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Résumé

Notre étude a pour objectif d'évaluer la qualité des eaux de deux oueds (Chiffa et Beni

Azza) situés a la willaya de Blida.

Un total de seize échantillons d'eau a été prélevé a partir de deux sites dans chaque oued.
Les analyses physico-chimiques effectuées sont les suivantes : la température, le pH, la
conductivité électrique et I’oxygene dissous, les résultats indiquent que la qualité de I’eau des deux

oueds varie de bonne a moyenne.

L'étude bactériologique a montré la présence des bactéries indicatrice de contamination
fécale ancienne d'origine animale plus importante dans 1"”oued de Beni Azza par rapport a Chiffa
avec une absence totale des bactéries du genre salmonella et Vibrio, on a noté également la
présence des Entérobactéries et des Pseudomonas aeruginosa, I'établissement du profil
d'antibiorésistance a permis de déterminer une forte résistance des entérobactéries vis-a-vis la
famille des béta-lactamines. Concernant les souches de Pseudomonas aeruginosa, présentaient une

résistance pour les antibiotiques Ticarcilline, Pépiracilline, Aztréoname et Imipénéme.

Cette étude a également révéle la présence de divers champignons, notamment Aspergillus
niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Fusarium et Candida albicans.

Mots clés: Oued Chiffa, Oued Beni Azza, Qualité¢, Physicochimiques, Bactériologiques,

Résistance



Abstract

The aim of our study is to assess the water quality of two wadis (Chiffa and Beni Azza)

located in the willaya of Blida.

A total of sixteen water samples were taken from two sites in each wadi, the following
physico-chemical analyses carried out: temperature, pH, electrical conductivity and dissolved

oxygen. The results indicate that the water quality of the two wadis varies from good to average.

The bacteriological study showed the presence of bacteria indicative of ancient faecal
contamination of animal origin to be greater in the Beni Azza wadi than in Chiffa, with a total
absence of bacteria of the Salmonella and Vibrio genera, but the presence of Enterobacteriaceae

and Pseudomonas aeruginosa was noted.

Antibiotic resistance profiling revealed a high level of resistance in enterobacteria to the
beta-lactam family. Pseudomonas aeruginosa strains showed resistance to the antibiotics

Ticarcillin, Pepiracillin, Aztreonam and Imopenem.

The study also revealed the presence of various fungi, including Aspergillus niger,

Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Fusarium and Candida albicans.

Key words: Oued Chiffa, Oued Beni Azza, Quality, Physicochemical, Bacteriological, Resistance
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Introduction

L'eau est un ¢lément indispensable pour la vie et pour le développement socioéconomique

réel et durable d'un pays (Belghiti et al.,2013).

Les écosystémes aquatiques sont le siege de phénomeénes chimiques, physiques et
biologiques, et apparaissent comme une source limitée et fragile menacée par les atteintes a
'environnement. Ils occupent donc une place primordiale sur notre planéte, Ils jouent des rdles
essentiels dans la conservation de la biodiversité, dans le fonctionnement des organismes et dans

le cycle de matiere organique (Oertli et al.,2013).

La qualité des eaux dans le monde a connu ces derni¢res années une grande détérioration,
a cause des rejets industriels non contrdlés, 1'utilisation intensive des engrais chimiques dans
l'agriculture ainsi que I'exploitation désordonnée des ressources. Les activités agricoles, minieres
et industrielles de 1'homme moderne génerent des déchets chargés en éléments polluants.
L'accumulation de ces ¢éléments dans les formations superficielles en teneurs élevées, entraine
automatiquement grace aux phénoménes qui accompagnent l'infiltration des eaux de pluie et

superficielles (Reggam et al.,2015).

Les Oueds de Blida sont devenus des véritables dépotoirs surtout oued Chiffa et Beni Azza,
en ce sens ils charrient toutes sortes de rejets liquides et solides. Ceci a eu pour incidence une

dégradation de la qualité des eaux (Benkaid et H.,2021).

Le probléme de la pollution des eaux représente sans aucun doute un des aspects les plus
inquiétants de la crise globale de 1'environnement. En effet a la différence de divers phénoménes
de pollution qui ne constituants qu'une menace potentielle susceptible d'affecter a I'avenir les
activités humaines, la crise de l'eau sévit déja depuis longtemps et avec une gravité sans cesse

accru, affectant aussi bien les pays industrialisés que ceux de Tiers-Monde (Nguefack et al.,2018).

La dégradation de la qualit¢ des milieux aquatiques, 1'explosion démographique et
l'urbanisation anarchique, ont favorisé depuis les années 1980, I'éclosion de multiples foyers de
maladies a transmission hydrique qui déterminent souvent d'importantes flambées épidémiques

estivo-autonales. (Gueye et al.,2023).

