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RESUME

Dans le but d’évaluer I'état de pollution de 1’oued Mazafran, une étude physico-
chimique et microbiologique a été menee sur des échantillons d’eau prélevés au niveau de
trois stations, avec un intérét particulier pour 1’étude du profil de résistance d’Escherichia coli
sur une période s’étalant du mois de Janvier jusqu’au mois de Juin 2015.

Les résultats des analyses physico-chimiques pour certains paramétres montrent une
conformité aux normes nationales et internationales (JORA et I’OMS) des eaux de surface.
Par contre, les autres valeurs ne sont pas conformes aux normes, c’est le cas de 1’o0xygéne
dissous 2,16 mg d’O-/l, de I’azote ammoniacal 4,52 mg/l, des nitrites 1,06 mg/l £ 0,39 mg/l et
des orthophosphates 0,87 mg/I dans la 2™ station. Dans la 1 “® station, les valeurs de la DCO
avec une moyenne 44,7mg/l et la DBO avec une moyenne de 9,91 mg/l ont été enregistrées.
La 3°™ station a été marquée par la présence de la matiére organique avec une moyenne de

25,08 mg/l et le fer 1,01 mg/l.

La recherche bactériologique montre la prédominance de germes indicateurs de
contamination fécale comme les coliformes totaux, les coliformes fécaux et les Streptocoques
fécaux. Cependant, les valeurs restent inférieures aux normes. En revanche, dans la 3°™
station, on note une moyenne importante (445 spores/20 ml) en spores anaérobies sulfito-
réducteurs dépassant les normes. L’absence de germes pathogénes comme les salmonelles et

les vibrions cholériques a été signalée.

Les résultats de 1’antibiorésistance d'Escherichia coli (n=18) montrent I’absence totale

de souches résistantes productrices de béta-lactamases.

Mots clés: Oued Mazafran, analyses physico-chimiques, analyses bactériologiques,
Escherichia coli, antibiorésistance, béta-lactamases.



ABSTRACT

In order to assess the state of pollution of Oued Mazafran, physico-chemical and
microbiological study was conducted on water samples taken at three stations, with particular
interest for the study of Escherichia coli resistance profile over a period extending from
January until 'in the month of June 2015.

The results of physicochemical analyzes for certain parameters show compliance with
national and international standards (JORA and WHO) surface water. On the other hand,
other values do not comply with standards, as is the case with dissolved oxygen 2.16 mg
d’O,/l, ammoniacal nitrogen 4.52 mg/l, nitrite 1.06 mg/l and orthophosphates 0.87 mg/lin the
2" station. In the 1st station, the values of COD with an average of 44. 7 mg/l and BOD with
an average of 9.91 mg/l were registered. The 3" station was marked by the presence of

organic matter with an average of 25. 08 mg/l and iron 1.01 mg/I.

Bacteriological research shows the predominance of germs indicating fecal
contamination such as total coliforms, fecal coliforms and fecal streptococci. However, the
values remain below standard. In contrast, in the 3rd station, we noted an important average
of (445 spores/20 ml) in anaerobic sulfite-reducing spore which exceeds standards. The

absence of pathogens such as salmonella and cholera inducing vibrios was reported.

The results of antibiotic resistance of Escherichia coli (n = 18) show the total absence

of resistant beta-lactamase producing strains.

Keywords : Oued Mazafran, physico-chemical analyses, bacteriological analyses,

Escherichia coli, antibiotic resistance, betalactamases.
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Introduction

L’eau est le composé le plus abondant sur la surface du globe (EISEMBERG, 1969).
Elle mérite une attention toute particulieére, vu qu’elle est tres altérée et sérieusement menacée

par les activités humaines (MC KINNEY, 2002).

La problématique de 1’eau est un probléeme de quantité et de qualité, c'est -a-dire de
ressource et de pollution (LOUNNES, 2009). Au cours du temps, la demande en eau, est
devenue plus importante a cause des besoins liés aux activités domestiques, industrielles et
agricoles (DROUICHE, 2006). En effet, la croissance démographique accompagnée d’une
urbanisation rapide cause de nombreuses perturbations pour les milieux aquatiques naturels
(MC KINNEY, 2002). Ainsi, ces milieux recoivent quotidiennement des rejets domestiques
et industriels et se sont par conséquents transformés en des sites de concentration de la

pollution aussi bien chimique que biologique.

Par leur composition physico-chimique, ces milieux complexes exercent une pression
de selection importante sur la population microbienne (MC ARTHUR et TUCKEFIELD,
2000 ; SAAVEDRA et al., 2003 ; CARDONHA et al., 2004).

Dailleurs, les indicateurs microbiologiques sont considérés parmi les parametres les
plus importants pour les eaux a usage domestique. Ils correspondent a des germes pathogenes
qui proviennent du rejet des eaux usées domestiques ou industrielles directement dans les
cours d’eau et/ou des lessivages des sols (WHEAL, 1991). Or, la contamination des eaux de
surface par ces agents pathogenes est un probleme de pollution qui remonte trés loin dans le
temps (GEORGE et SERVAIS, 2002). En outre, I’utilisation massive des antibiotiques en
médecine humaine et vétérinaire et en agriculture pour améliorer la production a contribué de
manieére significative a I’émergence de bactéries résistantes dans I’environnement (RHODES
et al, 2004).

Le cours d'eau Mazafran, est un oued appartenant au réseau hydrographique de la
plaine de la Mitidja. Cet écosystéeme aquatique est sérieusement menacé dans son existence.
En effet il recoit de multiples rejets de polluants de toutes sortes (industriels, urbains et
agricoles) provenant des agglomérations urbaines : Chiffa, Attatba, Berbessa, Oued El-Alleug
et Koléa.




Introduction

La présente étude, prend comme terrain trois stations situées sur le lit de cet oued, et
son objectif est d’étudier et de déterminer d’une part la qualité physico-chimique,

microbiologique des eaux et d’autre part, nous nous sommes intéressés a 1’évaluation de la
résistance vis-a-vis des antibiotiques chez Escherichia coli.




Résultats et discussion ETUDE EXPERIMENTALE

II.LRESULTATS ET DISCUSSION

11.1.Résultats des analyses physico-chimiques

Les résultats obtenus pour les seize paramétres physico-chimiques réalisés sur les
caux de 1’Oued Mazafran sont consignés dans le Tableau VII en annexe I. Ces résultats seront

compares aux normes du JORA et celle de ’OMS.
11.1.1. Parametres physiques
% Température

Les températures relevées dans les stations d’étude sont tres voisines et varient en fonction
d’un rythme saisonnier, avec des valeurs comprises entre 13,5°C et 29,5°C et une moyenne de
19,75 + 7,25°C dans la station 1. Elle est entre 11 ,5°C et 25°C avec une moyenne de 18,08
+ 6,71°C pour la station 2. Dans la station 3 les valeurs sont comprises entre 12,5°C et 28,5°C
avec une moyenne de 19,66 + 6,58°C (Figure N°16).

Les valeurs de la température mesurées dans les ecaux de 1’oued Mazafran sont acceptables

car elles restent en dessous de la norme fixée par I’OMS (2004) qui est 30°C.

35

30

e y ——

(G 7
o
%}
= 20
g 15
= — —s2
# 10 S3
5
0
Janvier Février  Mars Avril Mai Juin o
Mois

Figure 16 : Variation mensuelle de la température

Selon LAIDANI et al. (2009), la température des eaux superficielles est influencée
par la température de ’air et ceci d’autant plus que leur origine est moins profonde. Sa
variation dépend essentiellement des phénoménes climatiques (AMINOT et CHAUSSE-
PIED, 1983).
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Résultats et discussion ETUDE EXPERIMENTALE

L’¢lévation de la température s’accompagne toujours d’une modification des
propriétés de I’eau, car elle agit sur la densité, la viscosité, la solubilité des gaz dans ’eau, la
dissociation des sels dissous, le pH, de méme que sur les réactions chimiques et biochimiques
ainsi que sur le développement et la croissance des organismes vivant dans 1’eau et

particulierement les microorganismes (WHO, 1987).

% Potentiel d’Hydrogene

Habituellement, les valeurs du pH se situent entre 6 et 8,5 dans les eaux naturelles
(CHAPMAN et KIMSTACH, 1996).

D’apreés la Figure 17, les valeurs observées dans toutes les stations d’étude de 1’oued
Mazafran révelent que le pH est faiblement alcalin et varie entre 7,4 et 8,05 avec une
moyenne de 7,82 + 0,23 dans la station 1, entre 7,5 et 8,02 avec une moyenne de 7,77 £ 0,18

dans la station 2 et entre 7,5 et 7,7 avec une moyenne de 7,62 + 0,096 dans la station 3.

Ces valeurs sont conformes a la norme algérienne préconisée par le JORA (2011) qui
est 6,5 < pH> 9. Les valeurs sont généralement comprises entre les limites adéquates pour

I’eau et pour la vie aquatique.
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Figure 17 : Variations mensuelles du pH.

Ce paramétre conditionne 1’équilibre physico-chimique, et deépend de facteurs
multiples, dont la température et 1'origine de ’eau (CHAPMAND et KIMSTACH, 1996). La
diminution du pH résulte de I’activité bactérienne et de la décomposition de la matiére
organique (ANSA-ASAREET et al., 1999; NEAL et al., 2000).
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Résultats et discussion ETUDE EXPERIMENTALE

% Conductivité électrique

Les eaux dans notre zone d’étude ont une conductivité qui varie selon les stations. Les
valeurs sont comprises entre 561 uS/cm et 702uS/cm pour les eaux de la station 1 avec une
moyenne de 663,25 88 + 59,88 uS/cm. Concernant la station 2, les valeurs sont comprises
entre 841,5 uS/cm et 1351uS/cm avec une valeur moyenne de 1076,58 + 228,34 uS/cm. Les
eaux échantillonnées dans la station 3, présentent des valeurs entre 910 puS/cm et 1485 uS/cm
et une valeur moyenne de 1214,83 + 278,34 uS/cm.

D’aprés RODIER et al., (2009), une conductivité supérieure a 666 puS/cm implique
une minéralisation importante des eaux et c’est le cas de la majorité des sites échantillonnés.
Il est a noter que les valeurs de la conductivité dans cette étude sont plus importantes en
période de secheresse (correspondant a une minéralisation élevée) qu'apres les fortes
précipitations (Figure N° 18).

L’augmentation de la conductivité durant la période chaude peut étre liée d’une part au
faible débit de 1’oued. Par contre, les valeurs minimales enregistrées durant la période d’hiver
pourraient étre attribuées aux précipitations qui ont entrainé un phénomene de dilution des
eaux.

Ces valeurs restent en dessous de la norme fixée par le JORA (2011) qui est de 2800

uS/cm.
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Figure 18: Variations mensuelles de la conductivité électrique.

La mesure de la conductivité permet d’apprécier la quantité de sels dissous dans 1’eau.
Elle change en fonction de la température de 1’eau ainsi elle est plus importante quand celle-
ci est élevée (PESCOD, 1985 ; RODIER et al., 1984). C’est le cas de nos résultats.
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« Turbidité
Les eaux de 1I’oued échantillonné possédent une turbidité qui varie selon les stations.
Des valeurs comprises entre 14,7 NTU et 49,5NTU sont notées dans la station 1 avec une
moyenne de 31.28 + 14,07, la station 2 présente des valeurs entre 15,5NTU et 40,25 et une
valeur moyenne de 27,61 = 9,87. Concernant la station 3, les valeurs sont comprises entre et
12,5 NTU et 23,5 NTU avec une valeur moyenne de 19 + 4,11 NTU (Figure N°19).

Les mois de Mars et Avril ont été caractérisés par une forte pluviosité ou la turbidité a
atteint 49,5 NTU. Ce qui nous laisse supposer qu’en saison séche, la turbidité est plus faible
que durant la saison pluvieuse ou 1’apport des eaux de ruissellement augmente la turbidité de
I’eau. D’aprés BEHAR (1997), c’est un indicateur important d’érosion, en général, la
turbidité augmente fortement pendant et aprés une pluie.
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Figure 19 : Variations mensuelles de la turbidité.

% Oxygene dissous

L'oxygéne présent dans 1’cau est le résultat des échanges entre l'atmosphere et la
surface de I'eau ainsi que de I'activité photosynthétique (ALZIEU, 1989).

La teneur de l'oxygene dissous des eaux de 1’oued varie entre 1,46 mg d’Oy/l et
6,02mg d’O,/l avec une moyenne de 2,78 + 1,82mg d’O,/l dans la station 1, entre 2 ,28mg
d’Oa/l et 6,4mg d’O,/l avec une valeur moyenne de 3,67 + 1,54mg d’O,/I dans la station 2 et
entre 0,75mg d’O-/l et 5,63mg d’O,/l avec une moyenne de 2,16 + 1,88mg d’O,/l dans la
station 3 (Figure N°20).

Les valeurs de I’0OD des trois stations ne sont pas conformes avec la norme fixée par
I’OMS (2004) qui est > 5 mg d’O/I.
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Figure 20 : Variations mensuelles de I‘OD.

La teneur en oxygene dissous peut subir des variations importantes. Elle dépend de la
température et de la salinité de I'eau, de la pression et de la température de I'air (BURNS et

SLIOT, 1986). Une eau froide contient une plus grande quantité d’oxygéne dissous qu’une

eau chaude (HEBERT et LEGARE, 2000).

11.1.2.Parameétres de minéralisation globale

% Sulfates

Les valeurs des sulfate enregistrées sont tres importantes pendant la période hivernale
(Février et Mars) dans les eaux de 1’oued Mazafran,. Ces derniéres varient entre 9,8mg/| et
410,3mg/l avec une moyenne de 122,35 + 172,72mg/l dans la station 1. Elles fluctuent entre
15,5mg/let 462,125mg/l avec une moyenne de 174,69 + 181 ,52mg/I dans la station 2. Dans la
station 3, les valeurs sont comprises entre 13,02mg/let 451,35mg/l avec une moyenne de
159,03 + 186,82mg/l (Figure N°21).

Ces fortes teneurs en sulfates dans la zone d'étude peuvent étre expliquées par la
nature des roches du lit de Il'oued et I'apport pluviométrique qui augmente en hiver le
phénoméne de I'érosion de I'amont vers I'aval de 1’oued.

Globalement, les valeurs sont en conformités a la norme fixée par le JORA (2011) qui
est <400 mg/I.
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Figure 21 : Variation mensuelle des sulfates

Les origines naturelles des sulfates sont I'eau de pluie et la mise en solution de roches
sédimentaires évaporitiques, notamment le gypse du sulfate de calcium (CaSO4), mais
également de la pyrite du disulfure de fer (FeS,) et plus rarement de roches magmatiques
(galene, blende, pyrite).

Les origines anthropiques sont la combustion de charbon et de pétrole qui entraine une
production importante de sulfures (qu'on retrouve dans les pluies), et l'utilisation d'engrais
chimiques et de lessive (BARRY, 1989).

% Calcium et Magnésium
Le calcium et le magnésium sont des éléments indispensables a la vie, ils nous
renseignent sur la productivité de I’eau, et jouent un rOle dans la respiration et la
photosynthése. Ils peuvent étre d’origine naturelle (dissolution des roches), ou industrielle

(GAUJOUS, 1995).

Les valeurs de calcium varient entre 74,09mg/l et 90mg/l avec une moyenne de 82,09
+ 7mg/l dans la station 1, entre 76,69mg/let 128,16mg/l avec une moyenne de 102,27 +
23,06mg/l dans la station 2 et entre 92,18mg/let 140,28mg/l avec une moyenne de 115,53 +
21,43mg/l dans la station 3.
C’est dans la station S3 que nous avons enregistré les teneurs les plus élevées (Figure
N°22). Mais, elles restent toujours inférieures aux normes fixées par le JORA (1993) qui est
<200 mg/l.
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D’apres la figure N°23, les valeurs de magnésium des eaux de I’oued Mazafran varient
entre 8,64mg/l et 30mg/l avec une moyenne de 22,14 + 7,5mg/l dans la station 1, entre
20,16mg/let 49,2mg/l avec une moyenne de 38,16 + 11,91mg/l dans la station 2 et entre
25,92mg/let 68,4mg/l avec une moyenne de 47,72 + 16,56mg/l dans la station 3. Globalement,
les valeurs des trois stations, sont en conformité avec les normes d’OMS (2004) (50 mg/l).

Les concentrations en calcium et magnésium mesurées augmentent de I’amont vers
I’aval dans I’oued Mazafran (S1 vers S3).
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Figure 22 : Variation mensuelle du calcium. Figure 23: Variation mensuelle du magnésium.

11.1.3.Parameétres de pollution
% Azote ammoniacal

L’azote ammoniacal constitue un des maillons du cycle complexe de I’azote dans son

état primitif. C’est un gaz soluble dans I’eau (CHAPMAN et al, 1996).

Les teneurs de l'azote ammoniacal enregistrées pendant la saison séche sont plus
importantes que celles trouvées pendant la saison des pluies. Elles varient entre 0,65 mg/l et
6,75 mg/l avec une moyenne de 3,34 mg /I + 2,34 mg /I pour la station 1 et entre 0,61mg /I et
7,25 mg /l avec une moyenne de 3,38 mg /I £ 2,86 mg/l pour la station 3.

