes de 28,125
UFC/ml, 25,875 UFC/ml, 25,5 UFC/ml, 20,625 UFC/ml, 15,75 UFC/ml, 6,75 UFC/mlI, 6
UFC/ml, 2,5 UFC/ml, respectivement.

Et donc selon les résultats obtenus et la figure n°26 au dessue, ces eaux ne sont pas potables
sur le plan microbiologique. Et ne conformes pas a la norme de ’OMS (2006) et la norme
(JORAD 2017).
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Figure n°31 : Résultats des Escherichia coli durant I’étude.
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Selon les résultats obtenus du Tableau XIII présente dans ’annexe 7, L’analyse de la
variance indique une différence trés significative a (5%) (p < 0,05).
D’apreés la figure n°31, les résultats obtenues montrent que le nombre de colonies isolées
sur la gélose lactosée est toujours supérieure que celui isolées sur gélose CCA.
Ces eaux ne sont pas potables et donc ces eaux ne sont pas de bonne qualité
microbiologique. Et ne conformes pas a la norme de ’OMS (2006) et la norme (JORAD

2017). Et qu’une contamination fécale non lointaine est soupgonnée.

Certains souches sont pathogénes, notamment Escherichia coli (exclusivement d’origine
fécale), dont certains souches peuvent provoquer des troubles intestinaux (gastroentérites),

des épidémies graves (dysenteries) (Legube, 2015).

Donc la comparaison de la nouvelle méthode par rapport a I'ancienne nous permet de dire
qu’il y a un gain de temps (la nouvelle méthode est plus rapide) ; comptage aisé de E. coli et
des bactéries coliformes grace aux différences de couleurs en utilisant la gélose CCA et aussi

elle est plus facile a réaliser que la méthode utilisant la gélose au Lactose TTC.

Il. Les Paramétres physicochimiques :

L’¢tude expérimentale réalisée sur les différents échantillons prélevés, nous a permet de
déterminer les paramétres physico-chimique de 1’eau de différentes sources de la commune de

Chiffa. Les prélévements ont été effectués au cours du mois de mai et juillet.

Les résultats des analyses des parameétres physico-chimiques des sites d’eau échantillonnés

sont présentés dans le tableau X, annexe n°5
11.1. Le Potentiel d’hydrogene :

Les valeurs de pH des eaux échantillonnées a partir de huit sources sont représentées

dans la Figure n°32.
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Figure n°32 : les valeurs du pH des sources échantillonnées.

Les valeurs des sources étudiées varient entre des valeurs neutres et des valeurs basiques. La
valeur maximale de pH est enregistrée pour la source (E) de 7.85 et la plus basse valeur est

enregistrée pour la source (G) avec un pH neutre6.99.

Les sources étudiées sont toutes conformes a valeurs fixées par la reglementation Algériennes
de pH entre 6,5 et 8,5 (JORADP, 2011), ainsi que celle de I’'OMS qui fixe les valeurs de pH
entre 6,5 et 9,5 (OMS, 2009).

D’apres Boyd, (2015), le pH d’une eau est un facteur déterminant de la qualité de I’cau et
plusieurs interactions biochimiques sont liées a ce dernier. Une eau basique est riche en

carbone inorganique et donc le milieu est favorable pour les organismes aquatiques.

57



Résultats Et Discussion

I11.2. La conductivité :

Les valeurs de conductivité des 8 sources sont représentées dans la Figure n°33

la conductivité

1500
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® Conductivité

500 (1S /cm)

les sources

Figure n°33 : Les valeurs de la conductivité des échantillons.

Les résultats oscillent entre 335 pus/cm et 1449us/cm dont le maximum est enregistré au site

(A) et le minimum au site (B).Les valeurs sont différentes d’un site a un autre.

Selon Luger, (2015), les valeurs de la conductivité des huit sources sont de moyenne
accentuée (336 a 666), a treés important (>1000).

Les valeurs sont tous au-dessous de la valeur recommandée (2800 ps/cm) par la
reglementation algériennes (JORADP, 2011) ; donc ces eaux sont de bonne qualité de point

de vue conductivité.
Nos résultats sont semblent a ceux de Ammali et kheurief, (2020), de la région de chiffa.