La pollution de I'eau peut exercer des effets différés dans le temps et lointains dans l'espace,

induisant ainsi une nuisance pour les écosystémes aquatiques (Anctil,2016).




Introduction

L’OMS (2014) estime que l'eau sale est a I'origine de 9,1% des maladies et de 6% des déces

enregistrés chaque année dans le monde.

Face a ce constat alarmant, il est crucial d'agir. Le controle de la qualité¢ de l'eau est
indispensable pour protéger la santé publique et préserver l'environnement (Aouissi, 2010). C'est
dans ce cadre que notre étude s'inscrit, en proposant une analyse approfondie de la pollution

bactérienne dans les eaux des oueds Chiffa et Beni Azza, dans la wilaya de Blida.
L'objectif de cette étude est de :

- Evaluer la qualité physico-chimique

- Evaluer la qualité bactériologique par détermination de degré de leur contamination
fécale.

- Rechercher et identifier le maximum des souches bactériennes présentes dans ces eaux.

- Etudier la résistance aux antibiotiques des souches isolées afin de déterminer la présence
ou non des bactéries antibiorésistantes.

- Rechercher et identification des champignons aquatiques
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I. GENERALITE SUR LES EAUX

1.1 Généralité sur les eaux de surface

La Terre est souvent appelée la "planete bleue" en raison de sa couverture d'eau qui
représente 71% de sa surface. Malgré son caractére ordinaire, l'eau est inodore, incolore et insipide

(Tridi, 2020).

Toute 1'eau sur terre se divise essentiellement en deux catégories, la majeure partie est
représentée par des eaux salées (97%), tandis que seulement (3%) des ressources sont des eaux
douces. Plus des deux tiers de ces derniers existent sous forme de glace dans les glaciers et les

calottes polaires (Belhadj, 2017).

Les eaux continentales de surface sont divisées par les chercheurs en deux grandes familles,
d’une part les eaux courantes, d’autre part les eaux stagnantes (Dussart, 1992, Angelier, 2000)

selon :

> Le degré de modification :
e FEaux de surface naturelles : issues naturellement de la terre, sans intervention
humaine.
e Eaux de surface artificielles : créées par I'homme, telles que les plans d'eau artificiels.
e Eaux de surface modifiées : résultant de modifications des sources naturelles d'eau,
telles que des changements dans le cours des riviéres pour le transport de I'eau ou des
altérations dues a des activités humaines telles que la pollution ou la diminution du
niveau des eaux (Antoine Decrouy, 2022).
» Leur mouvement :
e Eaux lentiques : statiques, sans mouvement apparent, telles que les lacs.
e Eaux lotiques : dynamiques, avec une direction de flux, comme lariviere (Antoine
Decrouy, 2022).

1.1.1 Définition des eaux de oueds

Les eaux d’oueds sont celles qui circulent ou sont stockées a la surface des continents. Ces

eaux se distinguent par une surface d'échange eau-atmosphére presque immobile, une
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profondeur parfois importante et un temps de sé€jour significatif. Elles sont souvent utilisées

dans les régions a forte densité de population ou trés industrialisées (Ayachi et al., 2019).

Leur composition chimique est influencée par la nature des terrains traversés tout au long
de leur parcours dans les bassins versants. Au fil du cheminement, l'eau dissout les différents
¢léments constitutifs des terrains. De plus, grace aux échanges a la surface entre l'eau et
'atmospheére, ainsi qu'a l'activité métabolique des organismes aquatiques, 1'eau se charge en
gaz dissous tels que 1'oxygene, 1'azote et le dioxyde de carbone. En conséquence, leur qualité
peut varier selon les régions et les saisons (Sari, 2014). Effectivement, peuvent transporter des
microorganismes et des polluants chimiques (Festy et al., 2003), ce qui rend rarement ces eaux
potables sans aucun traitement. Il est nécessaire de les filtrer, désinfecter et surveiller

correctement pour garantir leur sécurité¢ (Khettaf, 2018).
1.2 Pollution

La pollution se définit comme la dégradation de l'environnement due a l'introduction de
substances qui ne sont pas naturellement présentes dans 1'air, I'eau ou le sol. Elle perturbe les
¢cosystémes et peut entrainer la migration ou I'extinction de certaines espéces incapables de
s'adapter aux changements. La pollution de I'eau englobe toute altération chimique, physique
ou biologique de sa qualité ayant un impact néfaste sur les organismes qui en dépendent.

(Chekirou et al., 2017).
1.2.1 Origine de la pollution des eaux

Tableau I : Différentes origines possibles de pollution des eaux

L’origine de la pollution

Pollution Agricole | -Des produits chimiques tels que les pesticides, les insecticides, le
désherbant, des engrais azoteés.