Concernant la station 2, les valeurs sont comprises entre et 0,87 mg /l et 8,5 mg /I avec
une valeur moyenne de 4,52 + 3,17 mg/l. Cette augmentation peut étre expliquée par
I’existence des contacts entre les déchets ou les affluents des rejets domestiques (urée) et les

ruissellements des rejets urbains qui sont rejetés directement dans cette station (Figure N°
24).
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Les résultats obtenus sont supérieurs a la norme fixée par le JORA (2011) qui est de
4mg/| (Figure N° 25).

Figure 24 : Rejets domestiques et urbains dans la deuxiéme Station (Koléa).
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Figure 25: Variation mensuelle de I’azote ammoniacal

L’azote ammoniacal constitue un bon indicateur de la pollution des cours d’eau par les
effluents urbains (CHAPMAN, 1996). Il peut avoir pour origine : la matiére végeétale des

cours d’eau, la matiere organique animale ou humaine, les rejets industriels et les engrais
(RODIER et al., 2005).

«» Nitrites et Nitrates

Les nitrites sont considérés comme étant des ions intermédiaires entre les nitrates et
I’azote ammoniacal (RODIER et al., 1984).
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Les valeurs des nitrites sont tres variables dans 1’espace et dans le temps et sont
parfois élevées. La saison seche a enregistré des teneurs plus importantes que la saison

pluviale.

Pour la station 1, elles varient entre un minimum de 0,48 mg/l et maximum de 0,95
mg/l avec une moyenne de 0,73 + 0,15 mg /l. Dans la station 3, les valeurs oscillent entre

0,027 mg/l et 0,81 mg /I avec une moyenne de 0,314 + 0,31mg/I.

Concernant la station 2, les valeurs sont comprises entre et 0,51 mg /I et 1,45 mg /I
avec une valeur moyenne de 1,06 = 0,39 mg/l (voir Tableau Il). Ceci peut étre lié aux rejets
des eaux usées domestiques dans 1’oued. Ainsi, la présence des nitrites (NO;). peut étre
expliquée, par une oxydation partielle de 1’azote ammoniacal (NH4"), ou par une réduction
des ions nitrates (NO3"). Ces deux polluants pourraient provenir initialement de la présence
d’engrais chimiques et naturels, ou d’une forte activité bactérienne (Voir Tableau I).Les
valeurs des nitrites sont supérieures a la norme fixée par OMS (2004) qui est 0,1 ml/I.

Selon RODIER et al., (2009),Une eau qui renferme des nitrites est considérée comme
suspecte car il lui est souvent associé une detérioration de la qualité microbiologique.
Cependant, Les eaux en contact avec certains terrains ou conduites peuvent contenir des
nitrites indépendamment de toute souillure (CEBRON, 2004).

Les nitrates résultent de I'oxydation des nitrites par des bactéries (nitrobacter) lors de
la réaction de nitratation (AMINOT et CHAUSSE-PIED, 1983). Les eaux de l'oued
Mazafran présentent des teneurs faibles en nitrates dans les eaux échantillonnées des trois
stations. Les valeurs enregistrées sont comprises entre un minimum de 0,5 mg/l dans la 3*™
station et un maximum de 2,49 mg/l dans la 2°™ station (voir Tableau ).

Les teneurs en nitrates enregistrées sont inférieures a la teneur préconisée (50 mg/l)
par ’OMS (2004) et le JORA (2011).

Les sources de nitrates dans lI'eau comprennent les matiéres animales et végétales en
décomposition, les engrais agricoles, le fumier, les eaux usées domestiques et les formations
géologiques contenant des composes azotes solubles (ADAM, 1980 ; EGBOKA, 1984).
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Tableau N°I1 : Résultats des analyses des nitrates et nitrates (mg/l) pour les trois stations.

Nitrates Nitrites
Min | Max | Moy | Ecart- |Min Max | Moy | Ecart | Norme (mg/l)
type -type
Station 1 1 204 | 142 0,36 | 0,48 | 0,95 | 0,73 | 0,15 50 0,1
Station2 | 0,65 | 249 | 1,64 | 0,63 | 051 | 1,45 | 106 | 039 | = | ©
Station 3 05| 193 |128| 05 | 016 | 0,81 | 0,40 | 0,24

% Orthophosphates

JORA(2011) Y et OMS (2004) ©@.

D’aprés la figure 26, les valeurs des orthophosphates des eaux de I’oued Mazafran suivent

une variation spatiale marquée relativement par une tendance a 1’augmentation en période

seche. Elles varient entre 0,1mg/l et 1,3mg/l avec une moyenne de 0,58 + 0,51mg/l dans la

station 1 et fluctuent entre 0,15mg/l et 1,51mg/l avec une moyenne de 0,79 + 0,58mg/l dans la

station 2. Dans la station 3, les valeurs sont comprises entre 0,19mg/l et 1 ,35mg/l avec une

moyenne de 0,87 £ 0,42 mg/I.
Ces résultats sont supérieurs aux normes fixées par I’OMS (2004) et le JORA (1993)
qui est 0,2 mg/l et 0,5 mg/l.
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Figure N° 26: Variation mensuelle des Orthophosphates.

Ces résultats sont semblables a ceux de MAKHOUKH et al., (2011) dans son étude sur

les eaux de 1’oued Moulouya au Maroc. Dans notre étude, cette disponibilité en
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orthophosphates a été expliquéee par les rejets urbains des agglomérations avoisinantes et le
relargage du phosphore piégé en grande quantité dans les seédiments.

Le phosphore représente un eélément biogene indispensable a la croissance des algues.
Les teneurs élevees de cet élément dans les eaux de surface peuvent entrainer leur
eutrophisation (VILAIN, 1989).Leurs variations saisonniéres serait due d’une part aux
sources agricoles et domestiques (NEAL et al., 2000 ; JONNALAGADDA et MHERE,
2001; PETRY et al., 2002) et d’autre part a la libération du phosphore stocké dans les
sédiments suite aux interactions entre 1’eau et les sédiments(NEAL et al., 2000 ; BOWES et
HOUSE, 2001).

% Demande Chimique en Oxygene (DCO) et Demande Biologique en Oxygene
(DBO)

Pour la DCO, les valeurs enregistrées varient entre 14,5mg d’O,/l et 92,89 mg d’O,/I
avec une moyenne de 44,7 mg d’O-/l £ 32,95 mg d’O,/I dans la station 1 et entre 14,8 mg
d’O/l et 75,17 mg d’O,/l avec une moyenne de 40,06 mg d’O,/l £ 18 mg d’O,/l dans la
station 2. Dans la station 3, les valeurs sont comprises entre 6,5 mg d’O-/l et 14,1 mg d’O,/I
avec une moyenne de 29,5 mg d’O,/l = 29 mg d’O,/l (Voir Tableau n° 111).Ces résultats sont
supérieurs aux normes fixées par JORA (2011) qui est <30 mg d’O4/I.

Pour la DBO, les valeurs enregistrées sont comprises entre un minimum de 1,5 mg
d’0/I dans la station 3 et un maximum de 26,29 mg d’O/I dans la 1° station, avec une
moyenne de 8,02+ 1,94 mg d’O,/l mg/l pour les trois stations (Voire Tableau N°II1).

La détermination de la DBO a pour but d’évaluer la nuisance due a la consommation
de ’oxygene provoqué par le rejet des matieres organiques biodégradables dans le milieu
naturel (REJSEK, 2002).

Tableau N°111: Résultats des analyses de la DCO et DBOs (mg d’O>/l) pour les trois
stations.

DCO DBOs

Min | Max | Moy | Ecart- | Min Max | Moy | Ecart- | Norme (mg/l)
type type

Station 1 14519289 | 44,7 | 3295 | 25 | 26,29 | 991 | 9,25 30 7

Station 2 148 [ 7517 | 4006 | 18 | 1,95 | 2131 | 812 | 728 | (1) (1)

Station 3 6,5 [ 8205| 295 29 1,5 17,1 | 6,03 6

JORA (2011) .
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Les valeurs ¢levées de la DCO et la DBO est un signe d’une pollution chimique et
organique qui peut étre di aux rejets domestiques et aux affluents des industries qui sont
riches en matiéres organiques et en substances nutritives provenant des agglomérations
urbaines : Attatba, Berbessa, Oued El-Alleug et Koléa .Ce qui provoque un accroissement

considérable de la charge organique des eaux superficielles dans un espace restreint.

% Rapport DCO/DBOs

Les résultats obtenus sont présentés dans le tableau n° IV. Toutes les valeurs obtenues
en calculant le rapport DCO/DBOssont entre 3 a 5, ce qui confirme que les eaux usées regues

au niveau de 1’oued Mazafran sont moyennement biodégradables.

Tableau N°1V : Résultats obtenus pour le rapport DCO/DBOs

DCO/DBOs (mg d’0; /1)

Moy DCO Moy DBO DCO/DBOs
S1 44,7 9,91 451
S2 40,06 8,12 4,93
S3 29,5 6,03 4,89

% Matiere organique (M.O)

D'aprées DUSSAR (1966), les matiéres organiques dans les eaux représentent elles
méme une source essentielle de substances nutritives directement utilisables par la plupart des

organismes.

Les valeurs de la matiére organique enregistrées oscillent entre 13,05mg/l et 29,5mg/I
avec une moyenne de 21,27 + 7,14mg/l dans la station 1 et entre 11,11mg/l et 39,6mg/l avec
une moyenne de 23,83 + 11,73mg/l pour la station 2. Dans la station 3, les valeurs sont
comprises entre 11,92mg/let 42,66mg/l avec une moyenne de 25,08 + 13,56 mg/l. (Voir
Tableau N°V). Ces résultats sont supérieurs aux normes fixées par le JORA (2011) et
1’OMS (2004) qui est <5 mg/I.

Selon les saisons, nous avons enregistré une augmentation des teneurs durant la saison
seche par rapport a la saison pluviale. L’augmentation des teneurs en M.O peut étre expliquée

par I’existence des rejets domestiques, de méme que les activités agricoles et industrielles, qui
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constituent une source importante de matiére organique. Ainsi, 1’Oued Mazafran se

caractérise par la présence des especes végétales et une faune riche et diversifiee.

Selon NKAMBULE et al.(2008), dans les eaux naturelles, les matieres organiques

proviennent naturellement de la décomposition de la flore et de la faune aquatique.

Tableau N°V: Résultats obtenus pour la matiére organique

M.O mg/I

Min Max Moyenne Ecart-type Norme
Station 1 13,05 29,5 21,27 7,14 5}
Station 2 11,11 39,6 23,83 11,73
Station 3 11,92 42,66 25,08 13,56
OMS (2004).

I1.1.4.Parametres indésirables

s Fer
Les valeurs du fer pour la station 1 varient entre 0,37 mg/l et 1 mg/l avec une moyenne
de 0,62 + 0,78 mg/l et entre 0,5 mg/l et 1,2 mg/l avec une moyenne de 0,72 £ 0,28mg/l dans

la station 2. Dans la station 3, les valeurs sont comprises entre 0,25 mg/l et 1,5 mg/l avec une

moyenne de 1,01 = 0,5 mg/l (Voir Tableau N°V1).

Les valeurs de fer sont légerement supérieures aux normes fixées par le JORA (2011)

et ’OMS (2004) qui est de 1 mg/I.
Tableau N°VI: Résultats obtenus pour le Fer

Fer (mg/l)

Min Max Moyenne Ecart-type Norme
Station 1 0,37 1 0,62 0,78 1
Station 2 0,5 1,2 0,72 0,28
Station 3 0,25 1,5 1,01 0,5
JORA (2011) et OMS (2004).
()
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L'évolution spatiale des teneurs du fer suit un gradient croissant de 1’amont S1 vers
I’aval S3. Sa présence peut étre expliquée par I’existence des effluents d'égouts et de la
corrosion des canalisations métallique ainsi qu'aux rejets des secteurs industriels qui traitent le
fer dans la zone industrielle de Mazafran « usine Robinetterie industrielle Maktaa Kheira

Koléa".

11.2. Résultats des analyses microbiologiques

Les résultats des analyses microbiologiques des eaux de surface échantillonnées dans

les trois stations de 1’oued Mazafran sont consignés dans le Tableau VIII en annexe II.

11.2.1.Germes indicateurs de contamination fécale

% Coliformes totaux (CT)

Les coliformes totaux constituent un groupe hétérogéne de bactéries d’origine fécale et
environnementale. D’aprés la figure n° 27, les eaux de ’Oued Mazafran sont caractérisées par
une présence importante en coliformes totaux comprise entre 5500 et 45500 UFC/100 ml avec
une moyenne de 23487,5 + 15313,63 UFC/100 ml dans la station 1 et entre 4200 et 38000
UFC/100 ml avec une moyenne de 18434,83 + 12890,95 UFC/100 ml pour la station 2. Dans
la station 3, leur nombre est compris entre 5000 et 47000UFC/100 avec une moyenne de
23605,83 £+ 16263,70UFC/100 ml.

Ces concentrations élevées en coliformes totaux, avec une augmentation importante
observée dans la période seche peuvent étre due a la présence des matiéres organiques et
I’élévation de la tempeérature qui accélere la multiplication et le développement des bactéries.
Selon SEVRINRE YSSAC et al ., (1995), la charge bactérienne est due a I'enrichissement
des eaux par la matiere organique, a I'abondance de I'oxygéne dissout et a la température

modérée qui rend le milieu favorable au développement bactérien.

Par contre, leur présence est faible au cours de la période froide (hiver) et cette

diminution réside dans la dilution des eaux par I’apport des eaux pluviales.

En plus dans la station S3, on assiste a une Iégere élévation de la charge en CT qui

résulte de 1'accumulation de la pollution microbienne de I’amont vers lI'aval (embouchure).

Ces teneurs élevées restent inférieurs aux normes fixées par I’OMS (2004) et le JORA
(1992) qui est < 50000 UFC/100ml.
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Figure 27: Variation mensuelle des coliformes totaux.
¢+ Coliformes fécaux CF

Les concentrations en CF des eaux de 1’oued Mazafran sont importantes. Elles oscillent
entre 900 et 7500 UFC/100 ml avec une moyenne de 4003,33 + 2529,96 UFC/100 ml dans la
station 1 et entre 1100 et 8500 UFC/100 ml avec une moyenne de 4608,33 + 2828,48
UFC/100 ml dans la station 2. Dans la station 3, leur nombre est compris entre 1500 et 9500
UFC/100 avec une moyenne de 5250 + 3007,07 UFC/100 (figure N° 28).

La concentration observée de ces indicateurs fécaux est due d’une part aux déjections
d’origine animale ou humaine et la présence des mammiféres (mouton, caprins, chiens etc...)
et d’autre part aux rejets d'eaux usées domestiques non traitées dans 1’oued ainsi que les
débordements des réseaux d’égouts par temps de pluie (figure N° 29). Selon ’OMS (1997),
les coliformes fécaux sont des indicateurs de contamination fécale des eaux. On les retrouve
dans les eaux d'égouts ainsi que dans toutes les eaux naturelles et les sols ayant subi une

contamination fécale récente.

Ces valeurs restent conforme aux normes des eaux de surface fixées par 1’OMS (2004)
etle JORA (1992) qui est < 20000 UFC/100ml.
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Figure 28: Variation mensuelle des coliformes fécaux.

Figure 29 : Origine de la pollution organique de 1’Oued Mazafran.

La présence de ces indicateurs fécaux s’expliquera par le fait que ces germes ont trouveé
les conditions du milieu favorables pour se multiplier (richesse en matiéres organiques
biodégradables, température...) comme 1’ont déja signalé de nombreux auteurs dans leurs
travaux citons ceux de LARPENT et LARPENT-GOURGANT (1997); RODIER(1996) et
HASLAY et LECLERC (1993).

+» Streptocoques Fécaux (SF)

Solon GAUJOUS, (1995), ce sont des témoins de contamination fécale assez
résistants, méme dans les milieux salés. lls peuvent aussi se multiplier dans les milieux
présentant des pH allant jusqu'a 9.6, on peut par conséquent les utiliser comme indicateurs

d'organismes pathogenes qui ont une resistance similaire a un pH élevé (PNUE/OMS, 1977).
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La concentration elevée en Streptocoques fecaux est due a la dessiccation et leur capacité a
persister plus long temps dans I’eau (GLEESOW et GRAY, 1997).

D’aprés la figure n°30, les concentrations des Streptocoques fécaux sont moins
importantes que celles notées pour les coliformes totaux et fécaux et les valeurs varient entre
1010 et 7215 UFC/100 ml avec une moyenne de 3265,16 + 2512,13 UFC/100 ml dans la
station 1, entre 775 et 6585 UFC/100 ml avec une moyenne de 2918,16 + 2377,40 UFC/100
ml pour la station 2 et entre 1210 et 8297 UFC/100 avec une moyenne de 4193,5 + 3245 ,21
UFC/100 dans la station 3. Ces bactéries sont communément utilisées pour identifier une
pollution d’origine fécale. Leur prolifération est due au déversement des matiéres organiques
et des substances nutritives azotées (RODIER et al.,, 1984).
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SF (UFC/100 ml)

Javier ~ Février  Mars  Avril Mai Juin  Mois

Figure 30: Variation mensuelle des Streptocoques fécaux

Les stations présentent des concentrations plus importantes pendant les derniers mois
ou une diminution du débit d’eau a été constatée au cours de nos sorties sur terrain. Selon
EL-ADDOULL et al., (2009), les concentrations des streptocoques fécaux les plus élevées
sont enregistrées en été et en automne par contre la diminution du nombre des Streptocoques

fécaux est observée au printemps et en hiver .