11.3. La température :

Les résultats de la température des 8 sources sont représentés dans la Figure n°34
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Figure n°34 : les valeurs de température des sources échantillonnées.

Il est reconnu que les variations de la température s’estompent au-dela de 3 metre de
profondeur et que la température des eaux souterraines est invariable au cours de ’année
(Petit et Erpicum, 1987).L’étude de la température a montré que les valeurs obtenues dans
les différents sites sont comprises entre 20,1°C et 23°C. La plus haute valeur est enregistrée
au site (A) alors que la valeur la plus basse est enregistrée au site (E).

Toutes les valeurs de ce parametre ne dépassent pas la valeur recommandée par la
reglementation algériennes 25 °C (JORADP, 2011), et la norme (OMS, 2006)25 °C. donc

ces eaux sont de bonne qualité de point de vu température.
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Résultats Et Discussion

Les résultats de La turbidité des 8 sources sont représentés dans la Figure n°35

Turbidité(NTU)
3 -
2
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A B ¢ D ¢ c .
les sources

B Turbidité(NTU)

Figure n°35 : les valeurs de la turbidité des sources échantillonnées.

La mesure de la turbidité permet de donner les informations visuelles sur I’eau. Les

résultats des analyses obtenus a 1’aide d’un turbidimétre montrent une variation entre

0,395NTU et 2,86 NTU. La valeur maximale est enregistrée dans les échantillons d’eau de la

source (A) tandis que la valeur minimale est enregistrée dans les échantillons d’eau de la

source (F).

Les valeurs de la turbidité notées pour les échantillons d’eau des huit sources sont

toutes conformes avec la norme exigée par la réglementation Algerienne (JORADP, 2011) a

savoir ; 5 NTU. Nous pouvons donc classer les eaux des huit sources analysées comme étant

des eaux claires.

Selon Roberts alley et al., (2007),la turbidité dans I’eau peut étre causée par des maticres en

suspensions comme 1’argile ou des matiéres organiques ou inorganiques

Nos résultats sont semblent a ceux de Ammali et kheurief, (2020), de la région de chiffa.
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I11.5. Le nitrate :

Les résultats de nitrate des 8 sources sont représentés dans la Figure n°36

Nitrate (Mg/l)

30
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Figuren®36 : Variation de la teneur en nitrates dans les échantillons d’eau.

Les nitrates sont présents dans I’eau par lessivage des produits azotés dans le sol, par
décomposition des matiéres organiques ou des engrais naturels ou de synthése (Samak,
2002). Les résultats obtenus figuren®36 montrent que les teneurs en nitrates des échantillons
d’ecaux des huit sources oscillent entre 0,63mg/l, valeur enregistrée pour les eaux de la source
(E) et 20,81 mg /I, valeur enregistrée pour les eaux de la source (G). Cependant toutes les
valeurs des nitrates notées restent inférieures a la valeur admissible par la réglementation
Algeérienne a savoir 50mg/l (JORADP, 2011). De ce fait, les eaux analysées ne sont pas

sujette a une pollution par les nitrates.

Selon Edzwald, (2006), le nitrate est I’'un des principaux anions dans les eaux naturelles,

et les concentrations peuvent étre considérablement élevées.

11.6. Le sulfate :

Les résultats de sulfate des 8 sources sont représentés dans la Figure n°37.
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Figure n°37 : les valeurs de sulfates des sources échantillonnées.

Certains sols et certaines pierres contiennent des minéraux de sulfate (50,%), Comme
I'eau souterraine se déplace a travers ceux-ci, certains sulfates sont dissous dans I'eau. Parmi
les minéraux qui contiennent du sulfate on peut citer le sulfate de sodium, le sulfate de
magnésium et le sulfate de calcium (gypse) (HCEFLCD, 2006).

D’aprés les résultats des échantillons analysés (figure n°37), les valeurs enregistrées
oscillent entre 20,33 mg/l dans les échantillons d’eaux de la source (B) et 156,94 mg/l dans
les échantillons d’eaux de la source (G). Néanmoins, ces valeurs restent inférieures a 400
mg/I, norme exigée par la réglementation Algérienne relative a la qualité des eaux destinées a
la production d’eau potable (JORADP, 2011).