-Les déchets issus de I'élevage et les engrais minéraux (Benayache,

2014).
Pollution -Germes fécaux, fortes teneurs en matiéres organiques.
Domestique - Sels minéraux tels que l'azote et le phosphore, détergents (Gaujous,
1995).
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Tableau I : Différentes origines possibles de pollution des eaux (suite)

Pollution -Matiere organique et graisses provenant de l'industrie agro-
Industrielle alimentaire

- Acides, bases et produits chimiques provenant des industries
chimiques

- Matiéres radioactives provenant des centrales nucléaires, des centres
de recherche

- Métaux lourds issus du traitement de surface et de la métallurgie
(Herbert, 2000).

Pollution urbaine | -Une concentration élevée de particules minérales en suspension,
comme le sable, le gravier

- Une abondance de débris solides.

- Des niveaux élevés de substances toxiques et d'hydrocarbures
(Benchabane, 2015).

Pollution liée au | -Eruption volcanique

phénomeéne -Un déversement sous-marin d'hydrocarbures,
naturel -Le contact avec des filons géologiques renfermant des métaux ou de
I'arsenic

-La présence de sources thermales minérales (Khattab et al., 2017).

Pollution -L'augmentation de la température de I'eau réduit la teneur en oxygeéne

thermique - Augmente la vitesse de réactivité (Touati laid, 2021).

1.2.2 Impact et conséquences de la pollution des eaux d’oueds
La pollution et la contamination des eaux peuvent générer diverses conséquences :

v L’absence totale d'oxygéne dans 1'eau, avec des répercussions graves sur la vie aquatique
(Mezerdi, 2020).

v' L'exposition a des produits chimiques toxiques, tels que le plomb, le mercure et les
pesticides (Mezerdi, 2020).
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v Danger pour certaines especes marines (Patrick TRIPLET, 2015).

v Bioconcentration (un phénomene d'absorption par les étres vivants des substances
naturellement présentes dans leur environnement ou introduites par la pollution) (Patrick
TRIPLET, 2015).

v' Maladie a transmission hydrique. Le terme maladie a transmission hydrique "MTH"
englobe un large éventail de pathologies d'origine bactérienne, parasitaire ou virale, ayant
en commun le mode de contamination : I'eau. Ce sont des maladies d'origine fécale,
souvent épidémiques, caractérisées principalement par des symptémes digestifs tels que la
diarrhée et les vomissements. Elles demeurent trés répandues et représentent toujours une
menace dans les pays pauvres, avec un taux de mortalité particuliérement éleve, notamment

parmi les jeunes enfants (Adam, G, 2014).
1.3 Qualité physico-chimiques des eaux d'oueds

La qualit¢ des eaux de surface est caractérisée par les diverses substances qu’elles
contiennent, leur quantité et leur effet sur les écosystemes aquatiques et la santé humaine. Ces
substances peuvent €tre soit d’origine naturelle, soit découler de la présence humaine (eaux usées)

ou des activités industrielles et agricoles (Oumbhani, et al.,2023).

La qualité physico-chimique des eaux des oueds est menacée par plusieurs facteurs,

notamment les rejets domestiques et industriels, les activités agricoles et 1’urbanisation.

(Benabdallah et al., 2023)

Tableau Il : Les paramétres physicochimiques influengant la qualité des eaux d’oueds

Parametres physicochimiques

Température = Facteur écologique primordial pour les écosystemes
aquatiques.

= Agitdirectement sur le phénomene d’évapotranspiration et par
conséquent le déficit d’écoulement annuel et saisonnier.

= Elle dépend de I'obscurité, de I'altitude, de I'exposition et de la

présence d'une grande masse. (Reggam, 2015)
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Tableau II : Les paramétres physicochimiques influengant la qualité des eaux d’oueds (suite)

Potentiel d'hydrogene | = Influence la biodisponibilité des ions métalliques dissous dans
I'eau.

= Un pH bas peut les rendre plus solubles et donc plus toxiques
pour les organismes aquatiques. A I'inverse, un pH élevé peut
les rendre moins solubles et donc moins assimilables.

= Le pH joue un réle important dans I'épuration d'un effluent et
le développement bactérien. La nitrification optimale ne se fait
qu'a des valeurs de pH comprises entre 7.5 et 9 (Métahri,
2012).

Turbidité = La turbidité d'une eau est due a la présence des particules en

suspension, notamment colloidales : argiles, limons, grains de
silice, matiéres organiques. Celle-ci sera d'autant plus faible
que le traitement de I'eau aura été plus efficace (Ghazali D et
Zaid A, 2013).