Ces valeurs restent conforme aux normes des eaux de surface fixées par I’OMS
(2004) et le JORA (1992) qui est <10000 UFC/100ml.
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+ Anaérobies sulfito-réducteurs (ASR)

Les spores d’anaérobie sulfito-réducteurs sont extrémement persistantes dans
I’environnement et résistantes aux processus de désinfection de 1’eau. Par conséquent, leur
valeur comme indicateur de contamination fécale a été mise en doute car les spores pourraient
se trouver naturellement dans I’environnement OU représenter une source ancienne de
contamination fécale (PITKANEN, 2010).

Les résultats de la recherche et du dénombrement des ASR ont montré que le nombre
de spores dans les eaux de 1’oued oscillent entre 20 et 560 spores/20 ml avec une moyenne de
261,66 + 225,69spores/20 ml dans la station 1 et entre 30 et 620spores/20 ml avec une
moyenne de 298,33 £ 250,55spores/20 ml pour la station 2. Dans la station 3, les valeurs sont
comprises entre 60 et 850spores/20 ml avec une moyenne de 445+ 334,94spores/20 ml (Voir
figure N°31).

Ces valeurs sont nettement supérieures aux normes des eaux de surface fixées par
I’OMS (2004) et JORA (1992) qui est 00 Spores/20ml.
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Figure N° 31: Variation mensuelle des ASR

Les concentrations élevées en ASR durant la période pluviale et leur chute en période
seche sont dues aux eaux de ruissellement qui mobilisent les dépdts sur les sols et peuvent
aussi étre a 1’origine d’un phénoméne de lessivage. Selon RODIER et al., (1996), les
bactéries d’origine environnementale se développent principalement a des températures

basses.
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11.2.2.Germes pathogénes

7

«» Salmonelles et vibrions

Durant cette étude, ce qui retient notre attention est 1’absence totale des germes
pathogénes. Aucun prélévement ne s’est révélé positif ni pour les bactéries du genre
Salmonella ni pour I’espéce Vibrio cholerae (Tableau VII en annexe 11). Cette absence a été
déja mentionnée dans d'autres études similaires citons celles ’ABOULKACEM et al.,
(2007) et d’EL ADDOULI et al.,(2011).

Selon ABOULKACEM et al., (2007), ceci peut étre expliqué soit par 1’absence des
porteurs asymptomatiques dans la population habitante dans cette région, soit par la difficulté
de recherche de ces germes du fait que leur nombre est trés faible par rapport aux germes
banals.

I1.3.Résultats de ’antibiorésistance
La recherche sur ’antibiorésistance d’Escherichia coli obtenus au cours de cette étude
a permis de donner un apercu sur le profil de I'antibiogramme d’E. coli présentes dans

I’oued.

11.3.1.1solement et identification d'E. coli

Sur les 25 isolats recueillis a partir des cultures des coliformes fécaux, aprés isolement
et identification biochimique, 18 isolats se sont révélés des E. coli (72%) et 2 autres genres
appartiennent aux coliformes fécaux, il s’agit d’Enterobacter et de Klebsiella (28%) (Figure
N° 32).

H Autres (Enterobacter et
Klebsiella)

HE.col

Figure N° 32: Répartition d’E.coli avec d’autres souches.
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I1.3.1.Résultats de ’antibiogramme

Nous avons effectue durant cette étude des antibiogrammes correspondant a dix huit
souches d’E. coli, afin de déterminer sa sensibilité vis-a-vis de dix antibiotiques réparties
entre les béta-lactamines (B-lactamines) et d’autres familles d’ATB, les résultats obtenus sont
présentés dans le tableau N° 1X en annexe II.

Nous avons noté que les souches d’E. coli isolées sont tres sensibles (100%) vis-a-vis
des antibiotiques suivants : Amikacine (AK 30), Céfotaxime (CTX 30), Céfoxitine (FOX 30),
et Imipénéme (IMP 10). Un faible taux de résistance de 5,55 % a été observé vis-a-vis de la
Céfalotine (CZN 30) et de 11,11 % vis a vis de la Ciprofloxacine (CIP 5) et du
Chloramphénicol (CHL 30).

D’apres la figure 33, un pourcentage de résistance plus au moins élevée est obtenu vis
a vis de la Colistine (CL 25) (44,44 %), Amoxicilline + Acide Clavulanique (AMC 20/10) et
Ampicilline /Amoxiciline (AMP 10) (39,88 %) par rapport aux autres antibiotiques.
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Figure N°33 : Pourcentage de la sensibilité et la résistance d’E. coli vis-a-vis des
antibiotiques testes (n=18)

Nous avons noté qu’aucune souche n’a montré une image de synergie entre les

céphalosporines de 3™

négative (BLSE") (Voir photos N°: Figure 34).

génération et 1’acide Clavulanique traduisant ainsi une BLSE
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Figure N°34 : Antibiogrammes des souches d’E.coli

L’absence de souches résistantes dans cette d’étude peut étre expliquée par 1’absence
totale de rejets d’effluents des eaux usées hospitaliers dans 1'oued qui sont I’'une des sources
de contamination en antibiotiques et en bactéries fécales résistantes. La zone est également
pauvre en industries pharmaceutiques responsables de rejets de nombreux antibiotiques dans
les cours d’eau récepteur. En effet, selon DOLEJSKA et al., (2011) et LARSSON et al.,
(2007), les sources d'antibiotiques et autres agents antimicrobiens dans I'environnement sont
les eaux usées humaines (principalement les effluents hospitaliers), I'élevage intensif, et les

déchets de la fabrication de produits pharmaceutiques.

En se référent aux travaux de PASSERAT et SERVAIS (2009) sur les riviéres du
bassin de la Seine en France, les eaux usées hospitaliéres seraient principalement a 1’origine
de la présence de souches d’E. coli antibiorésistantes dans les rivieres. Lorsqu’on s’intéresse
au nombre d’antibiotiques auxquels les isolats résistent, on observe ¢galement une plus forte
multirésistance de souches d’origine hospitaliére. Celle-ci se manifeste d’une part au niveau
de la fréquence des souches multirésistantes : 64 % des isolats d’effluents hospitaliers

résistent a au moins deux antibiotiques contre 34 % dans les eaux usées municipales.

Le pourcentage d’isolats d’E. coli résistants a divers antibiotiques dans les effluents
hospitaliers, domestiques et les rivieres montrent que les E. coli isolées des rivieres sont en

majorité plus sensibles ou plus résistantes mais avec de trés faibles pourcentages.
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Car selon HAENN et al., (2007), les souches des effluents hospitaliers résistent a des

concentrations en antibiotiques plus élevées encore que celles des eaux usées municipales.

Dans I’environnement aquatique, de nombreuses études réalisées partout dans le
monde dont les plus récentes ont montré que les entérobactéries notamment Escherichia coli,
Enterobacter et Salmonella sont souvent isolées des eaux de rivieres, des eaux usée et méme
d’eau potable, et présentent généralement un taux de résistance aux antibiotiques de plus en
plus inquiétant (NIEMI et al., 1983 ; BOON et CATTANACH, 1999 ; LAZAR et al.,
2002).

Il a été remarqué que les bactéries isolées des eaux les plus polluées présentaient des
taux de résistance les plus élevés, comparés a ceux des souches d’origine hospitaliére (BELL,

1978 ; GOYAL et al., 1979 ; HAACK,2003 ; CARDONHA et al.,2004).

Il est difficile d’établir de comparaisons directes avec nos résultats, en raison de

différences dans les conditions de milieu d’étude ainsi que dans les antibiotiques étudiés.
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. MATERIEL ET METHODES

Cette etude expérimentale réalisée sur une période de six mois de Janvier 2015 a Juin
2015 a raison d’un prélévement par mois, a porté sur la caractérisation de la qualité physico-
chimique et microbiologique des échantillons d’eau provenant de trois stations situées tout le
long de I'Oued Mazafran (Wilayas de Blida et de Tipaza).

Les analyses physico-chimiques et microbiologiques ont été effectuées au niveau des
laboratoires suivants : le laboratoire de la Société des Eaux et de 1’Assainissement d'Alger
(SEAAL) et le laboratoire de microbiologie de I’Etablissement Public Hospitalier de
Boufarik.

|.1.Présentation de la zone d’étude

L’oued Mazafran prend naissance a la confluence des oueds Chiffa, Djer et Bou
Roumi, traverse le massif du Sahel et de la plaine de la Mitidja avant de se jeter dans la
Méditerranée, au Nord-Est de Koléa, Douaouda (ANRH , 2007) (Figures 2 ; 3 ; 4).

/\:;LGE
Bir-Mourad-Rais H

‘ 74
Douaouda, \‘\//-\’\/ lf? /;/’
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-Bougara
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/’ Limite de la plaine de Mitidja

eI PEAN0

Limite du Bassin Verssant

/ Oued Principale

/ Affluents

® Commune
Echelle: 0 s

Kilomeétres

Figure N° 2 : Situation géographique de la zone d’étude (ANRH, 2015).
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1.1.1. Contexte géologique

Le secteur d'étude est subdivisé en deux grands ensembles identifies par des

caractéristiques morphologiques et géologiques spécifiques, on distingue :
e Lesahel

Il correspond a un ensemble de collines, formant la limite Nord de la plaine de la

Mitidja ou I’altitude moyenne est de 200 m (I’embouchure de I’Oued Mazafran a Douaouda).
Constitué un facies gréseux et sableux.
e La plaine de la Mitidja

Au Sud du Sahel, elle s’étend sur une grande superficie. Elle est limitée par 1’Atlas
Blidéen au sud. Son altitude moyenne varie de 50 a 100 m. La pente au niveau de la plaine
tend vers zéro ce qui favorise l'infiltration des eaux, 1a ou les conditions géologiques le
permettent. Nous rencontrons les oueds : Chiffa, Bouroumi et oued Djer et la grande partie de
1’Oued Mazafran.

La formation de la plaine de Mitidja comprend des matériaux grossiers, graviers et
galets avec des limons ou des argiles. On rencontre que les terrains bas de la plaine, sont

constituées de limons gris et d’argiles limoneuses.
1.2. Choix des stations de prélevement

Le choix des stations de prélevement a été effectué en fonction de la localisation et de

I’accessibilité de ces derniéres (en amont S1«Chiffa», au milieu S2 «Koléa» et en aval S3

«Douaouda»). Elles sont illustrées par la figure n°3.
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Figure N°3 : Oued Mazafran
(a: Station 1 (S1), b: Station 2 (S2) et c: Station 3 (S3) )

COOSIG earth

Figure 4 : Situation géographique des sites de prélévements au niveau de I’Oued Mazafran

(Google Earth, modifié)

Tableau N°I : Dates et les heures des prélévements

Date des prélevements

Station 1 Station 2 Station 3
10/01/2015 09:30 10:30 11:00
14/02/2015 09:30 10:30 11:00
14/03/2015 09 :00 10 :00 10:30
14/04/2015 09:15 10:15 10 :45
10/05/2015 09 :30 10 :30 11 :00
10/06/2015 09:30 10:30 11:00
(=)
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1.3.Matériel

Le matériel non biologique (appareillage, verrerie, solutions, réactifs et milieux de

culture) est mentionné en annexe V.
I.4.Méthodes

1.4.1. Méthodes d’échantillonnage

L’étape d’échantillonnage influence directement la qualité des résultats obtenus. Il faut
s’assurer de la méthode du prélevement, de la conservation et du transport adéquat des

échantillons.
1.4.1.1.Préléevement

Des prélevements destinés aux analyses ont été effectués a partir des trois stations
d’étude :

e Dans des flacons en plastique, un volume de 1,5 litre est destiné aux analyses physico-
chimiques.
e Dans des flacons en verre stérilisés, un volume de 500 ml et 250 ml sont destinés aux

analyses microbiologiques.

Les échantillons sont transportés dans une glaciere car il est conseillé de garder les
échantillons a une température de 4°C et cela pour ralentir I'activité bactérienne (AMINOT et
CHAUSSEPIED, 1983).

1.4.2. Analyses physico-chimiques

La température a été mesurée in situ a 1’aide d’un thermométre.L’analyse de certains
parameétres a été effectué par dosage , comme celle de ’azote ammoniacal (NH*"), les nitrites
(NO?%), les phosphates (POs%), les nitrates (NO*), les sulfates (SO4%), le fer, la DCO et la

demande biologique en oxygéne (DBOs) ainsi que le titrage de calcium et magnésium.
+ Parametres physiques
o Potentiel d’Hydrogene (pH)

Nous avons suivi le mode opératoire suivant : (Norme I1SO 10523)

e Environ 100ml d’eau a analyser a éte prise.

21

——
| —



Matériel et méthodes ETUDE EXPERIMENTALE

e L’¢lectrode est trompée dans un bécher, préalablement rincé avec 1’eau
distillée et avec 1’échantillon a analyser.

e Lavaleur de pH est notée aprés la stabilisation.

o Conductivité électrique

La détermination est directe a I’aide d’un instrument approprié¢ a la mesure de la
conductivité électrique des solutions aqueuses.
Le mode opératoire est le suivant: (Norme ISO 7888 / NA749)
e Un bécher est rempli avec une quantit¢é d’ecau suffisante pour I’immersion de
I’électrode du conductimétre puis ce dernier est trompe dans le bécher.
e La valeur de la conductivité est notée avec une unité de micro siemens par centimetre
(uS/cm).

o Turbidité (Norme Francaise : T90 - 033)

La détermination de la turbidité est basée sur la comparaison de la lumiere diffusée et
la lumiére transmise par I'échantillon d’eau a 1’aide d’un turbidimétre (HACH 210N).

Pour tout échantillon d'eau, la mesure de la lumiére diffusée et de la lumiére transmise
permet la détection de matieres non dissoutes, absorbant mais diffusant mal, qui passeraient

inapercues par la seule mesure de la lumiére diffusée.

Une cuvette est remplie avec I'échantillon a analyser bien homogénéisé. La valeur de
turbidité est ensuite notée. La mesure est obtenue directement en Nephelometric Turbidity
Unit(NTU).

o Oxygene dissous (I1SO 5814)

La détermination est directe a I’aide d’un instrument approprié. L’oxygéne dissous a été
quantifié par I’'immersion d’une sonde métallique dans 1’eau a analyser.
Le résultat est donné en concentration (milligramme d’Oxygene par litre) ou en taux de

saturation (% d’Oxygene dissous).
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+ Parametres de minéralisation globale

o Dosage du calcium par la méthode titrimétrique a PEDTA

Le titrage des ions calcium se fait avec une solution aqueuse de 1’Ethyléne Diamine Tétra-
Acétique(EDTA) a un pH compris entre 12 et 13. L’indicateur utilisé¢ est le murexide, qui
forme un complexe rose avec le calcium. Lors du titrage, ’EDTA réagit avec les ions
calcium, I’indicateur vire alors de la couleur rose a la couleur violet. Le mode opératoire est le

suivant : (Norme 1SO 6058 NA 1655)

» une quantité de 2 ml de la solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 2N est ajoutée a
50 ml d’eau a analyser.

» une pincée d’indicateur coloré murexide est ajoutée en mélangent le tout.

» le mélange a été titré avec la solution d’EDTA et le virage est atteint lorsque la couleur

devient nettement violette.

Expression des résultats (calcul)

La teneur en calcium, est exprimée en mg/l, est donnée par I’équation suivante :

Ca="=""xfc*1000+F

C1: concentration de la solution EDTA exprimée en mole par litre (0.01M/1).
Vo : volume de la prise d’essai en millilitre (50 ml).

V1: volume de la solution d’EDTA utilisé pour le dosage en millilitre.

A : masse atomique du calcium (40.08).

fc : facteur de correction du titre.

F : facteur de dilution.

o Somme du calcium et du magnésium par la méthode titrimétrique a PEDTA

Le titrage molaire des ions calcium et magnesium se fait avec une solution aqueuse de
I’EDTA a pH 10. L’indicateur utilisé est le noir érichrome, qui donne une couleur rose en
presence des ions calcium et magnésium. Lors du titrage avec ’EDTA, la solution vire au
bleu et s’exprime par le TH (titre hydrotimétrique) ou la dureté. Nous avons procédé selon les

étapes suivantes : (Norme 1SO 6059 NA 752)

» Une quantité de 4 ml de la solution tampon pH 10 est ajoutée a 50 ml d’eau a analyser.
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» une pincée d’indicateur coloré noir érichrome est ajoutée, en remuant le mélange.
» le mélange a été titré immédiatement avec la solution d’EDTA et le virage est atteint
lorsque la couleur devient nettement bleu.

Expression des résultats (Calcul)

La concentration totale en ions calcium et magnésium (Ca*™, Mg*™), est exprimée en

°F. Elle est calculée par la formule suivante :
TH=V2*2*fc* F

TH: dureté exprimée en °F.