11.7. L’orthophosphate :

L’origine des phosphates dans les eaux est le plus souvent liée aux rejets urbains et a la
dissolution des engrais chimiques (OMS, 2000).

Les résultats de 1’orthophosphate des 8 sources sont représentés dans la Figure n°38
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Figure n°38 : les valeurs de 1’orthophosphate des sources échantillonnées.

Les résultats du dosage des phosphates dans les échantillons d’eau des sources C, D,
E, F, G et H sont conformes avec la norme. Cependant, les échantillons d’eaux des sources A
et B présentent des teneurs en phosphate qui dépassent largement la valeur maximale
admissible a savoir < 0.5 mg/l (JORADP, 2011).Une eau contaminée par le phosphate peut
provoquer, selon les cas, de gastro-entérites, hépatites ou syndromes neuro-meningés. Les

virus sont en général plus persistants dans le milieu et plus résistants aux traitements de
désinfection que les bactéries.

Nos résultats sont semblent a ceux Sari, (2015), et a ceux de Ammali et kheurief, (2020), de
la région de chiffa.

11.8. L’aluminium :

Al (mg/l)

1 .
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O -\ -\ -\ -\ -\ -\ -\ -\
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Figure n°39 : les valeurs d’aluminium dans les sources échantillonnées.

Nos résultats montrent que la concentration d’aluminium est nulle (<0,05 mg/1) dans tous les

¢chantillons d’eaux de sources analysées. Néanmoins, ces valeurs restent inférieures a norme
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exigée par la réglementation Algérienne relative a la qualité des eaux destinées a la
production d’eau potable (JORADP, 2011).dont la concentration maximale admissible est de
0,2 mg/l.

11.9. Calcium et Magnésium :

Le calcium est un métal alcalino-terreux extrémement répandu dans la nature et en particulier
dans les roches sous forme des carbonates, composant majeurs de la dureté de I'eau et qui est
généralement I'élément dominant des eaux potables. |1l existe surtout a [I'état
d'’hydrogénocarbonates et en quantité moindre, sous forme de sulfates, de chlorures (Rodier,
1996). Le magnésium est I'un des eléments le plus répandu dans la nature, il constitue
environ 2,1% de I'écorce terrestre. La plupart de ses sels sont tres solubles dans Il'eau
(Rodier., 1996).

Les résultats de dosage du Ca**et Mg®*dans les échantillons d’eau analysés des huit sources

sont présentés dans la figure n° 40.

Les eaux des sources (A) et (G) sont les plus riches en Magnésium. En effet, nous avons
enregistré dans les eaux de ces deux sources des concentrations arrivant a 43 mg/l. Les eaux

les plus pauvres en Magnésium sont ceux de la source B, C, D, E, F, H.

Si on veut comparer ces eaux avec les eaux de quelques marques algériennes, nous pouvons
dire que I’eau des sources (A) et (G) sont plus riches en Magnésium que les eaux de
(Ovitalel4mg/ml).Nous pouvons conseiller les eaux des sources (A) et (G) aux femmes
enceintes vu leur richesse en magnésium, En revanche, les eaux riches en magnésium sont
déconseillées car elles risquent d'accélérer le transit intestinal et peuvent engendrer des

diarrhées chez bébé.

La concentration la plus élevée en calcium a été enregistrée pour les échantillons d’eau de la
source (A) avec 108 mg/l. nous pouvons dire que I’ecau de la source (A) est plus riche en
calcium que les eaux de (Mont Djurdjura 101 mg/) par contre elles sont moins chargées en

calcium que les eaux de (Arwa 120 mg/ml).

Selon la réglementation Algérienne (JORADP, 2011) les valeurs enregistrées des deux
paramétres sont conformes et ce pour les eaux des huit sources ([Mg®*]= 150 mg/l et [Ca®*]=
200 mg/l).Une eau est dite « riche en calcium » si elle contient plus de 120 mg de calcium par

litre.
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Nous pouvons conseiller les eaux de la source (A) pour les personnes qui ne consommant pas,
ou peu, de produits laitiers peuvent se tourner vers des eaux riches en calcium pour compléter
leurs apports journaliers. Cependant, chez les personnes agées ou souffrantes d’ostéoporose,
cependant la source (D) qui contienne la plus faible teneur en calcium elle est conseillée pour

les sujet avec des problémes d’athérosclérose.