La conductivité = La propriété que posseéde une eau a favoriser le passage d’un
courant électrique. Elle fournit une indication précise sur la

teneur en sels dissous (Métahri, 2012).

Oxygéne dissous » Dans les eaux de surface, 1’oxygéne dissous provient
essentiellement de I’atmosphere et de [Dactivité
photosynthétique des algues et des plantes aquatiques, varie de
maniere journaliere et saisonniére car elle dépend de
nombreux facteurs tels que la pression partielle en oxygene de
I’atmosphere, la température de 1’eau, la salinité, la pénétration
de la lumicre, 1’agitation de 1’eau et la disponibilit¢ en
nutriments.

= Une faible teneur en oxygéne dissous provoque une
augmentation de la solubilité des éléments toxiques qui se
libérent des sédiments (Rodier et al., 2009).
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Il. CARACTERISTIQUES MICROBIOLOGIQUES DES EAUX OUEDS
1.1 Germes indicateurs de contamination fécales
e Coliformes

Les coliformes sont définis comme des bactéries en forme de bacilles, & Gram négatif, aéro-
anaérobie facultatifs, non sporulées, qui fermentent le lactose avec production de gaz en 48 heures
a 37°C. La plupart des coliformes appartiennent aux groupes des bactéries entériques qui
comprennent : Escherichia coli, un habituel du tractus digestif, ainsi que Klebsiella pneumoniae,

moins fréquent du tube digestif et pathogene (Madigan et Martinko.,2007).
On distingue deux groupes de coliformes : totaux et fécaux.

Tableau 111 : Caractéristiques des coliformes totaux et fécaux.

Coliformes totaux (CT) Coliformes fécaux (CF)

= Existent dans les matieres fécales mais se | =  Appelés « coliformes thermotolérants »
développent également dans les milieux | = Capable de produire I’indole a partir du
naturels  (sols,  végeétation, eaux tryptophane a 44°C (DELARRAS,
naturelles) (Abdi et al., 2014). 2010).

= Possédent I’enzyme [-galactosidase
permettant 1’hydrolyse du lactose a 37°C
afin de produire des colonies rouges sur

un milieu bien approprié.

e Streptocoques fécaux

Les Streptococcus ce sont des Cocci a Gram positif, sphériques ou ovoides, disposés en paires
pour former des diplocoques et pouvant se présenter sous forme de chainettes parfois longues, ils

ne sporulent pas (Avril et al, 1992).

D’aprés Emmanuel ,2003 et Avril et al., 1992, le terme ‘Streptocoques fécaux © désigne les

streptocoques ubiquistes généralement présents dans les feces de I’homme et des animaux et qui

8
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sont a I’origine de contamination des eaux et des aliments. Du point de vue taxonomique, ils

appartiennent aux genres Enterococcus et Streptococcus.

e Bactéries anaérobies sulfito-réducteurs

Les bactéries anaérobies sulfito-réductrices (ASR) sont des bacilles Gram positifs, strictement
anaérobies et sporulés, se développant en 24 a 48 heures sur une gélose Viande Foie (VF) en
donnant des colonies typiques réduisant du sulfite de sodium (Na2SO3), qui se trouve dans le
milieu, en sulfure qui en présence de Fe+2 qui donne FeS (sulfure de fer) de couleur noir. Les
spores des ASR constituent généralement des indices de contamination ancienne (Labres et al.,
2006). Elles sont responsables des maladies graves telles que le botulisme et le tétanos, ¢’est pour
cette raison la recherche de ces derniers est essentielle dans le cadre de la détermination qualitative
de I’eau (Rejsek, 2002).

11.2 Bactéries pathogénes

Tableau IV : Les principaux bactéries pathogénes.

Salmonelles = Les Salmonella famille des Enterobacteriaceae sont des
bactéries a Gram négatif, anaérobies facultatifs

= Les Salmonella possedent toutes les caractéristiques
biochimiques, la fermentation du glucose et la production
d'enzymes spécifiques.

= Elles sont généralement mobiles grace a leurs flagelles péri
triches (A Brisabois et al.,1997).

Genrevibrio | = Bacilles Gram négatif, généralement isolés, droits ou incurvés,
parfois cocobacillaires.

= 15a30Um.

= Mobiles par ciliature polaire, principalement monotriche.

= Métabolisme oxydo-fermentatif, fermentation du glucose sans
gaz.

= Majorité des souches oxydase positive (Plesiomonas, 2016).
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Tableau IV : Les principaux bactéries pathogenes (suite).

Pseudomonas = Bacille a Gram négatif

aeruginosa = Aérobie stricte

= Métabolisme oxydatif

= Ubiquitaire dans I'environnement

= Saprophyte de I'eau, des sols humides et des végétaux

(Floret et al., 2009).