V2 : volume d’échantillon dosé en millimétre.
Fc: facteur de correction.

F : facteur de dilution.

o Détermination de la dureté magnésienne [TH (Mg)]

On détermine la dureté calcique par différence :
TH (MQ) = (V1 V ca) x 4, 8 = mg/I.
o Détermination des Sulfates (SO4?%)

Les ions sulfates se précipitent et passent a I'état de sulfate de baryum en présence de Ba
Cla.

Ba Cl, + SO —BaSO4+ 2 CI

Le mode opératoire est le suivant : (Rodier et al., 2005)
e Une quantité de 20 ml d'eau a analyser est prise puis complétée a 100 ml avec de
I'eau distillée.
e Une quantité de 5 ml de la solution stabilisante et 2 ml de chlorure de baryum sont
ajoutées sous agitation pendant 1 mn.
e La lecture s’effectue au spectrophotométre a une longueur d’onde A = 420 nm.
Expression des résultats

La concentration des sulfates est exprimée en milligramme par litre.
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+ Parametres de pollution

o Azote ammoniacal (NH4")

La mesure est spectrométrique (655 nm) du composé bleu formé par réaction de

I'ammonium avec les ions salicylate et hypochlorite en présence de nitroprussiate de sodium.

Le mode opératoire est le suivant : (ISO N°7150)

Une quantité de 4 ml du réactif coloré (1) est ajoutée a40 ml d’eau a analyser.

Une quantité de 4 ml du réactif de dichloroisocyanurate de sodium (II) est rajoutée et
ajusté a 50 ml avec HO distillée.

Apres 1h, ’apparition de la coloration verdatre indique la présence de : NH4*

La lecture a été effectuée au spectrophotomeétre a une longueur d’onde A= 655 nm.

Expression des résultats

Le résultat est donné directement en mg/I.

o Dosage des nitrites (NO2’) par la méthode colorimétrique

Les nitrites réagissent avec le Sulfanilamide pour former un composé diazoique qui, aprées

copulation avec le N1 Naphthyl Ethyléne Diamine Dichloride donne naissance & une

coloration rose dont I’absorbance est mesurée a 543nm.

Le mode opératoire est le suivant : (ISO 5667)

Une quantité de 1 ml de la solution de sulfanilamide a été ajoutée a50 ml d’eau a
analyser.

Une agitation a eu lieu, avec un repos de5min.

Une quantité de 1 ml de la solution d’EDTA dichlorhydrate N — (1-Naphtyl-)-
éthylenediamine est rajoutée avec une faible agitation, avec un repos de 10min.
L’apparition de la coloration rose indique la présence des nitrites NO>".

La lecture a été effectuée a I’aide d’un spectrophotomeétre a une longueur d’onde de
543 nm.

Expression des résultats

Le résultat est donné directement en mg/I.
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o Dosage des nitrates (NOs) par la méthode de salicylate de sodium

En présence de salicylate de sodium, les nitrates donnent du paranitrosonylate de sodium

coloré en jaune et susceptible a un dosage colorimétrique. Les étapes du mode opératoire
sont : (NF T90-012)

Deux a trois gouttes de NaOH a 30 % sont ajoutés a 10 ml de I'échantillon a analyser.
Une quantité de 1 ml de salicylate de sodium a 0,5 % a été rajoutée.

Le mélange a été évaporé a sec au bain marie ou a l'étuve 75 - 88° C et laisse
refroidir.

Le résidu est repris avec I’ajout de 2 ml d’acide sulfurique H2SOstout en laissant
reposer 10 min.

Une quantité de 15 ml d'eau distillée est ajoutée puis une quantité de 15 ml de tartrate
double de sodium et de potassium a été rajoutée.

La lecture est effectuée au spectrophotometre a une longueur d’onde de 415 nm.

Expression des résultats

Le résultat est donné directement en mg/I.

o Orthophosphates (PO4+%)

Il 'y a formation d'un complexe avec le molybdate d'ammonium et le tartrate double

d'antimoine et de potassium en milieu acide. Réduction par I'acide ascorbigue en un complexe

coloré en bleu qui présente deux valeurs maximales d'absorption I'une vers 700 nm et 1'autre

plus importante a 880 nm. Nous avons procédé selon les étapes suivantes : (ISO N° 6878)

Une quantité de 1 ml acide ascorbique et 2 ml du heptamolybdate d’ammonium sont
ajoutés a 40 ml d'eau a analyser.
Une agitation de quelques secondes a eu lieu, en attendant 10 min pour le virement de
couleur.
> Si aucune couleur n’est apparue, il n’y a pas de phosphate (PO4>) et le
résultat est inférieur a 0.09mg/l de phosphate.
» Si une coloration bleue est apparue, une mesure au spectrophotometre sera

effectuée a une longueur d'onde de 880 nm.

Expression des résultats

Le résultat est donné directement en mg/I.
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+ Détermination de la Demande Chimique en Oxygene (DCO)

A des conditions définis, certaines matieéres contenues dans 1’eau sont oxydées par un

exces de dichromate de potassium, en milieu fortement acidifié par de 1’acide sulfurique et en

présence d’un catalyseur (sulfate d’argent) et de sulfate de mercure. L’exces de dichromate de

potassium est dosé par le sulfate de fer et d’ammonium.

Le mode opératoire est le suivant : (ISO 6060)

>

Une quantité de 10ml de I’échantillon est transférée dans le tube de 1’appareil a
reflux.

Une quantitt de 5ml de la solution de dichromate de potassium de
concentration 0.04 mole/L est ajoutée.

Une quantité de 15ml d’acide sulfurique-sulfate d’argent est ajoutée, lentement
et avec précaution en agitant soigneusement le contenu.

Les réfrigérants ont été reliés aux tubes de 1’appareil a reflux.

Les tubes sont placés dans ’appareil a reflux pendant 2heures, la température
du mélange réactionnel était de 150 C.

Le réfrigérant a été rincé, avec un petit volume d’eau distillée.

Le réfrigérant est enlevé, et le contenu est transverse dans un erlenmeyer et
complété a 75ml avec de ’eau distillée.

Deux a trois gouttes de I’indicateur coloré (ferroine) sont rajoutées.

L’exces de dichromate de ce contenu est titré avec le sulfate de fer et
d’ammonium de concentration 0.12 mole/L.

Le changement brusque de couleur bleu-vert au rouge-brun a été noté comme

point de virage.

En paralléle, les deux essais suivants ont été effectués:

>

>

Essai a blanc : le méme protocole est suivi, mais en remplagant 1’échantillon de
10 ml par I’eau distillée.

Essai témoin : pour chaque série d’essai, la technique a été vérifiée, de méme
que la pureté des reactifs par analyse de 10 ml de la solution étalon de
référence (hydrogénophtalate de potassium référence KC8 H5 04 de
concentration 2.0824 mmole/L) en suivant le méme protocole que pour la prise

d’essai.
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Expression des résultats (Calcul)

La DCO se calcule comme suit :

_BO00«C+(VZ-V1)

DCO ===

C : concentration de sulfate de fer et d’ammonium exprimée en mole/l (environ 0.12
mole/l).

VO : volume en ml de la prise d’essai avant dilution éventuelle.

V2 : volume en ml de la solution de sulfate de fer et d’ammonium utilisée pour ’essai
a blanc.

V1: volume de la solution de sulfate de fer et d’ammonium utilisée pour la
détermination de 1’échantillon en ml.

8000 : 2> masse molaire de 1’oxygéene par 1.

Demande biologique en oxygene (DBOs)

Le principe consiste au prétraitement de I’échantillon d’eau a analyser et a la dilution

avec différentes quantités d'eau enrichie en oxygene dissous, et contenant un ensemencement

de microorganismes aérobies, avec suppression de la nitrification 1’ Allyl Thio Urée (ATU).

Vu la difficulté pour choisir le degré de dilution exact pour la mesure de la DBOs, il

est recommandé de conserver I'échantillon dans le congélateur a -18°C jusqu'a obtention des

valeurs de la DCO servant a déterminer des intervalles caractéristiques pour le rapport R en

fonction du type d'échantillon et cela a fin de calculer la valeur de la DBOs présumée.

Il est recommandé de choisir une valeur appropriée de R a partir du tableau pour

calculer la valeur de DBOs attendue:

DBOs= R*DCO

Nous avons procédé par le mode opératoire suivant : (ISO 5813)

>

YV V V V

L'échantillon est porté a une température de 200°C.

Une agitation a eu lieu afin d'éliminer une éventuelle saturation en oxygeéne.
Un volume connu de I'échantillon est versé dans un flacon,

Le DBO metre SKALAR sr 50 a été programme

Le ringage des tuyaux et de la sonde est effectué¢ automatiquement par 1’appareil.
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>

Une quantité de 2ml d'ATU est ajouté dans chaque flacon et complété avec I'eau de
dilution en laissant déborder Iégérement.

Le contenu des flacons est agité afin d'éliminer les bulles d'air adhérentes aux parois.
La concentration en oxygene dissous est mesurée dans chacun des flacons au temps
Z€ro.

Les flacons sont bouchés en prenant soin de ne pas piéger des bulles d‘air.

Les flacons sont placés dans l'incubateur a 20°C et laissés a 1’obscurité pendant 5
jours * 4 heures.

Aprés incubation, la concentration en oxygene dissous est mesurée dans chacun des

flacons a 1'aide de la sonde de I’oxymétre HQ 40d.

En parallele:

>

L'essai a blanc : un essai a blanc a été réalisé parallélement a I'analyse de I'échantillon
en utilisant I'eau de dilution ensemencée et 2 mg de solution d'ATU.

Le contrdle : un contrle de I’eau de dilution ensemencée, de 1'eau d'ensemencement et
de la technique de l'analyse, a été effectué pour chaque série d'échantillon en versant
20 ml de la solution de contrdle d'acide glutamique glucose dans le flacon de dilution
en ajoutant 2 ml de solution d'/ATU et en complétant a 1000 ml avec I'eau de dilution

ensemenceée.

Expression des résultats

La DBO est calculée pour les solutions d’essai I’lorsque la condition suivante est

satisfaite :

Oou:

P1 2P1
— < (P1-P2)<——
3 3

P1 : concentration d’oxygene dissous dans une des solutions d’essai zéro en mg/1

P2 : concentration d’oxygene dissous de la méme solution d’essai apres n jours, en utilisant

I’équation :

ou:

DBOn= [(PL— P2 - 222 * (P3— Py)] *

vt
Vech

P1 : concentration d’oxygéne dissous dans une des solutions d’essai (le zéro) en mg/I.
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P2 : concentration d’oxygene dissous de la méme solution d’essai apres n jours en mg/1.

P3 : concentration d’oxygene dissous de la solution du blanc au temps zéro en mg/1.

P4 : concentration d’oxygéne dissous de la solution du blanc aprés n jours en mg/I.

Vech : volume de I’échantillon utilisé pour la préparation de la solution d’essai concernée en
ml.

V1 : volume total de cette solution d’essai en ml.

+ Matiere organique

On chauffe un échantillon en présence d’une quantit¢é connue de permanganate de
potassium et de ’acide sulfurique pendant une période donnée (10 min). Il y a réduction
d’une partie du permanganate par les matic¢res oxydables présentes dans 1’échantillon.

La détermination de I’excés de permanganate est réalisée par addition d’une solution
d’oxalate, suivi par un titrage de I’oxalate en exces par le permanganate.

Le protocole expérimental est le suivant : (1ISO8467)

e A I’aide d’une pipette, 100 ml d’échantillon sont transférés dans un bécher de 250 ml.

e Une quantité de 20 ml d’acide sulfurique (2 mol/l) est ajoutée en mélangeant avec des
billes en verre et en agitant doucement.

e Le bécher est placé sur une plaque chauffante et porté a ébullition.

e Aprés 5min, 20ml de solution étalon de permanganate de potassium (2 millimoles/I)
est ajouteée.

e Apres 10 min, 20 ml de solution étalon d’oxalate de sodium (5 millimoles/l) sont
rajoutés en attendant la décoloration de la solution.

e Le bécher est retiré de la plaque puis titré a chaud avec la solution de permanganate de
potassium (2 millimoles/l) jusqu’a obtention d’une coloration rose pale persistante, a
environ 30 s, le volume V1 de permanganate consomme est noté.

e Parallelement, un essai a blanc est réalisé en utilisant le méme mode opératoire, mais
en remplacent la prise d’essai par 100 ml d’eau distillée.

e Levolume Vo de la solution de permanganate consommeé est noté.

Expression des résultats :
L'indice de permanganate (X) exprimé en milligrammes d'oxygéne par litre de

I’échantillon est donné par I'expression suivante:

Vi-V2, C
X= —
Vs Vs

*Va*f *16
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Ou:

V1 : Volume de KMnO4 a 2mmol/l (échantillon).
V2: Volume KMnO4 a 2mmol/l (blanc : H20 distillée).
V3: Volume de la solution de permanganate de potassium utilisée pour le titrage de la solution
de permanganate de potassium.
V4. Volume de la solution d'oxalate de sodium utilisée pour le titrage de la solution de
permanganate de potassium.

C : Concentration de la solution d'oxalate de sodium a 5Smmol/I

Vs : Volume de la prise d'essai de I'échantillon.

f : Facteur de dilution éventuel de I'échantillon avant analyse.
Ainsi: Va4 =20ml ; Vs =100ml ;C =5 mmol/I

L'expression devient :

X = —V1\7 V2 agr16

3

+ Parameétres indésirables

o Dosage du fer par la méthode d’orthophénanthroline

Les ions Fe** se réduisent en Fe?* en présence du chlorhydrate d'hydroxylamine. Ces ions
ferreux sont dosés colorimétriquement par la phénanthroline. Le complexe obtenu est de

couleur rouge- orange, stable a 2.5 < pH < 9. La détection est limitée a 0.01 < ¢ <5 mg/I.
Le procédé opératoire est le suivant : (ISO 6332)

e Une quantit¢ de 1 ml de la solution d’acide chlorhydrique 1N (HCI) et 5 ml de
solution persulfate de potassium (K2S20s.) sont ajoutées a 50 ml de I'échantillon a
analyser.

e Lasolution est Chauffée jusqu’a ebullition pendant 20min.

e Une quantité de 1 ml de Chlorhydrate d’hydroxylamine et de 2 ml de solution
tampon Acétate (CHsCOONHy,) ainsi que2 ml de Phénanthroline(C20H1204) ont
été rajoutées a la solution. Cette derniére a été laissée a I'abri de la lumiére 15 mn.

e Lalecture s’effectue au spectrophotomeétre a une longueur d’onde A =510 nm.

Expressions des résultats

Le résultat est donné en mg/I.
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1.4.2.2.Analyses microbiologiques

L’objectif de ce type d’analyse n’est pas de faire un inventaire de toutes les espéces

présentes dans les eaux mais le but est de:

e Rechercher et dénombrer les bactéries indicatrices de contamination fécale,
e Rechercher certaines bactéries pathogenes,

e Apprécier la qualité bactériologique des eaux.

+ Choix de dilution (Dilutions décimales)

Le choix du degré de dilution est basé essentiellement sur la charge microbienne
de I’eau a analyser. A 1’aide d’une pipette en verre graduée et stérile, on prend 1 ml de
I’échantillon d’eau a analyser puis on introduit aseptiquement dans un flacon et on compléte a
10 ml par de I’eau distillée stérile. Le flacon est fermé et agité, cette dilution est alors de 1/10
ou 107, de la méme fagon prendre par la suite 1 ml et le transférer dans un deuxiéme flacon
afin d’obtenir une dilution de 102, Ces étapes sont répétées jusqu’a obtention de la dilution

adéquate.

A. Recherche et dénombrement des germes indicateurs de contamination fécale

o Recherche et dénombrement des coliformes par filtration sur membrane
Nous avons procéde selon les étapes suivantes :

e La surface supérieure de la rampe de filtration et la plague poreuse, ont été stérilisées
puis refroidies.

e Une membrane de porosité de 0,45 um est posée sur la plaque poreuse de la rampe de
filtration & I’aide d’une pince stérile.

e Le flacon d’eau a analyser (100ml) est agité soigneusement et verser stérilement.

e Lerobinet de la rampe est ouvert pour laisser I’eau s’écouler.

e D¢s que la quantité d’eau est filtrée, la membrane est prélevée et déposée sur le milieu
Gélose Tergitol, avec une pince stérile, en prétant attention a ne pas piéger des bulles
d’air (Voir figure N°35, annexe VI).

e L’incubation est a:

» 37°C pendant 48 heures pour les boites de pétri qui serviront a la recherche des

coliformes totaux.
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» 44°C pendant 24 heures pour les boites qui serviront a la recherche des
coliformes fécaux.
4+ Lecture

Apres incubation, les colonies des coliformes totaux et fécaux sont dénombrées. Elles
apparaissent sous forme de petites colonies rouge pour les totaux et sous forme de petites

colonies jaune orangé, lisses, legerement bombeées pour les fécaux (\Voir figure N°5 et N° 6).

Figure N°5 : Colonies des coliformes apres Figure N°6 : Colonies de coliformes

incubation a 37°C. fécaux apres incubation 44°C.