120 +

Mg2+ et Ca2+

100 —
80 17—
60 - B Magnésium (mg/l)
40 N | | — . i .CalClUm(mg/l)
il 2l
| [ | [ | i | [ | [ | | |
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les sources

Figuren®40 : les valeurs du Calcium et Magnésium.

11.10.Titre Hydrométrique (Dureté totale) :

TH (°F)

B TH (°F)

A B C D E F G H

les sources

Figure n°41 : les valeurs de la dureté totale des sources échantillonnées.
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La dureté est un caractere naturel lié au lessivage des terrains traversés et correspond a
la teneur en calcium et en magnésium (Rodier, 2009). Les valeurs du TH des échantillons
d’eau analysés oscillent entre 18 °F pour les échantillons d’eau de la source (D) et 45 °F pour

les échantillons d’eau de la source (A).

Une eau est dite douce si la valeur du TH se situe entre 10-19°F (Merabet, 2010).
Selon les résultats obtenus, présentés dans la figure n°42 ci-dessous, nous pouvons dire que
les eaux des sources : B, C, D, E, F et H sont des eaux douces. Pour les eaux des sources (A)

et (G) elles sont tres calcaires.

Une eau calcaire apporte une quantité de calcium et de magnésium qui permet de
prévenir les risques de maladies cardiovasculaires. Ils favorisent la consolidation des os et
participent au bon fonctionnement des muscles et du systtme nerveux. Autant de bienfaits

indispensables a notre santé et que notre consommation d’eau nous apporte au quotidien.

11.11. Nitrites :

Les résultats de nitrite des 8 sources sont représentes dans la Figure n°42
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Figure n°42 : valeurs de nitrites dans les sources étudiées.

Le résultat d’analyse des sources montrent que les valeurs de nitrites dans les deux mois sont
tous en dessous de la valeur admissible par la réglementation algérienne 0.2mg/l (JORADP,

2011) ; dont la valeur maximale est de 0.02mg/I source (A).

D’aprés Legube, (2015), la présence des concentrations élevées en nitrites dans les eaux en

milieu acide aide a former les nitrosamines connus pour leur pouvoir cancérogene.
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Conclusion

L’objectif de notre travail est la Mise en évidence et dénombrement de bactéries au
moyen de géloses chromogeénes et la comparé avec la méthode de référence. En plus I’analyse
de quelques parametres physico-chimiques des différentes sources d’eau naturelle, située dans
la commune de Chiffa dans la wilaya de Blida de mois de mai jusqu’au juillet, en vue de sa

potabilité suivant les normes algérienne, les normes européenne, et les normes OMS.

Les résultats de la comparaison de la nouvelle méthode ISO 9308-1 (2014) par rapport a

I'ancienne [1ISO 9308-1 (2000)], Nous ont permis de tirer les conclusions suivantes :

» Un gain de temps : jusqu'a 24 h de moins que l'ancienne méthode avec la gélose au
Lactose TTC.

> Des résultats clairs : comptage aisé de E. coli et des bactéries coliformes grace aux
différences de couleurs en utilisant la gélose CCA.

» Une réduction des codts : aucun milieu de culture supplémentaire requis pour la
confirmation. Au lieu de cela, confirmation des bactéries coliformes en une minute a
I'aide de disques de test peu colteuses a base d'oxydase.

> Une mise en ceuvre plus facile : la méthode CCA est plus facile a réaliser que la
méthode utilisant la gélose lactosée au TERGITOL etau TTC.

Au terme de cette analyse, les sources d’eaux étudiées sont de qualité microbiologique
mauvaise (présence des entérobactéries et des coliformes totaux et fécaux), et donc ne sont
pas conformes aux normes algériennes et aux normes OMS. Cependant la qualité physico-

chimique de ces eaux de sources sont de qualité physico-chimique acceptable.