= P. aeruginosa dénommé aussi « pyocyanique » est un bacille
pigmenté (typiquement vert fluorescent grace a deux pigments la
pyoverdine et la pyocyanine ;

* Dimensions: 1 a3 um de longueur et 0,5 a 1 um de largeur

= Mobile gréce a un flagelle polaire (Morand et Morand., 2017).

Les = Bacilles a gram négatif

Enterobacteriaceae = Plus souvent courts (1a6 um).

= Droits

» Immobiles ou mobile par une ciliature péritriche

= Culture aisée

= Aéro-anaérobies facultatifs.

* Fermentaires

= Oxydase négative

= Catalase positive (a I’exception de Shigella dysenteriae type 1)

» Nitrate réductase positive (rare exception chez Erwinia)

= Les Entérobactéries sont responsables de deux grands types de
manifestation pathologie : une pathologie spécifique ou une

pathologie opportuniste (Klebsiella,M et al., 2016) .

11.3 Champignons aquatiques
Les champignons aquatiques trouvés dans un oued sont souvent microscopiques et

unicellulaires, formant I'nydromycoflore. Les principaux groupes de champignons aquatiques
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rencontrés sont les chytrides, les ascomyceétes et les basidiomycétes (Czeczuga, 1995). Deux
groupes sont créés, le premier est représenté par les champignons marins dits obligatoires qui se
développent, sporulent et se reproduisent uniquement dans un milieu marin, et le second,
représenté par les champignons marins dits facultatifs, d'origine terrestre ou d'eau douce, qui sont
capables de se développer, voire de sporuler en milieu marin. (Jones et al.,2015).

Le nombre estimeé de champignons marins depasse les 10000 espéces (Jones, 2011). De facon
plus générale, de nombreux champignons présents dans les océans se retrouvent également dans
des environnements terrestres, par exemple Fusarium, Aspergillus, Trichoderma ou Penicillium
(Amend et al., 2019).
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ITII. RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES ET CONTAMINATION DES EAUX PAR LES
BACTERIES MULTIRESISTANTES

III.1 Résistance aux antibiotiques

La résistance aux antibiotiques est un probléme universel observé pour toutes les espéces
bactériennes rencontrées chez I'Homme et lié a leur inéluctable évolution (Lesne, J., et Baron,

S. 2022).

Selon la définition microbiologique, une souche est dite résistante lorsqu’elle se cultive en
présence de concentration plus €levée en antibiotique comparativement a d’autres souches qui
lui sont phylogénétiquement liées. Selon la définition clinique, une souche est qualifiée de
résistante lorsqu’elle survit a la thérapie antibiotique mise en place (Muylaert, A., et Mainil,

J. 2013).

De plus, ont observé l'apparition de multirésistances, ce qui signifiait qu'une bactérie
pouvait étre résistante a plusieurs familles d'antibiotiques en méme temps. (Sanders, P. et al.

2011)
I11.2 Types de I’antibiorésistance
e Resistance naturelle :

On parle de résistance naturelle lorsque toutes les souches d'une méme espece bactérienne
sont résistantes a un antibiotique donné. Il s'agit en fait de bactéries qui sont insensibles au
mode d'action de l'antibiotique et correspond a un ou plusieurs mécanismes de résistance innés,

héréditaires et transmissibles (Frangois Denis et al.,2011).
e Resistance acquise :

La résistance acquise se produit lorsqu'une ou plusieurs souches d'une espece bactérienne,
initialement sensible a un antibiotique, développent une résistance. Cette adaptation est

souvent durable (Baudry, Brezellec, 2006).

Les mécanismes de cette adaptation peuvent résider dans des mutations génétiques de la

bactérie ou dans l'acquisition d'un "plasmide", un élément génétique transportant des génes de
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résistance provenant d'autres bactéries. Cette derniere forme de résistance acquise est la plus

fréquente, représentant plus de 80% des cas (Sylvie, 2009).
II1.3 Contamination des eaux par les bactéries multirésistances

L’environnement aquatique est un vecteur naturel efficace de dissémination des bactéries
résistantes aux antibiotiques, donc est un réservoir favorise le phénomene d’antibiorésistance et la
diffusion des bactéries et I’échange de leurs génes de résistance entre espeéces différentes (Berthe,

2003).