Expression des résultats
+ Le résultat est donné en nombre de germes par 100ml.
(Norme 1SO 9308-1)

% Dénombrement d’Escherichia coli par la méthode Colilert-18
Ce test est basé sur la combinaison de substrats chromogénique et fluorogénique qui
permet la détection de la quantité totale de coliformes et la présence de la bactérie E. coli.
% Les coliformes utilisent leur enzyme qui est la B galactosidase pour métaboliser
I’ONPG (ortho-nitrophényl B-D-galactopyranoside) qui vire alors de I’incolore au

jaune Voir figure N°36, annexe V1)

La bactérie E. coli utilise la B-glucuronidase pour métaboliser le MUG (4-méthyl-
umbelliferyl B-D-glucuronide) et produire une fluorescence bleue dans le milieu lorsque ce

dernier est éclaire avec un éclairage fluorescent. Les étapes sont :
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e L’échantillon ramené a température ambiante est homogénéisé.

e Un contenu d’une dosette du réactif Colilert18 est ajouté a 100 ml d’eau a analyser.

e Une homogénéisation a eu lieu afin d’éviter la production de mousse et la dissolution
complete du réactif.

e Une quantité de 100 ml du mélange réactif / échantillon est versée dans le plateau
Quanti-Try en prenant soin d’éviter tout contact des mains ou du flacon avec
I’intérieur de la pochette.

e Les plateaux sont scellés dans le Quanti-TraySealer, puis Incubés (les puits vers le
haut) a 36°C + 2 pendant 18 h + 4 (Voir figure N°7).

Puits jaunes

Figure N°7 : Colilert avant incubation.

+ Lecture et interprétation

Les puits positifs sont dénombrés selon I’interprétation ci-dessous :

e Les puits présentant une couleur jaune indiquent la présence des coliformes totaux
dans 1’échantillon.

e Les puits présentant une couleur jaune/fluorescence bleue sous la lampe UV indiquent
la présence d’E.coli dans 1’échantillon (Voir figure N°8).
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7
L X4

Puits bleus

Figure N°8 : Colilert pour E.coli aprés incubation sous la lampe UV.

Dénombrement des Entérocoques (Méthode Alternative IDEXX / Entérolert-E)

Ce test est basé sur 'utilisation de substrat fluorogénique qui permet la détection de la

quantité total d’entérocoque.

Les entérocoques utilisent leur enzyme qui est la B-glucosidase pour métaboliser le

MUD (4-méthyl-umbelliferyl B-D-glucoside) et produire une fluorescence. Les étapes du
protocole sont : (Norme 1SO 9308-1)

>
>

L’¢échantillon ramené a température ambiante est homogéneiseé.

Un contenu d’une dosette du réactif Enterolert1-E est ajouté a 100 ml d’eau a analyser.
Une homogeéneisation a eu lieu afin d’évité la production de mousse et la dissolution
complete du réactif.

Une quantité de 100 ml du mélange réactif / échantillon est versée dans le plateau
Quanti-Try.

Les plateaux sont scellés dans le Quanti-Tray Sealer, puis incubés les puits vers le
haut & 36°C £ 2 pendant 18 h + 4 (Voir figure N°37, annexe VI).

Lecture et interprétation

Les puits positifs sont dénombrés selon 1’interprétation suivante :

Les puits bleus (fluorescence bleue) sous la lampe UV sont considérés comme positifs

indiquant la présence d’Entérocoques dans 1’échantillon (Voir figure N°9 et N°10).
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Figure N°9 : Entérolert-E avant Figure N°10 : Entérolert-E apres incubation

incubation sous la lampe UV

% Recherche et dénombrement des spores d’Anaérobies Sulfito-Réducteurs Sur
milieu liquide

Les anaérobies sulfito-réducteurs (ASR) se présentent sous forme de bactéries Gram +,

se développant en 24 a 48 heures sur une gélose Viande Foie en donnant des colonies

typiques réduisant le sulfite de sodium (Na>SO3) qui se trouve dans le milieu, en sulfure qui

en présence de Fe?* donne le sulfure de fer (Fe s) qui est de couleur noire. Le mode

opératoire est le suivant :

e Environ 25 ml d’eau a analyser est prise dans un tube stérile, qui est par la suite
soumis a un chauffage de I’ordre de 80°C pendant 8 & 10 minutes, dans le but de
détruire toutes les formes végétatives des ASR éventuellement présentes.

e Apres chauffage et refroidissement immédiat du tube en question sous 1’eau de
robinet, le contenu de ce dernier est partagé dans 4 tubes stériles a raison de 5 ml
par tube.

e Environ 18 a 20 ml de gélose Viande Foie additionnée d’une ampoule d’Alun de
fer et d’une ampoule de Sulfite de sodium sont ajoutées.

e Le milieu a été doucement mélangé en évitant la formation des bulles d’air et en

évitant I’introduction d’oxygene.
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e Les tubes sont laissés sur paillasse pour se solidifier pendant 30 minutes environ,
puis incubés a 37°C, pendant 24 a 48 heures (Voir figure N°38, annexe VI).
+ Lecture
e La premiére lecture est faite a 16 heures car trés souvent les colonies des ASR sont

envahissantes, la deuxieme lecture sera faite apres 24 heures et la troisiéme apres

48 heures.
e Toute colonie noire de 0,5 mm de diameétre, poussant en masse a été dénombrée

(Voir figure N°11).

Spores

d’ASR T

Figure N° 11 : Colonies des ASR
+ Expression des résultats

Il est donc impératif de repérer et de dénombrer toutes les colonies noires poussant en

masse et de rapporter le total des colonies a 20 ml d’eau a analyser. (RODIER et al., 2005)

B. Recherche des germes pathogénes

+» Recherche des Salmonelles

La recherche des salmonelles se fait en quatre étapes (Voir figure N°39, annexe VI).

Jour 1 : Premier enrichissement

Le premier enrichissement s’effectue sur le milieu de Sélénite — Cysteiné SFBD/C
réparti & raison de 100 ml par flacon. Ce dernier sera ensemencé a I’aide de 100 ml d’eau a

analyser, la solution obtenue est appelée SFB,.
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L’incubation se fait a 37°C pendant 18 a 24 heures.

Jour 2 :Deuxiéme enrichissement et isolement.

La solution SFB, a fait I’objet :

e D’une part, un deuxiéme enrichissement (SFBy) est ensemence a raison de 1 ml SFB
dans un tube Sélénite — Cysteiné SFB. La solution obtenue est appelée SFBi.
e D’autre part, un isolement sur gélose Hektoen (Hs) sera réealise.
L’incubation se fait a 37°C pendant 24 h.

Jour 3 :Troisieme enrichissement et isolement.
La solution SFBy a fait I’objet :

e D’une part, d’un troisiéme enrichissement (SFBui) qui a été ensemencé a raison de
1 ml SFBy dans un tube Sélénite — Cysteiné SFB. La solution obtenue est appelée
SFBin.
e D’autre part, d’un isolement sur gélose Hektoen (Hz), avec une incubation qui se fait a
37°C pendant 24 h.

e Lagélose (H1) asubi une lecture.
Jour 4 : Lecture des boites

La boite de gélose Hektoen a subi une lecture en tenant compte du fait que les
Salmonelles se présentent le plus souvent sous forme de colonies grises bleues a centre noir
ou vertes bleues avec ou sans centre noire d’une taille trés petite.

% Recherche des Vibrions cholérique

Le mode opératoire est le suivant (Voir figure N°40, annexe V1):

Jour 1.Le premier enrichissement a été effectué sur le milieu Eau Peptonée Alcaline 10 fois
concentré réparti a raison de 50 ml par flacon auquel sont ajouté aseptiquement 200 ml d’eau

a analyser. Ce dernier (EPA)) sera par la suite incubé a 37°C pendant 18 a 24 heures.
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Jour 2.Deuxieme enrichissement et isolement.
Ce flacon a fait I’objet :

e D’une part, un deuxiéme enrichissement sur milieu EPA est ensemencé a raison de 1
ml EPA; dans un tube Sélénite — Cysteiné EPA. La solution obtenue est appelée
EPAII.

e D’autre part, d’un isolement sur gélose GNAB 1.
L’incubation se fait a 37°C pendant 24 h.

Jour 3.1solement et lecture des boites

e Letube d’EPAj a fait I’objet d’un isolement sur GNAB »

e Laboite de gélose GNAB isubira une lecture.

Jour 4. Lecture des boites
La boite de gélose GNAB > a subi une lecture en tenant compte du fait que les
Vibrions se présentent le plus souvent sous forme de grosses colonies lisses et transparentes

caractéristiques.

1.4.3.Examen bactériologique pour ’antibiorésistance d’Escherichia coli
L’examen bactériologique de quelques souches d’Escherichia coli isolées des eaux de

1’Oued Mazafran a permis I’isolement, la purification et I’1dentification de cette bactérie.
+ Isolement et identification

Quelques isolats obtenus apres la culture des coliformes fécaux sont pris et
ensemencés sur milieu Hektoen. Cet ensemencement est réalisé par étalement en surface a

I’aide d’une pipette Pasteur stérile.
L’incubation se fait a 37 °C pendant 18 424 heures.
Lecture

La présence de colonies jaune saumon rondes, lisses, a contours réguliers ayant parfois

un aspect muqueux, de 2 a 3 mm de diamétre non pigmentées a été observée.

Aprés une lecture morphologique, Les colonies sont repiquées plusieurs fois sur le

méme milieu (Hektoen), jusqu'a purification.
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Figure N°12 : Colonies d’E.coli pur.

+ ldentification biochimique par la mini-galerie classique

Deux tests biochimiques ont été faits dans des milieux stériles contenus dans des tubes

a vis préts a I’emploi, de type gélose inclinée ou liquide.
o Milieu Urée-Indole

C’est un milieu synthétique, utilis¢é pour la recherche de 1’uréase, le tryptophane
désaminase (TDA) et la production d’indole. En présence de cette enzyme, l'urée est

transformée en carbonate d’ammonium selon la réaction suivante :

CO (NH2)2+2H20=» (NH4)2 CO3

o Production de I’uréase

Pour la mise en évidence d’une uréase, on ensemence une colonie dans le milieu Urée-
Indole. On incube a 37°C pendant 18 a 24h.

Lecture

e La présence d’une uréase est indiquée par le virage du rouge de phénol d’un jaune
orange a rose ou rouge Vif.

e Uréase négative : pas de virage.
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o Production d’indole

L’indole est obtenu de la dégradation du tryptophane, grace a une enzyme bactérienne
« la tryptophanase ».

Pour la recherche de I’indole, apres 24h d’incubation urée —indole a 37°C, quelques
gouttes du réactif de Kovacs ont été rajoutées.

Lecture

Indole positif : formation d’un anneau rouge en surface.

Anneau rouge

Figure N° 13 : Milieu Urée Indole avant et aprés incubation.
o Milieu Triple-Suger-Iron (TSI)

C’est un milieu de culture différentiel qui permet I’identification des entérobactéries
par la mise en évidence rapide de la fermentation du lactose, du glucose (avec ou sans
production de gaz), du saccharose et de la production de sulfure d’hydrogene.

Une colonie prélevée d’un milieu d’isolement sélectif, a été ensemencée sur le culot
par piqQre centrale et la surface inclinée par des stries serrées.

Il est nécessaire d’utiliser des cultures pures prélevées au centre de colonies bien
isolées, si non les réactions croisées rendent I’identification impossible a réaliser.

Incubation a 37°C pendant 24 heures

Lecture
La gélose TSI fournit quatre renseignements principaux :
e Fermentation de glucose
Culot rouge : glucose non fermenté
Culot jaune : glucose fermenté

e Fermentation du lactose et/ou du saccharose
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Pente inclinée rouge : lactose et saccharose non fermentés
Pente inclinée jaune : lactose et/ou saccharose fermenté(s)
e Production de gaz
Apparition de gaz dans le culot.
e Formation d’HS

Formation d’une coloration noire entre le culot et la pente ou le long de la piqre.

&

Figure N° 14: Milieu TSI avant et aprés incubation.

+ Antibiogramme

La méthode la plus employée est celle de la diffusion en gélose qui peut se faire
simultanément avec plusieurs disques contenant des antibiotiques différents. Le résultat de
I’antibiogramme indique si la souche est sensible, intermédiaire ou résistante vis-a-vis des

antibiotiques testés. Nous avons utilisé la souche de référence (E.coli ATCC 25922).

Le milieu utilisé est :

v Gélose Mueller-Hinton coulée en boites de Petri sur une épaisseur de 4 mm ;
v’ Les géloses sont prés séchées avant 1’emploi.

Inoculum

\ ©

A partir d’une culture pure de 18h sur milieu d’isolement, quelques colonies ont été
raclées bien isolées et parfaitement identiques ;

v L’anse a été déchargé dans 10ml d’eau physiologique stérile a 0,9%, bien
homogénéiser la suspension bactérienne. Son opacité doit étre équivalente a 0,5 MC
Farland ou a une D .O de (0,08 a0 ; 10) a 625 nm ;
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v" L’inoculum peut étre ajusté en ajoutant, de la culture s’il est trop faible ou bien de
I’eau physiologique stérile s’il est trop fort ;

v" L’ensemencement doit se faire dans les 15 mn qui suit la préparation de I’inoculum.

o Ensemencement :

v Un écouvillon stérile est trempé dans la suspension bactérienne ;

v L’essorer en le pressant fermement (en le tournant) sur la paroi interne du tubeafin de
le décharger au maximum ;

v' L’écouvillon est frotté sur la totalité de la surface gélosée, séche, de haut en bas en
stries serrees ;

v L’opération est répété deux fois en tournant la boite de 60° a chaque fois ;

v Dans le cas ou on ensemence plusieurs boites de pétri, il faut recharger 1’écouvillon a
chaque fois.

o Application des disques d’antibiotiques :

Il ne faut pas mettre plus de 6 disques d’antibiotiques sur une boite de 90 mm de

diameétre. Les disques d’antibiotiques doivent étre espacés de 24 mm, centre a centre.

Pour la liste des disques d’antibiotiques a tester, selon la bactérie isolée (voire Tableau IX

en annexe 1)

Incubation :

- 18 heures 2 35° C
Lecture :

Mesurer avec précision les diamétres d’inhibition a 1’aide d’un pied a coulisse métallique ;
puis Comparer ces résultats aux valeurs critiques figurant dans la table de lecture en annexe;

Classer la bactérie dans 1’une des catégories : sensible, intermédiaire, ou résistante.
(RAHAL et al., 2001).
o Recherche de la p-lactamases a spectre élargi (BLSE) chez les E.coli

La BLSE peut étre synthétisee par la plus part des entérobactéries et se traduit le plus
souvent par une image de synergie (bouchon de champagne) entre un disque de

cephalosporine de troisiéme génération, et un disque d’amoxilline + ac.clavulanique.
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Mais cette image peut étre discrete ou atypique. La sécrétion de BLSE sera suspectée
devant toute diminution de diamétre d’inhibition autour des céphalosporines C3G : CTX <

ou=27mm, CAZ <ou = 22mm, CRO < ou 25mm, AMC < ou = 27mm.

La présence d’'une BLSE implique que la souche est résistance a toutes les [3-

lactamines sauf a I’imipenéme et céphamycines.

1.5.Analyse statistique

Dans cette étude, nous avons utilisé Excel 2007 pour calculer la moyenne et 1’écart-
type (M £ EC).
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Conclusion

La présente étude s’inscrit dans le cadre de 1’évaluation de la qualit¢ physico-
chimique et microbiologique ainsi que 1’é¢tude du profil de résistance d’ Escherichia coli des
eaux échantillonnées a partir de ’oued Mazafran. Ce dernier regoit des rejets d’origine

domestique et industrielle via les différents affluents.
Les résultats obtenus de cette étude nous permettent de conclure que :

Les eaux de I’Oued Mazafran sont fortement minéralisées, légérement alcalines avec
un pH ne dépassent pas 8,1 pour I’ensemble des prélévements. De faibles teneurs en oxygene
dissous (2,16 mg d’O»/1 + 1,88 mg d’0,/l) sont enregistrées dans la 2°™ station. La
température de 1’eau suit un rythme saisonnier. Les parametres de pollution reflétent un degré
de pollution important marqué par une augmentation des teneurs en azote ammoniacal (4,52
mg/l + 3,17 mg/l), en nitrites (1,06 mg/l + 0,39 mg/l) et en orthophosphates (0,87mg/l + 0,42)
dans la 2°™ station. Les nitrates montrent des valeurs acceptables et conformes aux normes de

I’OMS et du JORA des eaux de surface.

Nous avons noté également des valeurs élevées de la DCO avec une moyenne de
44, 7mg/l + 32,95, de la DBO (9,91 mg/l + 9,25) dans la 1 * station.

Une moyenne ¢levée en fer (1,01 mg/l £ 0,5 mg/l) et de la matiere organique
(25,08mg/l £ 13,56 mg/l) est enregistrée dans la 3™ station suite aux rejets des secteurs

industriels qui traitent le fer dans la zone de Mazafran.

La recherche des germes indicateurs de contamination fécale montre la prédominance

des coliformes totaux et fécaux et une présence moins importante des streptocoques fécaux.