Enfin, nous pouvons faire quelques perspectives jugées étre utiles pour la préservation de

I’eau de source :

v L’actualisation les méthodes de recherche et 1’utilisation la nouvelle version.

v" Commencer d’utiliser les milieux chromogénes en raison de leurs avantages.

v' La suggestion au pouvoir public de veiller a la préservation de ces sources contres
toutes formes de contamination.

v La conception et la mise en ceuvre d’un programme de surveillance de la qualité et de
I’assurance de la conformité.

v Le droit des consommateurs a disposer d’informations relatives a la salubrité de I’eau

qu’ils consomme.
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Annexe 1 : compostions des milieux de cultures

Milieu chromogéne pour les coliformes CCA

Composition (g) pour 1 litre de milieu

Digestat enzymatiqUe dE CASEINE: .....eoevivecieciereetee sttt ste st se e e et et s e sbesbe v esessenes 1,0
Extrait QULOIYLIQUE de [@VUIE: ... e e et sr e s 2,0
(001 [oT (W TR =Jo [=IRY0 Lo L [VT 1 o F TR 5,0
Dihydrogénophosphate de sodium X 2 H20: ..ot e e 2,2
HydrogénophosphatediSOdiqQUE:  .......ceciiieiee e e s et e 2,7
PYruvate de SOIUM: .ottt et st e et sae st e sae e e e s e e s astesaesaenes 1,0
SOTDIEOL: ettt et e et et b b ben sbeeae e et ar e et b betesae et be et b eenben sheas 1,0
LR/ o100 o] 1 =1 1T OSSR T 1,0
Tensioactif a I'éthoxylate d’alcool secondaire:........ccoeceeeeccieicieneee e 0,15
6-Chloro-3-indoxyl-B-D-galactopyranoside: ...ttt svesees e eennes 0,2
Acide 5-Bromo-4-chloro-3-indoxyl- B-D-glUCUrONIQUE: .....cccveeeeeeecreeeeeererrreteteereenee e eereerenes 0,1
Isopropyl-B-D-thiogalactopyranoside (IPTG): .....cccecceceeeireireeeceirr et etes e st esaes s ese e ens 0,1
FAY =2 | S OSSOSO RO U PRSP OYRROPRUORRUPRONt 16,0
PH du milieu prét-a-I'emploi @ 25 “C ettt e eer b ees e beaes 6,8+0,2.

Milieu lactosée eu tergitol7 etau TTC

Composition  (g) pouvant étre modifite pour 1 litre de  milieu
Peptone pancréatique de VIaNde © .........oiviiiiiii i 10,0.
=T Ao [TV A= T o (o [ 5,0.
Extrait autolytique de l8VUIE ... 6,0.
IE= Yo (0 = 20,0.
L= 11 (o 0,1.
Bleu de bromothymol e 0,050.
Chlorure de 2, 3, 5 triphényltetrazolium & .......ooiiiii s 0,025.
N0 =1 10,0
pH du milieu prét a I'emploi @ 25°%C & ... 7,2+0,2

Milieu Slanetz et Bartley

Composition  (g) pouvant étre modifite pour 1 litre de  milieu

LI 87 0(0 11 = 20,0.
Extrait autolytique de [EVUIE .. .o e 5,0.
GIUCOS .t e 2,0.
Phosphate dipotasSIQUE ... e 4,0.
AZIAE B SOTIUM oot 0,4.
Chlorure de 2, 3, 5, Triphényltétrazolium ..., 0,1.
AT e 10,0.

pH du milieu préta l'emploia 25°C : ... .. ..o 7,2+0,2.
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Milieu CHROMagar salmonelle

Composition (g) pouvant étre modifiée pour 1 litre de milieu :

SIS Lttt sttt ettt s ettt sea e etk eR ekt 4 seR ek e eR Se s ettt e R eea st eR seaes et ea st nentetebenentereneeten 8.5
MEIANEE CHIOMOZENE :...ceeivieie ettt et ettt et te s testestestesee e eees s s et erseseaseatesbesae e sessassasses st erseseseeseann 1.3
ABENTS INNIDITEUIS euiieieeietiee et et e e e ettt e e e eresbe st st saesessesaessesarsese st seenes 0.02
A Al e e e e et et et e ae b tesbe et e st b et et e b eebe e tesse e eeeea e ehe seneenaes eae 15.0
Peptones et eXtrait de [EVUIE ... ... ettt ettt e st st e e et b e b e eee 8.0
pH du milieu prét a I'emploi @ 25°C & ... 7,£0,2.