Plusieurs ¢tudes ont confirmé la présence de bactéries résistantes a plusieurs antibiotiques
dans les écosystémes aquatiques ; dans le cadre du programme Seine-aval, il a déja été montré la
présence d’E. coli multirésistantes aux antibiotiques dans les eaux de I’estuaire de la Seine

(Koenraad et al.,1994)

Dans les années 1990, la grande majorité des bactéries multirésistantes aux antibiotiques
¢tait représentée par les Staphylococcus aureus résistants a la méticilline (SARM) et les
entérobactéries (essentiellement appartenant a I’espece Klebsiella pneumoniae) productrices de [3-

lactamases a spectre étendu (EBLSE) (Drieux-Rouzet et Jarlier, 2014)

Dans des eaux potables, Leclerc et al., 1996, montrent dans le Pas-de-Calais que 100% des

Aeromonas hydrophila et 88% des Klebsiella pneumoniae résistent a 1’ampicilline.
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Materiel et Méthodes

Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’hygiéne de la wilaya de Blida et
I’Office National de 1’Assainissement (I’ONA) durant une période allant de la fin de février

jusqu’au 6 Mai 2024. 16 échantillons d’eau d’oued ont été réalisés (Chiffa et Beni Azza).

1.1 Matériel

a) Matériel biologique

e Souches de références

e Souches bactériennes et fongiques provenant des prélevements
b) Matériel non biologique

e Représente par les verreries, les flacons, les tubes et les milieux de cultures (Annex I)

1.2 Méthodes

1.2.1 Localisation géographique des deux oueds Chiffa et Beni Azza
A. Oued Chiffa

Oued Chiffa est localis¢ dans les montagnes de Tamezguida a environ 2 km de la ville
d'El Hamdania, est non loin de la route nationale N°01, prend sa source a environ 500m
d'altitude dans les Monts de Médéa, et coule au fond des gorges de la Chiffa. Ces dernieres sont
entaillées dans 1'Atlas Blidéen entre le massif de Blida et le massif de Mouzaia (Arab al., 2004)

(Figure let 2).

MEDITERRANEE

Figure 01 : Présentation de la zone d’¢tude (G.G.S.,2003).
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Figure 02 : Carte topographique de la zone d’étude : localisation et vue satellitaire

B. Oued Beni Azza

Oued Beni Azza se situe au nord de I'Algérie dans la wilaya de Blida. Il prend naissance

sur les hauteurs de Chréa et traverse la wilaya de Blida au niveau des communes d'Ouled Yaich

et de Beni Mered puis celle d'Ouled Alleug. 1l se réunit avec I'oued Mazafran au niveau du lieu

Magtaa Kheira et se déverse dans la mer Méditerranée aprés un parcours de 33,8 km

(BENGHERBIA et al.,2014).

—~ [Légende
‘ —~ Umite de ta plaine de Mitidja

]
}

chelle: 1 /500000
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Oueds

° S 10km
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Figure 3 : Présentation de la zone d’étude (BENGHERBIA et al.,2014).

1.2.2 Technique de prélevements et d’analyses

A. Mode de prélévement

Au total, quatre prélevements bimensuels d’une fréquence de 2 échantillons par site

(oueds) ont été effectués.
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Pour les analyses microbiologiques, des flacons en verre de 250ml (250 ml x4) stérilisés
préalablement dans 1’autoclave a 121°C puis bouchés pour une protection totale contre toute

contamination ont été utilisées.

Dans les deux stations des deux Oueds, les flacons sont immergés en position vertical en
le tenant par le fond, I’ouverture doit étre 1égérement plus haute que le fond et dirigé dans le

sens contraire du courant. La température a ét€ mesurée par le thermometre in situ.

1.2.3 Transport et conservation des échantillons

Le transport des échantillons été effectué dans une glaciére dont la température doit étre

comprise entre 4 a 6°C dans un delai ne dépassant pas 8 heures.
1.3 Méthodes d’analyse physico-chimiques
1.3.1 La température

La température de 1’eau est un facteur écologique trés important qui régit
pratiquement la totalité des réactions physiques, chimiques et biologiques (Boulaksaa et
Laifa, 2020). Dans cette étude, la température €été mesurée in situ en utilisant un

thermomeétre (marque : Suavinex).
1.3.2 Potentiel d’hydrogene (pH)

Le pH est une mesure de ’acidité de I’eau, représentant la concentration en ions
hydrogeéne (HsO"). L’échelle du pH va généralement de 0 (trés acide) a 14 (trés alcalin)
(Boulaksaa et Laifa, 2020).

+ Mode opératoire
o Allumer le pH métre (marque : HACH senslON PH31) ;
o Rincer I’électrode avec de I’eau distillée ;
o Prendre dans un petit bécher, la solution tampon pH=7 ;
o Régler I’agitation a faible vitesse ;
o Tremper I’¢électrode de pH dans la solution tampon pH=7 ;
o Laisser stabiliser un moment jusqu'a I’affichage du standard ;

o Affichage des résultats.
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1.3.3 Conductivité Electrique (CE)

La conductivité représente I’'un des moyens de valider les analyses physicochimiques

de I’cau, (Kouassi et al., 2011).