Nous avons enregistré aussi la présence d'un nombre €levé de spores de Clostridium
sulfito-réducteurs (445+ 334,94spores/20 ml) dans la 3™ station due au phénoméne de
lessivage provoqué par les eaux de ruissellement et les affluents rejoignant cet oued. Ces

valeurs ont nettement dépassé les normes.

La recherche de certains germes pathogénes comme les Salmonella et les Vibrion, a

abouti a des résultats négatifs.

L’¢tude de I’antibiorésistance de 18 souches d’E. coli a permis de conclure I’existence
d’une tres faible résistance vis-a-vis des antibiotiques. Ainsi, cet oued n’est pas un réservoir

de bactéries résistantes portant des génes de résistance.




Conclusion

A la lumiére de ces résultats physico-chimiques et microbiologiques obtenus dans
cette étude qui a été marqué par des teneurs élevées des parametres de pollution ainsi que la
présence d’une forte communauté bactérienne et en se référant aux normes des eaux
superficielles, nous déduisons que les eaux de l'oued Mazafran présentent des signes de
dégradation dues notamment aux agglomérations urbaines qui génerent des quantités
importantes d’eaux usées rejetées sans aucun traitement préalable et des déchets solides qui

sont éparpillés sur les rives de 1'oued.

De ce fait, la préservation des ressources hydriques devient donc impérative devant la

dégradation de ces écosystemes aquatiques.
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ANNEXE |

Tableau VII: Résultats des analyses physico-chimiques

Parametres Date de S1 S2 S3 Norme
prelevement
Température 10/01/2015 14 12 14 30°Cc®
(C°) 14/02/2015 13,5 11,5 12,5
14/03/2015 14,5 14 16
14/04/2015 19 19 21
10/05/2015 28 25 26
10/06/2015 29,5 27 28,5
pH 10/01/2015 7,4 7,5 7,5 6,5 — 9
14/02/2015 7.8 7,7 7,5
14/03/2015 8,05 7.8 7,68
14/04/2015 8 7.7 7,7
10/05/2015 7,9 8,02 7,65
10/06/2015 7.8 7.9 7.7
Conductivité 10/01/2015 691 974 1070 2800%
e 14/02/2015 715 854 910
Clectrique 14/03/2015 561 8415 1025
(uS/cm) 14/04/2015 627,5 1130 1337
10/05/2015 683 1308 1462
10/06/2015 702 1352 1485
Turbidité 10/01/2015 35 33 21 Non
(UTN) 14/02/2015 32 26 23,5 disponible
14/03/2015 49,5 34,01 20,1
14/04/2015 41,5 40,25 21,35
10/05/2015 14,7 17,2 15,6
10/06/2015 15 15,5 12,5
Oxygene dissout 10/01/2015 1,8 2,28 1,3 50
(0,11 14/02/2015 2 45 3
14/03/2015 6,02 6,4 5,63
14/04/2015 3,9 3,25 1,53
10/05/2015 1,46 31 0,8
10/06/2015 1,5 2,5 0,75
Sulfates 10/01/2015 15 163,75 80 400 @
(SO.*)(mg/l) 14/02/2015 410,30 462,125 451,35
14/03/2015 263,75 319,725 335,15
14/04/2015 26,25 68,5 58,15
10/05/2015 9,95 18,6 16,55
10/06/2015 8,9 15,5 13,02
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Calcium 10/01/2015 68,08 76,09 96,12 200%@
(Ca #")(mg/l) 14/02/2015 74,09 84,1 104,12
14/03/2015 74,14 84,2 92,18
14/04/2015 90,18 116,23 140,28
10/05/2015 80,16 124,24 120,24
10/06/2015 88,11 128,16 140,28

Magnésium 10/01/2015 8,64 20,16 25,92 509
2+ 14/02/2015 25,2 46,8 58,8
(Mg™)(mg/l) 14/03/2015 18,6 49,2 68,4
14/04/2015 30 48 58,8
10/05/2015 24 28,8 36
10/06/2015 26 4 36 38,4

Azote 10/01/2015 0,65 0,47 0,61 40
: 14/02/2015 0,8 0,77 0,83
ammoniacal 14/03/2015 3,36 35 1,93
(NH,") (mg/l) 14/04/2015 3,16 3,25 221
10/05/2015 4,02 5,7 3,1
10/06/2015 45 6,01 4,21

Nitrites 10/01/2015 0,78 0,51 0,162 0,1
(NO7) (mg/l) 14/02/2015 0,65 0,82 0,24
14/03/2015 0,48 0,85 0,27
14/04/2015 0,75 1,43 0,39
10/05/2015 0,82 1,35 0,58
10/06/2015 0,95 1,45 0,81

Nitrates 10/01/2015 1,4 1,26 1,3 500
(NO3") (mg/l) 14/02/2015 2,04 1,9 1,75
14/03/2015 1 0,65 0,95
14/04/2015 1,15 2,49 0,5
10/05/2015 1,55 1,93 1,93
10/06/2015 1,4 1,66 1,25

Orthophosphates | 10/01/2015 0,5 0,78 1,01 059
(PO,>) (mg/l) 14/02/2015 0,1 0,15 0,19
14/03/2015 0,27 0,18 0,83
14/04/2015 0,195 0,72 0,6
10/05/2015 1,13 1,44 1,24
10/06/2015 1,3 1,51 1,35

Fer 10/01/2015 1 0,5 0,25 1@
(mg/l) 14/02/2015 0,37 0,52 0,55
14/03/2015 0,92 1,2 1,45
14/04/2015 0,56 0,95 1,06
10/05/2015 0,42 0,54 1,5
10/06/2015 0,5 0,65 1,25

DCO 10/01/2015 92,89 75,17 82,05 30W
(mg d’0,/1) 14/02/2015 77,8 42,3 36,78
14/03/2015 32,27 30,7 34,22
14/04/2015 36,12 26,8 6,5
10/05/2015 15,17 30,35 9,48
10/06/2015 14,5 35,05 8,5
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DBO 10/01/2015 26,29 21,31 17,1 7W
(mg d°0,/1) 14/02/2015 15,3 11,21 8,67
14/03/2015 7,25 6,62 3,96
14/04/2015 4,74 5,28 3,23
10/05/2015 3,43 2,35 1,75

10/06/2015 2,5 1,95 1,5

Matiére 10/01/2015 13,2 23,43 24,24 5G)
, 14/02/2015 24,9 19 5 19,18
organique(M.0) - /0312015 13,05 13,33 12,12
(mg/1) 14/04/2015 19,5 11,11 11,92
10/05/2015 27,5 36,36 40,40
10/06/2015 29,5 39,6 42,66

WIORA, 2011) D(IORA ,1993) ®(OMS, 2004).
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Tableau V111 : Résultats des analyses microbiologiques

Annexes

Parametres Date de S1 S2 S3 Norme
prelevement
10/01/2015 8500 4500 10110
Coliformes 14/02/2015 5500 4200 5000 50000
totaux 14/03/2015 24196 19863 17329
(UFC/100ml) 14/04/2015 22029 18596 24196
10/05/2015 35200 25450 38000
10/06/2015 45500 38000 47000
10/01/2015 1120 1450 1800
Coliformes 14/02/2015 900 1100 1500 20000
fecaux 14/03/2015 3000 3500 4200
(UFC/100ml) 14/04/2015 5000 5600 6500
10/05/2015 6500 7500 8000
10/06/2015 7500 8500 9500
Streptocoques 10/01/2015 1010 875 1256
fécaux 14/02/2015 1280 775 1210 10000
(UFC/100ml) 14/03/2015 2380 1100 1511
14/04/2015 2202 4130 7139
10/05/2015 5504 4043 5748
10/06/2015 7215 6586 8297
10/01/2015 450 510 750
Spores 14/02/2015 560 620 850 00
d’anaérobie 14/03/2015 360 420 590
sulfito- 14/04/2015 130 150 320
reducteurs 10/05/2015 50 60 100
(Spores/20ml)
10/06/2015 20 30 60
Salmonelles Tous les 0 0 0 Absence
(UFC/100ml) prélévements
Vibrion Tous les 0 0 0 Absence
(UFC/100ml) prélevements

(JORA ,1992), (OMS, 2004).
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Tableau IX : Résultats de mesure des zones d’inhibition pour E.coli détectées exprimé en
millimetre.

AK |AMC | AMP | CHL | CIP | CTX | CL | CZN | FOX | IPM

Janvier

S1

S2

S3

|
28 |8 | 0 |28 | 2 | 1| 2 | 1| 0|

Février

S1

S2

S3

|
B2 0| n 2% 52 m] 5

\

Mars

S1

S2

S3

"2 | 10 | 8 | 2 | 10 30 | 15| 20 | 15 | 30 |
\

Avril

S1

S2

S3

\

\
|

Mai

S1

S2

S3

|
|

|

Juin

S1

S2

S3

|
|
|
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ANNEXE 11

Tableau X : tableau lecture prés de standardisation de 1’antibiogramme a 1’échelle nationale,
2011.Valeur critiques des diamétres des zones d’inhibition et CMI pour Entérobactéries

Condition du test :
Milieu : Muller-Hinton contréle de qualité :
Inoculum : Colonies en suspension, 0,5 Mc Farland Escherichia coli ATCC 25922

Incubation : 37°C, atmospheére ordinaire ; 18 heures.

Mt st LET::E ;1:5 _ Dizmetres n:ritiilqules. (mm| . LMI crifigues (pg.‘mll.
Resistant | [Intermediaie | Sensible |  Resistant | Sensible

s
Ampiciline 10ug 13 418 27 R i
AmaxicilinetAc. clavulanique 201 ug 13 417 218 23218 84
Cefaznline Mg i 1§-17 218 B i
Cefoutin g S 15-17 218 23 t8
Cefotasime Mg 14 1§-22 20 24 it
Ceftnaxone . Mg 13 4-20 21 264 i
Imipeneme 10ug 13 14-15 216 218 4
e
Amikacine Mg 14 1§-18 217 2% 3 i
Gentamicine 104 2 13-4 215 28 t4
Oforacine Ty 2 13-14 218 28 £l
Ciprofoxacine g 515 f-20 21 24 &
Aufres
Chioramphenico Mg 12 f3-17 218 2% it
Flranes 300ug i 1§-18 217 2128 £
Fosfomycine 00y 12 f3-15 218 2 25 i
Trmethogrime/Sufamehosazole 125237 0 fi-18 218 28152 e
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ANNEXE IV

Matériel utilisé pour les analyses physico-chimiques

«» Appareillage
» Agitateur magnétique.
» Balance analytique.
» Conductimétre.
» pH métre.
» Etuve.
» Plaque chauffante.
» Spectrophotométre UV-Visible.
» Haute a flux laminaire.
» DBO métre.

< Verrerie

> Béchers

» Erlen Meyer.

> Fioles jaugeées.

> Pipettes.

» Portoir.

» Tube a essai.

» Spatule.

» Eprouvettes graduées.
»  flux laminaire.

+ Réactifs et colorants

Nitrate d’argent.

Dichromate de potassium.
Chlorure de baryum.
Hydroxyde d’ammonium.
Hydroxyde de sodium.
Heptamolybdate d’ammonium.
Salicylate de sodium.

Tartrate double de sodium et de potassiums.
Nessler.

Acide chlorhydrique.

Acide sulfurigue.

EDTA.

Murexide.

Noir ériochrome.

A\

YVVVVVVYVYVYYVYYYY
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% Composition des différents reactifs et solutions.
+ Sulfates

e Solution stabilisante

*  Acide chlorhydrique ... ... 60ml.
* Bthanol... ..., 200ml.
*  Chlorure de sodium..........ccooiiiiiii i e 150 mg.
* Baudistillée.......ooooiiii g.s.p 1000 ml.

e Solution de chlorure de baryum

% Chlorure de baryum...........oviiiiiiii e 150 mg.
*  Acide chlorhydrique.........oooovuiiii e 5 ml.
* Baudistillée. ..., g.s.p 1000 ml.

+ Calcium et Magnésium

¢ Solution d’E.D.T.A. N/50 ( C19 Hi4 N2 Na; Og 2H,0) (0,02N ou 0,01M)

* Baudistillée. ... ..o q.s.p 1000 ml.
e Solution d’hydroxyde de sodium (Na OH) a 2N

* NAOH (Pastilles).....oouuiiiii e e, 80g.
* Bau distillée. ... ..o q.s.p 1000 ml.

e Solution d’hdroxyde d’ammonium (NH,OH) pH=10,1

% Chlorure d’ammonium..............oooiiiiiiiiii e, 67,5¢g
% NHAOH (25 %0) . e 570ml
B D T A e e S5ml
*  Baudistillée ... q.s.p 1000 ml.

*  Conserver la solution dans une bouteille de polyéthylene
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+ L’azote ammoniacal

e Solution de tartrate double de sodium potassium

*

*

Tartrate double de sodium potassium ...........cceevviiiiiiiiieinieiniiiinnn, 500g.
Eau distillée ........oooviiiiiii s e, q.s.p 1000ml.

e Réactif de Nessler

+ Nitrites

Todure de potassium ........oouiviiiiiiiiii e 36,5¢g.
Jodure de MEeTCUIE .....oviiii it 50 g.
Hydroxyde de potassium ............cceiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiieeaeans 150g.
Eau distillée ........ooviiiiii e g.s.p 1000 ml.

e Solution de sulfanilamide

*

*

Sulfanilamide ... ..o lg.
Acide chlorhydrique & 10% ........cooiiiiiiiiiii, q.s.p 100 ml.

e Solution de dichlorhydrate N-1 naphtyléthylénediamine a 0,1%

+ Nitrates

e Solution de salicylate de sodium a 0,5 %

*

*

Salicylate de sodium ...........cooviiiiiiiiii e, 0,5 g.
Eau distillée.........ooiiiiiiiii e q.s.p 1000 ml.

e Solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) 30%

*

Eaudistillée.........ooooviniiii e g.s.p 1000 ml.

e Acide sulfurique concentré

e Tartrate double de sodium et de potassium

*

*

*

Hydroxyde de sodium .............oooiiiiiiiiiiiii 400g.
Tartrate de sodium et de potassium...............cceevvvieiiinnnnnn... .60g.
Eaudistillée.........oovviiiiii e g.s.p 1000 ml.
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+ Orthophosphates
¢ Solution d’heptamolybdate d’ammonium

*  Heptamolybdate d’ammonium................ooiiiiiiiiiiiiins e 13¢.
*  Baudistillée. ... 100 ml.

e Solution d’acide ascorbique

% ACIAe aSCOTDIQUE ...uvintiii e, 10g.

* 0 Bau distill€e. ..o 100 ml.

e Solution d’acide sulfurique

*  Acide sulfurique pur.......c.ooviiiiiiii i 0,5g.
* Eaudistillée .......ooooiiiii g.s.p 100ml.

+ Dosage de la Matiére Organique

e Solution de permanganate de potassium (KM,O,4) N/80

Sl 417 N © VT PP 3,1608 g
* H,O distillée bouillante. .........oeeeieeee e, 1000 ml.

e Solution de sulfate ferreux ammoniacal (N/80) Fe SO, (NH,), SO4, 6 H,0
* Sulfate ferreux ammoniacal.................oooiiiiiiiiii 5g.
* H20 distill€e. ..o 1000 ml.

e Acide sulfurigque

* Acide sulfurique a 1/2 en volume. ............ccoeoeiiiiiiiiiininiinn. 5 ml
+ Détermination de la Demande Chimique en Oxygene (DCO)

e Sulfate de mercure cristallisé : 0,5 g.

e Solution de sulfate de fer et d’ammonium 0.25 N.
* Sulfatede Feret d’NHyg  coooeevveviiiiiiiies e 0.98 01
* Acide sulfurique (d=1.84) ....ccoovoiiiiiicece e 20 ml.

Sl P F O SPSSS 1000ml.
Le titre de cette solution doit étre vérifié tout les jours.

e Solution de dichromate de potassium 0.25 N.
* Dichromate de potassium (seché deux heures a 110°C) ........ 12,2588 g
T O e, 1000 ml.


https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0CCsQFjAA&url=http%3A%2F%2Ffr.wikipedia.org%2Fwiki%2FDemande_chimique_en_oxyg%25C3%25A8ne&ei=xLdOVZzHCYX_UIHEgPgI&usg=AFQjCNFUYU7Yoc1OJBl-33SQk7L-xDJe-g&bvm=bv.92885102,d.bGQ
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e Solution de Ferroine

* 110 phénanthroling ............coooiiiiiii i, 1.485g.
* Sulfatede Fer.........ooooiiiiiiiii i, 0.695 @

e Etalon a 500 mg/l DCO.
Hydrogenophtalate de K HCgHs04 séché pendant 2 h.00 & 105°.
Peser 0,4251 g séché —>1000 ml — 0,1062 g/250 ml.

e Faire une dilution 5 ml/20.

+ Fer
Tous les réactifs seront préparés a partir d’eau bidistillée exempte de toute trace de fer.

e Tampon Acétate

*Acétate d'ammonium ......................... 40g
* Acide acétique cristalisable.................. 50ml
Q.S P 100 ml d'eau distillée.

e Chlorhydrate d'hydroxylamine a 10 %

*

Chlorhydrate d'hydroxylamine................ 10g
QS o 100 ml d'eau distillée.