Milieu CHROMagarCampylobacter

Composition  (g) pouvant étre  modifiée pour 1 litre de  milieu

A Al e et ettt et et ettt ae st et st e e e e st sheteabes she et e et e ehteetetebeben sheeneen e naes 15.0
TaMPON PhOSPRALE et e et et sae e se e e et ese et ste e srenennens 10.0
ChlOrure de SOTIUM .. ettt ettt ettt se sbe st st sueaneese st steseen senaens 5.0
Peptones et @XLrait A& [EVUIE ...ttt ettt e eesebses e b sreeeensseraers aeasenes 25.5
NG CL fee ettt sttt ettt et et s es e e e b e e sttt e be st s et be ke s et et e b et ehe bt testetene s s e tenens 9.0
Mix chromogeniquEs €t SEIECTIf i....oiiii ettt e e eee 2.2
Suppléments de poudre SPECIIGUE & .ouueuieerieeeire et sttt s e s s es 0.21 g/l
AMITON ettt et et sttt st st st e e e e a b bt e b s b et e st et eneeae et ben e et ee et eneeeeeneene 1.0
Mélanges d’antibiotiques (céfopérazone ,vancomycine et Amphotéricine B) .................. 80mg
pH du milieu prét & I'emploi @ 25°C & ...t 7,4+0,2.

Milieu CHROMagarcC. difficile

Composition (g) pouvant étre modifiée pour 1 litre de milieu :

Peptone de viande (POFCIN) ..o e e e e e s e e e e e e naaae e e e e e e ennens 80¢g
TaUroChOlate (DOVIN) fiiiiiiiiteteeeeeee e et e e e e e bbb e e e eeeeeeeeeseeessenns 1g
EXErait @ IEVUIE feeieeeiiee et e e e e et e e e e e s e saaaeeeeeesnnnneeeeeseenns 35¢g
Chlorure de SOTIUM fiiuiiiiii ittt e e st e e e e s e e aee e s s abaeeesessansresaeeeas 6,0g
MEIANEE SEIECLIT ©eeeii e e e et e e ae e e e e eaeaeas 0,27 ¢
MEIANEE CHIOMOZENE <....eiiiiiiiee et e e e e e e ettt e e e e e e abeeeseeesbabaeeaeeeeseseeaeeeeanns 0,3
=g Y = | Pt 13,0g
o LU o T g 1= URPPRRPI 11
PH oo eee e eeeeeseee see e ees e see e e e eeeeee e ses e e et et et s e e see e ees e ees e ees e seesees 7,3

Milieu CHROMagarStaphylococcus aureus

Composition (g) pouvant étre modifiée pour 1 litre de milieu :

ChIorure de SOQIUM fooc e e e e e e e e e e e e e e e rarr e e e e eeaaeeaaeaaeas 250¢g
Peptones et eXtrait de |EVUIE ... ettt et e et e s s n e e r s e s 40.0
CRIOMOZENIGUES MIX & cuvieieireirtietieteeste et e eeteetseseeessbesteetessesssessense steetessassessennsessessesssensaessensssen 0.5
AZENES INNIDITEUIS ...ttt et st s te s tesas et et e et e e e ete s ebestestesnsensesesensnnes 0,07¢g
Y= | SO OUPPPUPPTTPTPPRPR 140¢g

PH & oo eeeeeeeeseee e e ses et e e ettt 222 et et 12t et et 6.8 +/-0.2
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Milieu cétrimide