+ Mode opératoire

o Allumer le conductimétre (marque : HACH HQ430d flexi) et rincer 1’électrode avec de
I’eau distillée ;

o Prendre dans un petit bécher, la solution de Léau analyseé ;

o Laisser stabiliser un moment jusqu’a affichage de la constante de cellule ;

o Prendre environ 100 ml de I’eau analysé ;

o Tremper I’¢électrode avec les précautions habituelles dans le bécher ;

o Laisser stabiliser un moment, puis noter la valeur de la conductivité affichée ;

o Affichage des résultats ;

o Expression des résultats (Valeur de la conductivité électrique exprime par ps/cm.

1.3.4 Oxygene dissous :

L’oxygene dissous mesure la concentration du dioxygene dissous dans 1’eau, La teneur en
oxygene est une indication importante pour la qualité de I'eau. Une bonne concentration en
oxygene est essentielle pour la vie des plantes et des animaux aquatiques. Généralement 3 a 6
mg/l d'oxygene dissous est la dose 1étale et la quantité idéale est la valeur la plus élevée possible,

c'est-a-dire la valeur de saturation (Ayad et Kahoul , 2016).

+ Mode opératoire :

o Allumer I’oxymeétre (marque : HACH HQ430d flexi), et rincer 1’électrode avec de 1’eau
distillée ;

o Puis prendre environ 100 ml d’eau a analyser ;

o Tremper I’électrode dans le bécheren a ;

O

Laisser stabiliser un moment puis lire la concentration en mg/l ;

O

Affichage des résultats ;

1.4 Méthode d’analyse microbiologique

1.4.1 Recherche et dénombrement des bactéries indicatrices de contamination fécale
+ Recherche et dénombrement des Coliformes

La technique en milieu liquide fait appel & deux tests consécutifs a savoir :
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Test de présomption : réservé a la recherche des coliformes totaux.
A partir de I'eau a analyser, porter aseptiquement :

50 ml dans un flacon contenant 50 ml de milieu BCPL D/C muni d'une cloche de durham.
5 fois 10 ml dans 5 tubes contenant 10 ml de milieu BCPL D/C muni d'une cloche de durham
5 fois 1 ml dans 5 tubes contenant 10ml de milieu BCPL S/C muni d'une cloche de durham
Chassez le gaz présent éventuellement dans les cloches de Durham et bien mélangé le milieu
et I'inoculum.
Incubation : L'incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48 heures.
Lecture : Sont considérés comme positifs présentant a la fois :
Un dégagement gazeux (supérieur au 1/10 de la hauteur de la cloche)
Un trouble microbien accompagné d’un virage du milieu au jaune (ce qui constitue le
témoin de la fermentation de lactose présent dans le milieu)

Ces deux caracteres étant témoin de la fermentation du lactose dans les conditions

opératoires décrites. La lecture finale se fait selon les prescriptions de la table NPP.

Test de confirmation : encore appelé test de Mac Kenzie réservé a la recherche des
coliformes fécaux a partir des tubes positifs du test de présomption. Ce test est basé sur la
recherche de coliformes thermo-tolérants parmi lesquels on redoute surtout la présence

d’Escherichia coli caractérisée par la production d’indole a partir du tryptophane a 44°C.

Les tubes de BCPL trouvés positifs lors du dénombrement de coliformes totaux feront

l'objet d'un repiquage dans 1’eau peptonée exempte d’indole ou du Schubert.

Incubation : L'incubation se fait cette fois ci dans I'étuve a 44°C pendant 24 heures.
Lecture : Sont considérés comme positifs, les tubes présentant a la fois.
Un dégagement gazeux et un anneau rouge en surface témoin de la production d'indole par

Escherichia coli aprés adjonction de 2 a 3 gouttes du réactif de Kovacs.

La lecture finale s'effectue également selon les prescriptions de la table NPP en tenant

compte du fait qu'Escherichia coli est a la fois producteur de gaz et d'indole a 44°C.

+ Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux

Tout comme la méthode de recherche de coliformes en milieu liquide, celle de la

recherche et le dénombrement des Streptocoques fécaux fait appel a deux tests consécutifs a

savoir :
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Test de présomption

A partir de I'eau a analyser, porter aseptiquement :

50 ml dans un flacon contenant 50 ml de milieu ROTHE D/C.
5 fois 10 ml dans 5tubes contenant 10 ml de milieu ROTHE D/C.
5 fois 1 ml dans 5 tubes contenant 10 ml de milieu ROTHE S/C.