*  Cette solution est stable pendant une semaine.
e Solution de Phénanthroline -1,10

Dissoudre 0,42 g de Phénantroline-1,10 monohydraté(C1,HgN,.H,0) dans 100ml d'eau
distillée contenant 2gouttes d'Acide chlorhydrique.

Cette solution est stable pendant une semaine.Conserver dans un flacon teinté et au
réfrigérateur.

e Solution mére étalon de Fer a 1 g/l

Solution fille étalon de fer a 0,01 g/l (& préparer extemporanément).
*  Diluer au 1/100 la solution précédente.
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Matériels utilisés pour les analyses microbiologiques

ANNEXE V

+ Appareillage

YVVVVVYYYVYYVY

Autoclave.

Bain marie.

Bec bunsen.

Etuve (37°C et 44°C).
Rampe de filtration.
Balance.

Conditionneur.

Agitateur de type vortex.
Densitometre.

+ Verrerie et matériel consommables

YV VVYVY

>

Boites de pétri.

Membrane filtrante.

Fiole a vide.

Spatule.

Quanti-Try

Membrane filtrante (pore 0.45um).

+ Réactifs et Additifs

>
>
>
>
>
>

Additif SFB.

Alun de fer.

Sulfite de sodium.

Réactifs de kovacs.

Additif Hektoen.

Disques d’antibiogrammes.

+ Matériels du laboratoire d’hépital

VVVYVYVYYYYYVY

Boites de Pétri stériles.
Tube a essais a Vis.
Pipettes Pasteur.
Portoirs.

Réfrigérateur.

Pied a coulisse.

Pence métallique.
Pince en bois.

Anse de platine.
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*

> Ecouvillon.
Milieu de culture

Gélose viande foie (VF).

Gelose Hektoen.

Bouillon au sélénite de sodium cystéine (SFB).
Eau peptonée alcaline (EPA)

Gélose nutritive alcaline biliee (GNAB).
Gélose TSI.

Milieu Muller-Hinton

Milieu de Ferguson (Urée-indole)

YVVVVVYVYVYYYVY

+ Composition des différents milieux de cultures (Denis et al., 2007)

Gélose Lactosée au TTC Tergitol
Pour 1 litre de milieu :

Peptone pancréatique de VIande ...........ccccveieeieiieiieseece e 10,0 ¢
=YL A [T/ T= Vg Lo [ 5090
Extrait autolytique de 1eVUIE...........cooiviiiiiie s 6,09
[ Tod (01 RPN 20,0 ¢
LI (0 L0 PSSR 0,19
Bleu de bromothymol ..., 50,0 mg
Chlorure de 2, 3, 5 triphényltétrazolium ..........cccooeveiiiiiiiec e, 25,0 mg
Agar agar bacteriologiQUE...........covevveiiiieie e 10,0 ¢

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,2 + 0,2.
Gélose Viande Foie

Glucose.

Amidon.

Agar.

Eau distillée.

Ajuster le ph a 7, 6-7,8, stérilisé pendant 15minutes a 121°C.

Bouillon au Sélénite de Sodium Cystéine (SFB)

Peptone pancréatique de caséine.
Lactose.
Monohydrogénosélénite de Na.
1-Cystéine.

Eau distillée.

Ajuster Pha 7 +0,2.
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% Gélose Hektoen

Pour 1 litre de milieu :

o Peptone pepsique de VIANAE.........ccueieiiriiieieie e 12,09
o Extrait autolytique de TEVUIE ........oiiiiii e 3090
L N I (o (0 T 12049
LY. (ol 1T 011 USSR 12,0¢g
LT 1 Tod [ =TSO S USSR 209
©  SEISDIIAIIES ..ocevieiieece et e 90¢g
e ChIorure de SOIUML.........ciiiiiiiece et re e ae e nas 5090
e Thiosulfate de SOQIUM ........ccviiiiice e 500
e Citrate ferrique ammoONIaCal ...........cccoveviiieiice e 159
o Bleu de bromothymol ..o 65 mg
@ FUCRSING ACIUE ... 40 mg
o Agar agar bacteriologigUe .........ccooreiiiriiire e e 135¢g
e PH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,6 £ 0,2.

%

% Eau peptonée alcaline (EPA)

*  Peptone.

* Lactose.

* Monohydrogénophosphate de Na.

*  Dihydrogénophosphate de K.

*  Eau distillée.

* Ajuster le Pha 7,2 + 0,1, autoclaver a 121 £1°C/15 min.

%+ Gélose Nutritive Alcaline Biliée (GNAB)

*  Peptone.

*  Extrait de viande.

*  Chlorure de sodium.

*  Agar.

*  Eau distillée.

*  Dissoudre, ajuster le pH a 9, stériliser a I’autoclave a 121°C /20 min.

« Milieu Muller-Hinton

e Infusionde viandedeboeuf...........cooiiiiiiiiii 300,0 ml

o Peptone de CasBing ........c.oiiriniiniiii 175¢g

o AMION U8 MATS ...ttt 1,5¢g

e Agar agar bacteriolOZIQUE. .......oiuuit it
1709

e PH=74
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+» Gélose TSI

Pour 1 litre de milieu :

®  TIYPLONE. .ot 14049
o Extrait autolytique de TEVUIE.........cvi i 309
L 1 g L0 [ VAT: 1 o [ TR 3090
L €] 11 oo = O URRRRRTRR 1049
©  LACIOSE ..o 10,09
®  SACCRAIOSE ..eeiiitiii e e e r e e s aaeeeans 1009
o Chlorure de SOIUM.........ccuiiiee et re e e 5090
e Thiosulfate de SOUIUM.........cceiiiiieii e 0,39
e Citrate ferrique ammONIACAl ...........cccciveiiiiieiiece e 0,39
e ROUQE e PhENOL.......ciiiie et 24,0 mg
e Agar agar baCteriolOgiQUE..........ccveuiiiiiieie e 135¢g

e PH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,4 £ 0,2..

% Milieu de Ferguson (Urée-indole)

Pour un litre d’eau purifiée

® L —Tryptophane. ........ceiniiiiiii i e 3g
o Phosphate MONOPOtASIQUE. .....eiutittit ittt et et eaeaa e lg
e  Phosphate dipotasiqQUe. .......couieieiiiti it lg
e Chlorure de SOdIUML. . ......iuiit it 5¢g
L 5 P 20g
o ROUQE e PhENOIL @ 10 .eciieieciieceee e 2,5ml

O AICO0L A 050, e e ———
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ANNEXE VI

Filtration d= 100 ml d*=an

9‘— Entonnoir 1

. +——— Membrane 0. 45p Rampe de

Filtration
Pompe f23 postes

37eC 44=C J
. ~ A
l 24 heures
Coliformes totaux Coliformes fécaux

Aprés 24 heures d’incubation :
237°C | petites colonies rougs
3 44°C de petites colonies jaune crangé

Figure N° 35 : Colimétrie par filtration.
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Colilert18

Etape
Ajouter le réactif a I'échantillon.

Etape 2.
Verser dans Quanti-Try (numération de 1 a 200) ou Quanti-Try
/ 2000 (numération de 1 a 2 419).

Etape 3.
Sceller avec le conditionneur Quanti-Try_(Sealer) et placer dans _ :
une étuve a 36°C pendant 18 heures. )

Etape 4,
Quanti-Tray—Lire les résultats:

e Puits jaunes = coliformes totaux
o Puits jaunes/fluorescents = E. coli

Quanti-Tray / 2000—Lire les résultats:

e Puits jaunes = coliformes totaux
e Puits jaunes/fluorescents = E. coli

Figure N°36 : méthode de Colilert.


http://www.idexx.fr/eau/quantitray/qtrayaccess.jsp#7
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Enterolert-E

Etape 1.
Ajouter le réactif a I'échantillon.

Etape 2.
Verser dans Quanti-Try (numération de 1 a 200) ou Quanti-Try
/ 2000 (numération de 1 a 2 419).

Etape 3.
Sceller avec le conditionneur Quanti-Try_(Sealer) et placer dans |
une étuve a 36°C pendant 24 heures. )

Etape 4,
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Figure N°37 : méthode d’Entérolert


http://www.idexx.fr/eau/quantitray/qtrayaccess.jsp#7
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Figure N°38 : dénombrement des ASR.
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Figure N°39 : Recherche des salmonelles.
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I.GENERALITES SUR LES EAUX SUPERFICIELLES

Les eaux superficielles englobent toutes les eaux circulantes ou stockées a la surface
des continents (DEGREMONT, 1989).

Elles ont pour origine, soit des nappes profondes dont I'émergence constitue une
source de ruisseau, de riviére, soit les eaux de ruissellement. Ces eaux se rassemblent en cours
d'eau, caractérisés par une surface de contact eau-atmosphére toujours en mouvement et une
vitesse de circulation appréciable. Elles peuvent se trouver stockées en réserves naturelles
(lacs) ou artificielles (retenues, barrages) caractérisées par une surface d'échange eau
atmosphére quasiment immobile, une profondeur qui peut étre importante et un temps de
séjour appréciable (DEGREMONT, 1989).

Ces eaux sont susceptibles a I’altération par des polluants naturels, par des matiéres
organiques, ou par des matic¢res chimiques (issues de 1’activité de I’Homme) (BEAUDRY,
1984).

I.1. Différents types d’eaux de surface

Les eaux de surface comprennent les eaux des lacs, les oueds, les étangs et les retenues
d’eau de pluie (VILLAGINES, 2003). Parmi eux on s’intéresse aux oueds.

+ Oueds

Les oueds se caractérisent par I’irrégularité de leur débit au cours de ’année. Ce
dernier dépend de multiples facteurs. Les oueds présents en Algérie sont des cours d'eau le
plus souvent intermittent des régions seches. Ils sont toujours caractérisés par des eaux qui

sont nettement moins turbulent et a la température plus variable (DUSSART, 1966).
1.2. Pollution des eaux de surface

Selon RAMADE (1998), le probleme de pollution des eaux n'est pas un phénomeéne

récent ou accidentel, mais il compte en réalité parmi les plus antiques.

La pollution de I'eau est la dégradation de sa qualité. Elle résulte de I'ajout d’une
substance qui en modifie 1’équilibre (HULAUD et al., 2006).Les eaux de surface sont
rarement potables sans aucun traitement. Les eaux de surface sont généralement polluées
bactériologiquement (DEGREMONT, 1989).
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1.2.1.0rigine de la pollution

Les eaux de surface peuvent avoir plusieurs origines de pollution :

e Origine domestique

La pollution d’origine domestique provient des activités humaines de tous les jours :
bains, excréments, préparation des aliments, lessive et vaisselle. A travers ces activités,
I'Homme rejette d'une part des polluants biologiques, urinaires et fécaux (RADOUX et al.,
1991).

L'Homme introduit également dans les eaux usées des produits chimiques divers :

détergents et huiles qui retardent I'auto-épuration des cours d’ecau (LEROY, 1999).

e Origine industrielle

Tres différente de la précédente, ces caractéristiques varient d’une industrie a I’autre
(BAUMONT et al., 2004). Cette pollution est représentée par divers polluants et
micropolluants organiques (hydrocarbures, solvants, produits de synthese, phénols) ou

inorganiques (métaux lourds, ammoniaque, produits toxiques) (DEGREMONT, 1989).
e Origine agricole

Elle est représentée par les engrais, pesticides ou herbicides entrainés par les eaux de
pluie et de ruissellement et également par les rejets organiques dus a la présence d'élevages
importants (DEGREMONT, 1989).

Une mauvaise pratique culturale entraine des dégradations environnementales dues a

la sédimentation dans les cours d'eau ou dans les barrages (SHARMA et al., 1996).

1.2.2. Principaux types de polluants

1.2.2.1.Polluants chimiques

e Matiéres azotées

Les formes de l'azote dans les eaux usees sont I'azote total (NTK), les nitrates (NO3-) et
les nitrites (NO2 -). En plus de la toxicité de la forme ammoniacale et nitrique, l'azote
intervient dans le phénomeéne de I’eutrophisation (DERONZIER et al., 2001).
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e Matieres phosphatées

Cest la quantité de phosphore total contenu dans I'eau sous diverses formes :
polyphosphates, organophosphates et orthophosphates. Le phosphore est aussi responsable de
I'eutrophisation du milieu aquatique (MARTIN, 1987).

e Hydrocarbures

Ils proviennent essentiellement des rejets de produits pétroliers, des effluents de
différentes industries ou des usines a gaz (DEGREMONT, 1989).

Ils sont peu biodégradables. Leur présence dans les eaux de surface géne
considérablement le traitement de coagulation-floculation et de décantation (RAUZY, 1980).

e Pesticides
Appelés aussi « produits phytosanitaires », ce sont des substances chimiques minérales
ou organiques de synthése utilisées a vaste échelle contre les ravageurs des cultures .lls sont
présents dans I’eau a des concentrations comprises entre 1 mg/l et 1 pg/l. (RODIER et al.,
1996).

e Meétaux lourds

Ce sont des éléments en traces qui comprennent principalement le mercure (Hg), le
cadmium (Cd), le plomb, I'argent (Ag), le cuivre (Cu), le chrome (Cr), le nickel (Ni) et le zinc
(Zn). Ces éléments, bien qu'ils puissent avoir une origine naturelle (roches du sous-sol,
minerais), proviennent essentiellement de la contamination des eaux par des rejets d'activités
industrielles diverses (KECK et al., 2000).

e Détergents

IIs inhibent le processus d’autoépuration. Limitent le développent des

microorganismes et bloquent 1’oxygénation (CASTANY, 1982).

e Herbicides

Ce sont des substances destinées a éliminer les mauvaises herbes adventices des
cultures (CAIRNS et SHERMA, 1996).
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1.2.2.2. Polluants biologiques

Ce sont essentiellement des virus et des bactéries. La pollution microbiologique se
développe conjointement a la pollution organique, par une prolifération des germes d’origine

humaine ou animale dont certains sont éminemment pathogenes (HUGO, 2007).
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Il. PARAMETRES DE QUALITE DES EAUX SUPERFICIELLES

I1.1. Parametres physico-chimiques

+ Température

La température est un paramétre qui doit absolument étre mesuré sur le terrain, parce
qu’elle tend & s’ajuster rapidement & la température ambiante (HEBERT et LEGARE, 2000).
Elle joue un réle important dans la solubilité des gaz, dans la dissociation des sels dissous et
dans la détermination du pH (DUSSART, 1966). D’une fagon générale, la température des
eaux est influencée par la source d’ou elles proviennent (superficielles ou profondes)
(RODIER et al., 2005).

+ Dureté

La dureté ou titre hydrotimétrique (TH) correspond a la concentration totale en ions
calcium (Ca2") et en ions magnésium (Mg2"). Ils proviennent de la dissolution des roches
calcaires. (TARDAT H et BEAUDRY, 1984).

+ Potentiel d'hydrogéne (pH)

Le pH mesure la concentration en ions hydrogéne (H") de I’eau. Les valeurs du
potentiel d’Hydrogéne se situent entre 6 et 8,5 dans les eaux naturelles (CHAMPMAN et al.,
1996),

Le pH doit étre mesuré sur le terrain a I’aide d’'un pH-metre (AMINOT et
CHAUSSEPIED, 1983).11 est considéré comme étant I'un des paramétres les plus importants
de la qualité des eaux (BRISOU et DENIS, 1980).

+ Conductivité

La conductivité est la capacité d’une solution a conduire le courant électrique. Cette
capacité dépend de plusieurs facteurs tels que la nature des ions présents et leur concentration
totale. Elle donne une idée sur la salinité et permet une bonne appréciation du degré de
minéralisation d’une eau (KOURRADI, 2007 ; MAKHOUKH et al., 2011).
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+ Turbidité

La turbidité est une caractéristique qui exprime le degré du trouble d’un liquide. C’est

I’inverse de la transparence (HADE, 2003).

Cette transparence peut étre perturbée par la présence de particules en suspension et
de matiére colloidales dans 1I’ecau (APFELBAUM et al., 2009) .

+ Oxygene dissous

Parmi les gaz dissous, I'oxygeéne est celui qui joue le rdle le plus important dans la
qualité biotique des eaux. Indispensable a la respiration des organismes, il facilite la
dégradation des matieres organiques détritiques et I'accomplissement des cycles
biochimiques.

L'oxygene présent dans les eaux est le résultat des échanges entre I'atmosphere et la
surface de l'eau ainsi que de l'activité photosynthétique du phytoplancton (ALZIEU,
1989).

+ Alcalinité de I'eau

C'est la quantité totale de base dans I'eau. Ces bases pouvant étre des hydroxydes de
carbonates ou des bicarbonates. La quantité totale de carbone organique dépend des
concentrations en calcium et magnésium. Elle s'exprime en mg/l de carbonate de calcium
(CaCO3) (BANTON et BANGEY ,1997).

+ Matiéres en suspension

Ce sont les matiéres non dissoutes dans 1’eau. Elles correspondent a la fois des éléments
minéraux et organiques. La plus grande part des microorganismes pathogénes contenus dans

les eaux s’associent aux matieres en suspension (TOSE, 2006).