Composition (g) pouvant étre modifiee pour 1 litre de milieu
Peptone pancréatique de gélatine:.............cooiiiii i 16,0
Hydrolysat acide de Cas@ine: ........coiiiiiiiiiiiiiiii e 10,0
] Yo=Y o 10 mi
Sulfate de potasSiUmM: ... 10,0
Chlorure de Magn@sSiUm: ... i e e 1,4
(07 {511 01 e [= 0,2
Acide NalidiXIQUE: ... 15 mg
o T 11,0
pH du milieu préta l'emploi a 25°C ;... ..o 7,1+0,2

Milieu CHROMagarMalassezia

Composition (g) pouvant étre modifiée pour 1 litre de milieu :

A AT fei ettt e et e e e e e e eetbe et ae e be et e bet et seraee et e eheaeenteaente et aees 15.0
Peptones and EXEIrACS & ..ottt e e b bbb ereer e ean 38.0
ChIOramPRENICOI & vttt ettt e e st e s e s s e s beaseaes sresbesneenees 0.5
ChroMOZENTIGUES MIX & oeuiiiieririireirtee et eseesseeseseese st etesseese st stesae ste e saesae e seesessessensessensensanens 2.8
Suppléments obligatoires (non fournis par le Chromagar)

(G Y7 ol=T o 1 OO R R 2g
TWEEN 40 ittt sttt st et st st e s sae sre s ea e sbe e eabe s sbe e s eeabe e se e et e e sbesebeenaee srestaeente s 10g
pH du milieu prét & I'emploi & 25°C @ ..o 6.3+/-0.3
Milieu CHROMagarcandida

Composition (g) pouvant étre modifiée pour 1 litre de milieu :

A AT fiiieee et e e et e e a e et ae st e ea sebbe e e s aeaaee aetbeeeheteeebeteate senaeesan e saetens 15.0

P DT ONES: it e e e e et e e es b b te st ees sre e e aee aerbe saraes sateraen sres 10.2
GIUCOSE fuuiiitieeie sttt ettt st et et e et e et et st sess et e s sbesenen s et ene sbesesent et et enenens 20
ChloramPhENICOL & ..ot e sae e st ste st stesae e see e esnnns 0.5
ChroMOZENTIGUES MIX & eeuiieiieiiriieireeecreeese et ete et stestesteses e sesses seeses sae e sesessessensessensesassens 22.0

pH du milieu prét & I'emploi @ 25°C ..o 6.1+/-0.2

Milieu CHROMagarStreptococcusagalactiae

Composition (g) pouvant étre modifiée pour 1 litre de

A AT fieiiie ettt e et st e st e e ste et she e et seabeeeehtee aea st eebbeeeae heeeaebeeeae enbesente et nee sasbeesaneenn 15g
Peptones et facteurs 0e CrOISSANCE :.....cccicicieeeereceeeereereet et st st ce et ss et aar s e braeeeeeeeeeesaeeenns 33g
CONEIASTANTS i e et et e e et st st et a e s s saeteabes sae et aentesheeees 3g
SUbStrats ChroOMOZENIGUES :....o.eeeieee e sttt et e s e et e s e e e st ste e 0.4g
Antibiotiques et antifONGIGQUES :....coe i ettt s aeraenes 0.04g

DH oo eeeeee e eeeeeee eee e s st see et e et et 222t e s et et eet et e e et eee e ese et 7,3+/-0.2
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Milieu CHROMagar orientation

Composition (g) pouvant étre modifiée pour 1 litre de

FAY= £ | SO S ST PSSP ORISR 15¢g
=] o] (o] o =TT OSSP PPPPPPPPPPPPPIRE 17¢g
SUDSTrats ChrOMOZENIGUES :....oueeieeeie ettt et ettt ettt ste e e e aeba et e ae e s eteesrvenennes 13g

LCT=] Lo 1Y IO OO U TSP UR TR 15g
DH oottt ettt oot ee e ee e es e et ee e e e ee et eee et eeteeeeeteetereeeterereeeraeeeseeereseeenaereees 6,9+0,2

Annexe 2: Appareillage utilisé pour les analyses effectuées

Etuve de 36°C Bain marie
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Turbidimétre

Etuve de 44°C

Spectrophotomeétre PH métre

La Rompe De Filtration
Autoclave
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Conductimetre )
Compteur des colonies

Plaque chauffante et
agitateur

Annexe 3:les sources d’eaux analysées.
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Source C

Source G

Source D

Wl WAy
Source H

Annexe 4: Tableau VI de matériel et réactifs utilisées dans 1’analyse bactériologique

Appareillage Verrerie Produits chimiques, Les milieux de cultures
réactifs et additifs
+ Rampe de filtration 4+ Flacon + Disque d’oxydase + Milieu
+ Bec benzéne stérile de + Kovacs Tergitol base
+ Ftuve (37°C-44°C) 250ml + Eau distillé TTC
+ Autoclave 120°C + Fiole + Eau physiologique + Milieu TSA
+ Turbidimétre jaugé + Alcool + Gélose CCA
+ pH-métre 50ml, + Bouillon tryptophane + Milieu BEA
+ Agitateur 250ml exempte d’indole + Milieu Slanetz
+ Plaque chauffante + Boites de + Additif TTC1% et Bartley
+ Spectrophotométre pétri + Additif Tergitol 7 + Milieu
+ Conductimétre + Micropipe + Additif TTC tergitol cétrimide
<+ Bain marie 80°C tte
+ Compteur de colonies + Pipette
pasteur
<+ Portoir a




tube essai
+ Pipette

graduée

+ Pince

stérile

Annexe 5: Tableau VII Dates de prélévements des échantillons pour les analyses
bactériologiques et physico-chimiques.
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Dates des preélevements des échantillons

pour I’analyse bactériologique

pour ’analyse physico-chimique

Dates des prélevements des échantillons

18/05/2022

30/05/2022

23/05/2022

26/07/2022

18/06/2022

19/06/2022

20/06/2022

26/06/2022

27/06/2022

25/07/2022

Annexe 6: résultats des analyses statistiques

Tableau VII1: Analyse de la variance a un seul facteur

Groupes Nombre d'échantillons Somme Moyenne Variance

A 8 123 15,375 75,9821

B 8 78 9,75 175,071

C 8 49 6,125 14,4107

D 8 82 10,25 101,071

E 8 254 30.625 661.696

F 8 81 10,125 16,9821

G 8 22 2,75 18,2143

H 8 4 0.5 0,28571
Moyenne

Source des Somme des|Degréde |des Valeur critique

Variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F

Entre Groupes 4867,75 7 695,39285 |5,2299 0,00124 2,1781

A l'intérieur des groupes | 7446 56 132,96428

Total 12313,75 63
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Tableau IX: Analyse de la variance a deux facteurs des coliformes totaux.

Total
Nombre
d'échantillons 16 16 16 16 16 16 16 16
Somme 1137 539 838 618 845 731 1025 406
Moyenne 71,0625 33,6875 52,375 38,625 52,8125 45,6875 64,0625 25,375
Variance 3380,996 1384,896 3681,183 2552,65 3215,363 2723,296 6348,596 2456,783

ANALYSE DE VARIANCE

Source des Somme des Degré de Moyenne des Valeur critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F
Echantillon 156870 1 156870 80,26438  8,29E-15 3,925834
Colonnes 26274,37 7 3753,481 1,920513 0,072723 2,092381
Interaction 10391,8 7 1484,544 0,759584 0,622252 2,092381
Al'intérieur du
groupe 218894,6 112 1954,416
Total 412430,8 127

Tableau X : Analyse de la variance a deux facteurs des E. coli.

Total
Nombre
d'échantillons 16 16 16 16 16 16 16 16
Somme 1203 328 624 399 857 324 945 47
Moyenne 75,1875 20,5 39 24,9375 53,5625 20,25 59,0625 2,9375
Variance 3115,896 1199,733 3292,133 2440,863 3527,996 867,8 5794,063 47,39583

ANALYSE DE VARIANCE

Source des Somme des Degré de Moyenne des Valeur critique
variations carrés liberté carrés F Probabilité pour F
Echantillon 53997,2 1 53997,2 28,11708 5,8E-07 3,925834
Colonnes 65310,18 7 9330,026 4,858273  8,22E-05 2,092381
Interaction 35201,62 7 5028,802 2,618567 0,015287 2,092381
Al'intérieur du
groupe 215089,4 112 1920,441

Total 369598,4 127
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