Suivant leur densité et les caractéristiques du milieu récepteur, elles évaluent la
répartition de la charge polluante entre la pollution dissoute et la pollution sédimentable
(BONTOUX, 1993).

+ Demande biochimique en oxygene a 5 jours (DBO5)

Elle correspond a la quantité d’oxygene qu’il faut fournir a un échantillon d’eau pour

minéraliser la matiere organique par voie biologique.
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La durée d’incubation de 1’échantillon est de 5 jours a une température de 20°C. La
mesure de cette DBO permet d’évaluer la contenance d’une eau en matieres organiques
biodégradables (TARDAT et BEAUDRY ,1984).

+ Demande chimique en oxygéne (DCO)

La DCO est une mesure de toutes les matieres organiques (ou presque) contenues dans

les eaux naturelles ou usées, qu’elles soient ou non biodégradables.

Elle correspond a la quantité d’oxygene nécessaire pour dégrader la totalité de la
matiere organique par voie chimique. Elle se fait sous l’action d’un oxydant puissant

(bichromate de potassium) en milieu acide fort (H,SO,) (RODIER et al., 2005).
4+ Rapport DCO/DBOs

Selon RODIER et al., (2009),le rapport DCO/DBOsdonne une estimation de la
biodégradabilité de la matic¢re organique d’un effluent donné.
DCO/DBOs <3 effluent facilement biodégradable.
3>DCO/DBOs<5 effluent moyennement biodégradable.
DCO/DBOs>5 effluent difficilement biodégradable, voir non dégradable.

Plus la valeur du rapport est petite, plus la matiére organique présente dans les rejets
sera facilement dégradable par les bactéries (WINKLER, 2009).

+ Sulfates
Les eaux naturelles contiennent toujours des sulfates, en proportions variables. Leur
présence résulte de la légere solubilité de sulfate de calcium des roches gypseuses et de
I’oxydation des sulfures répandus dans les roches (TARDAT et BEAUDRY, 1984).

4+ Chlorures

L’eau contient presque toujours des chlorures mais en proportions trés variables. La
teneur en chlorures augmente généralement avec le degré de minéralisation d’une eau
(TARDAT et BEAUDRY, 1984).La;présence des chlorures dans 1’eau est liée
principalement a la nature des terrains traversés. Ainsi elle peut étre attribuée a des sources

naturelles, aux eaux usées ou a des intrusions salines (MAIGA, 2005).
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+ Matiére organique

Les matieres organiques dissoutes dans 1’eau proviennent souvent de 1’attaque et de la
décomposition des cadavres d’animaux et de végétaux par les bactéries ou les champignons
inférieurs. Mais elles peuvent également provenir du métabolisme des étres vivants

supérieurs : excrément racinaires des plantes et déjections des animaux (LEFEVRE, 1993).
+ Substances azotées

Les substances azotées sont toxiques sous la forme ammoniacale (NH4") et nitrique
(NO7). L'ion nitrate (NO3) n'est utilisé par les organismes qu'apres transformation sous
I'action de la nitrate réductase (RODIER et al., 2005).

» Azote ammoniacal
Il est présent sous deux formes en solution, I'ammoniaque (NH3") et I'ammonium
(NH,") dont les proportions dépendent du pH et de la température. L'azote ammoniacal
provient des excrétions animales et de la décomposition bactérienne des composés organiques
azotés (AMINOT et CHAUSSEPIED, 1983).

> Nitrates
Les nitrates sont présents a 1’état naturel dans 1’eau suite a 1’oxydation de la matiére
organique par les microorganismes. Mais ils sont aussi apportés de maniére synthétique parles
engrais (CHAPMAN et al., 1996).

> Nitrites
Dans le cycle de l'azote, les nitrites sont considérés comme étant des ions
intermédiaires entre les nitrates et l'azote ammoniacal, ce qui explique les faibles
concentrations rencontrées en milieu aquatique qui sont de I'ordre de quelques micromoles par
litre (AMINOT et CHAUSSEPIED ,1983).

+ Orthophosphates (PO,)
Les ions phosphates (PO4>) contenus dans les eaux de surface peuvent étre d’origine
naturelle (produit de la décomposition de la matiére organique phosphatee, ou lessivage des

minéraux).

10
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Mais actuellement, leur présence dans les eaux est essentiellement due aux rejets
industriels, domestiques ou agricoles (POTELON et ZYSMAN, 1998).

I1.2. Parameétres microbiologiques
Quel que soit son origine, la mauvaise qualité microbiologique de 1’eau est un facteur
de risque pour I’environnement (MARTINEAU, 1997), ce qui rend indispensable d’effectuer

les analyses microbiologique afin d’apprécier les risques sanitaires.

Les bactéries les plus couramment recherchées dans 1’eau sont principalement des
témoins de contamination fécale (DELARRAS, 2007).

11.2.1.Germes indicateurs de contamination fécale

Le degré de pollution des eaux douces est en général évalué par le dénombrement des
coliformes fécaux et des streptocoques fécaux (groupe D), qui sont en grande partie dénués de
pathogénicité pour 'Homme, et qui sont trés abondants dans les eaux usées (GAUTHIER et
PIETRI, 1989).

4+ Coliformes totaux

Les coliformes totaux sont des batonnets, anaérobie facultatif, Gram (-), non sporulant
(PNUE/OMS, 1977).11s sont capables de croitre en présence de sels biliaires et fermentent le
lactose en produisant de l'acide et du gaz en 48 heures a des températures de 35 a 37 °C
(RODIER et al., 1996).Les coliformes totaux sont présents dans la nature, dans les eaux
riches en éléments nutritifs, dans les sols, sur la végétation et sur les animaux (HADE, 2003).

4+ Coliformes fécaux

Les coliformes fécaux sont intéressants car un trés grand nombre d’entre eux vivent en
abondance dans les matieres fécales des animaux a sang chaud et de ce fait, ils constituent des
indicateurs fécaux de la premiére importance (DESJARDINS, 1997).

Escherichia coli est 1’espéce la plus importante de ce groupe. Le détail concernant
cette espece sera tres traité dans le chapitre Il (Contamination des eaux par les bactéries

fécales antibio-résistantes).
+ Streptocoques fécaux

Ce sont des streptocoques du groupe D de LANCEFIELD, cocci a Gram positif, de

forme sphérique ou ovoide, en chainettes plus au moins longues, non sporulés, aéro-

11
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anaérobies facultatifs, catalase négatif, oxydase négative, homo fermentaires (BOURGEOIS
et LEVEAU, 1991).

Dans les eaux, ils sont tétmoins de contamination fécale car ils ont tous un habitat fécal
(BONNEFOQY et al., 2002).

4+ Clostridium sulfito-réducteurs

IIs peuvent étre consideres comme des germes fécaux. Ce sont aussi des germes
telluriqgues (RODIER etal., 1996). Les Clostridium perfringenssont des béatonnets
anaérobies, Gram (+), sporulant et qui réduisent les sulfites en sulfures en 24 a 48heures. lls
sont employés comme indicateurs dans I'étude des pollutions littorales pour un certain nombre
de raisons (PNUE/OMS, 1977) :

e |ls se trouvent en abondance dans les eaux usées qui sont principalement
d'origine humaine.

¢ lls ne se multiplient pas dans les sédiments.

e |lls survivent dans les sédiments, ce qui permet de déceler une pollution
ancienne ou intermittente (RODIER et al., 1996).

11.2.2.Germes pathogénes

+ Salmonelles

Les Salmonelles appartiennent a la famille des Enterobacteriaceae, bacilles, Gram
négatif, aéro anaérobies facultatives, avec un metabolisme oxydatif et fermentaire. La
température optimale de croissance est entre 35 a 37 ° C (RODIER et al ., 1984).

Elles sont responsables d’une multitude de syndromes (fiévres typhoides et
parathyroides, salmonelloses...).Fréquemment responsables de toxi-infections alimentaires.
Elles sont présentes dans les eaux (POTELON, 1998).

4+ Vibrio cholerae

Ce sont des batonnets incurves en virgule ou droits, mobiles et aérophiles, Gram- et
Oxydase(+). Les vibrions cholériques des eaux sont des halotolérants et peuvent se
développer en présence de chlorure de sodium. Ils engendrent le choléra (DELARRAS,
2003).

12
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I11. CONTAMINATION DES EAUX PAR LES BACTERIES FECALES
ANTIBIO-RESISTANTES

La présence de micro-organismes pathogénes entériques dans les milieux aquatiques
peut étre une source de maladie lorsque l'eau est utilisée pour boire, ou pour des activités
récreatives ou pour l'irrigation. Le risque sanitaire est augmenté si les bactéries entériques
pathogenes présentes dans les eaux sont résistantes aux antibiotiques car les infections
humaines causées par ces bactéries pourraient étre difficiles a traiter avec des médicaments
(WENZEL et EDMOND, 2009).

En outre, les bactéries fécales pourraient étre en mesure de transmettre la résistance
aux antimicrobiens des bactéries autochtones par le biais de transfert latéral, lorsque les génes
de résistance sont effectués par des eéléments génétiques transférables et mobiles tels que les
plasmides contribuant ainsi a la propagation de la résistance aux antimicrobiens (SAYAH et
al., 2005).

I11. 1. Antibiorésistance des bactéries

La résistance aux antibiotiques est aujourd’hui un phénomene en constante
augmentation dans le monde entier (WALTER, 2008). Elle peut étre soit naturelle ou acquise
(Voir laFigure N° 1).

111.1.1. Résistance naturelle ou intrinseque

Elle correspond a la résistance de toutes les souches d’une méme espéce bactérienne a
un antibiotique. Elle est due soit a une absence de cible ou a une imperméabilité de la paroi a
un antibiotique (DAVIS et al., 2007).

I11.1.2. Résistance acquise

Due a des modifications génetiques, chromosomiques ou plasmatiques. Elles ne

concernent que quelques souches, d’une méme espéce, normalement sensibles a un

antibiotique donné (DAVIS et al., 2007).
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RESISTANCE BACTERIENNE

ACQUISE

NATURELLE ; 5
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Chromosomique
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une espéce bactérienne Mutusions Extra-Chromosomique
un antibiotique ou une famille I
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Chromosomique Eléments Geénétiques
Rare Mobiles (Plastmides)
Stable Fréquent
Spontanée Contagieux
Specifiqueun antibiotique Non Spécifique: =rmulti-résistante
ou un famille
transmission verticale transmission horizontale

Figure N°1 : Présentation des différents types de résistance bactérienne (LAVIGNE,
2007)

I11.2. Mécanismes de I’antibio-résistance

Pour se defendre contre les antibiotiques, les bactéries ont recours a quatre grands

mécanismes selon I’antibiotique en question :
I11.2.1.Réduction de la perméabilité membranaire

Modification des barrieres de perméabilit¢ : D’antibiotique utilise les canaux
empruntés par d’autres molécules pour pénétrer dans la bactérie. La bactérie modifie alors sa
perméabilité de telle sorte que 1’antibiotique pénétre beaucoup plus lentement, contrairement

aux substances nutritives par exemple (FRERE ,2008).

Les pores sont constitués par des protéines qui forment des canaux (porines).Les
bactéries résistantes réduisent aussi la synthese de porine (VALLET, 2008). Mais cette

technique a des limites car la bactérie ne peut pas s'isoler completement (FRERE ,2008).
111.2.2. Développement d’une voie métabolique alternative

Dans ce cas, ’antibiotique atteint sa cible. Cependant, la bactérie utilise d’autres
voies métaboliques pour exécuter le méme travail. Ces activités inhibées pas 1’antibiotiques

vont étre remplacees (FOURNIES, 2003).
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111.2.3. Modification de la cible

Chaque antibiotique agit en se fixant sur une cible précise dans la cellule (paroi,
ribosome).Une modification consécutive a une mutation modifie le site de fixation et empéche
ainsi la liaison de I’antibiotique (VALLE ,2008). La bactérie parvient a modifier unepartie
d’elle-méme ou intervient 1’antibiotique de telle sorte qu’elle continue a fonctionner eta vivre

sans qu’elle soit reconnue par 1’antibiotique. (FRERE, 2008).
111.2.4. Excrétion des antibiotiques par un mécanisme d’efflux

Le denier mécanisme est celui des pompes de rejet. Les molécules externes a la
bactérie y entrent spontanément parce que les bactéries constituent un lieu de concentration
moindre que le milieu dans lequel elles baignent. Certaines bactéries ont alors développé un
systeme de pompe qui rejette les molécules d’antibiotique qui entrent. C’est le phénomene qui
est a l’ceuvre avec les antibiotiques de la famille des quinolones, [-lactamines

(FRERE ,2008).
I11.3. Antibiorésistance des souches productrices de béta- lactamase

Ces derniéres années, 1’émergence des bactéries multirésistantes, principalement liée a
la prescription non sélective d’antibiotique et a I’hygiéne, préoccupe le monde médical.
L’utilisation massive et répétée d’antibiotiques en santé humaine et animale géneére au fil du

temps une augmentation des résistances bactériennes.

Les béta-lactamines constituent une famille d’antibiotiques qui comprend les dérivés
de la pénicilline, les céphalosporines, les monobactames, les carbapénémes et les inhibiteurs
de la béta-lactamase. Trés largement prescrit en clinique, les béta-lactamines agissent en
inhibant la biosynthése du peptidoglycane, principal constituant de la paroi bactérienne par
fixation préférentielle a diverses protéines.

Chez les bacilles a Gram négatif (BGN), trois types de mécanismes de résistance,
principalement acquise, ont éte identifiés : la faible affinité pour les protéines de liaison a la
pénicilline (PLP), les phénoménes d’imperméabilité et d’efflux, et surtout 1’inactivation
enzymatique par des protéines, dénommeées les béta-lactamases en raison de leur affinité pour
le noyau béta-lactame (PHILIPPON, 2013).

Les entérobactéries ont la capacité de produire des béta- lactamases, enzyme qui
inactive les antibiotique béta- lactamines par ouverture du cycle béta- lactame. Les genes de la
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résistance aux béta- lactamines se situent soit au niveau du chromosome bactérien, soit sur des
éléments extra-chromosomique (OMS, 2008).

Les béta-lactamases a spectre élargi (BLSE) constituent un vaste groupe de béta-
lactamases. Les BLSE conférent habituellement aux bactéries un phénotype de résistance aux
pénicillines, aux céphalosporines de premiére, deuxiéme et troisieme génération ainsi qu’au
céfépime et a I’aztréonam. Elles sont inhibées par I’acide clavulanique. A ’inverse, elles ne
conférent pas de résistance vis-a-vis des céphamycines ou des carbapénemes (JACOBY,
2009).

Dans le cadre de cette étude, 1’espece sélectionnée est Escherichia coli.
111.4.Escherichia coli

Les Escherichia coli font partie de la famille des Enterobacteriacae (LEVINE,
1987).C’est un bacille Gram-, Anaérobie facultative, mobile, asporulé, de 2,5 u de longueur et

de 0,6u de largueur, possédant des flagelles péritriches (PHILIPON, 2004).

% Habitat
C’est une bactérie commensale du tube digestif des animaux et de I’Homme (PHILIPON.
2004). L’espéce E. coli est excrétée dans la nature surtout dans les eaux usees qui deviennent
a leur tour une source de contamination. C’est une espece indicatrice de contamination fécale
et sa présence dans 1’eau et le sol n’est pas considérée comme normale (LE MINOR et

VERON, 1989; KAISER, 1998).

%+ Caracteres biochimiques

Les souches d’E.coli fermentent le glucose avec production de gaz, dégradent le
lactose et sont PB-galactosidase positive. De méme elles sont indole et lysine décarboxylase
positives. Elles n’utilisent pas le citrate comme source de carbone et sont uréase tryptophane

désaminase et H,S negatifs (DELARRAS, 2003).

«» Caracteres culturaux

En 24 heures d’incubation a 37°C, sur milieux gelosés, les colonies sont rondes, lisses,

a contours réguliers ayant parfois un aspect muqueux, non pigmentees.
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Elles sont de 2 a 3 mm de diametre. Sur milieux lactosés, la culture fait varier I’indicateur
de pH vers Iacidification (DELARRAS, 2003).

17

——
| —



	ma page de garde final.pdf (p.1)
	Remerciement. final.pdf (p.2)
	Dédicace.pdf (p.3)
	Résumé.final-traduit-anglais-arabe.pdf (p.4-6)
	LISTE DES ABREVIATION.pdf (p.7)
	LISTE DES FIGURES.pdf (p.8-9)
	LISTE DES TABLEAUX.pdf (p.10)
	SOMMAIRE 1.pdf (p.11-12)
	Introduction final.pdf (p.13-14)
	II.RÉSULTATS ET DISCUSSION final.pdf (p.15-36)
	MATÉRIEL ET MÉTHODES.final avec photos.pdf (p.37-63)
	On détermine la dureté calcique par différence :
	TH (Mg) = (VTH– V Ca) × 4, 8 = mg/l.
	 Détermination de la Demande Chimique en Oxygène (DCO)
	 Lecture et interprétation
	 Lecture et interprétation
	 Lecture


	Conclusion.pdf (p.64-65)
	Références Bibliographiques.final.pdf (p.66-75)
	ANNEXE.final.pdf (p.76-96)
	Bibliographie final.pdf (p.97-111)