Bien mélanger le milieu et 1'inoculum.

o Incubation : L'incubation se fait & 37°C pendant 24 a 48 heures
o Lecture : Sont considérés comme positifs les tubes présentant un trouble microbien.
= Test de confirmation
Le test de confirmation est basé sur la confirmation des Streptocoques fécaux
éventuellement présents dans le test de présomption.
Les tubes de ROTHE trouvés positifs feront donc l'objet d'un repiquage dans des tubes
contenant le milieu EVA-LITSKY.
Bien mélanger le milieu et I'inoculum.
o Incubation : L'incubation se fait cette fois-ci a 37°C pendant 24 heures.
o Lecture : Sont considérés comme positifs, les tubes présentant a la fois :
= Trouble microbien

= Pastille violette (blanchatre) au Fond des tubes

La lecture finale s'effectue également selon les prescriptions de la table NPP qui figure en

(annexe II).

+ Recherche et dénombrement des spores des Anaérobies Sulfito — Réducteurs
(ASR)

La recherche et le dénombrement des spores des ASR dans 1’eau se fait par la méthode

d’incorporation en gélose en tubes profonds (Rodier, 2009).

e Agiter soigneusement l'eau a analyser.

e Répartir a I'aide d'une pipette graduée stérile 25 ml d'eau dans des tubes stériles a raison
de 5 ml par tube.

e Porter les tubes au bain-marie a 80 °C, pendant 10 min.

e Refroidir immédiatement a I'eau du robinet.
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e Faire préalablement fondre 250 ml du milieu viande-foie, ajouter aprés refroidissement
12,5 ml de la solution de sulfite de sodium a 5%, et 2,5 ml de la solution d'alun de fer a
5%, mélanger sans faire des bulles.

e Couler la gélose viande-foie sulfitée, dans chacun des tubes contenant I'eau traitée.

e Remplir et mélanger doucement sans incorporer d‘air.

e Laisser solidifier sur la paillasse

e Incuber a 37°C avec une premiere lecture a 24h puis 48h et 72h.

e Les colonies entourées d'un halo noir sont comptées comme susceptibles de provenir de

bactéries anaérobies sporulées sulfito-réductrices (Voir Annexe 1).

1.4.4 Recherche des Salmonelles et Vibrions cholériques

+ Salmonelles

La recherche des Salmonelles est réalisée en 4 étapes

1.

Enrichissement primaire : on introduit 50 ml de I'eau a analyser dans 100 ml de bouillon
du sélénite cystéine D/C. La solution obtenue est appelée SFB, Elle est incubée a 37 °C
pendant 18 a 24h.

Enrichissement secondaire et Isolement : la solution SFB, incubée la veille pour effectuer
le 2eme enrichissement sur le bouillon selenite-cyateine en tubes (solution SFBII) a raison
de 1ml par tube et un isolement sur gélose Héktoen. L’ incubation est réalisée a 37°C
pendant 18 a 24 h.

Enrichissement tertiaire et Isolement : a partir du bouillon SFBII isolé sur gélose
Héctoenll, prendre 1ml de SFBg et I'introduire dans un bouillon sélénite-cystéine (SFBm).
L'incubation se fait donc a 37 °C pendant 18 a 24h.

Lecture : Sur gélose héktoen colonie transparente a centre noire

+ Vibrions cholériques

Les bactéries de genre vibrion sont des bactéries rares dans I’environnement et de fagon

générale leur isolement se passe par un enrichissement afin d’augmenter la probabilité

d’existence de la bactérie.

1.

Enrichissement : A cet effet comme 1’espéce Vibrio cholerae est une bactérie

halotolérante et alcalinophile, ces caractéres ont été utilisés pour la préparation de son
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milieu d’enrichissement. Des échantillons d’eau ont été enrichis dans de 1’eau peptonée
alcaline hypersalée (a hauteur de 10% de I’échantillon) pendant 24h a 37 °C.

2. Isolement et identification : L’isolement a été effectué sur la gélose nutritive biliée
alcaline (GNAB), puis incubés a 37°C pendant 24 heures.
Examen macroscopique : Sous forme de colonies rondes, transparentes, a bords réguliers
(bris de verre) d’un diamétre de 2 mm
Examen microscopique : L’examen microscopique se termine par une coloration de

Gram (Annex I1), montrant les caracteres morphologiques (Gram, bacilles fins incurvés)
1.4.5 Isolement des Entérobactéries

Avant I'ensemencement un enrichissement doit étre réalisé sur le bouillon tamponné
(BGT) incuber a 37°c/18 a 24h. Les boites de MacConckey et CCA sont ensemencées a 1'aide
d'une pipette pasteur stérile selon la méthode de quatre quadrants (Figure 4). Les boites seront

incubées a 37°¢/18 a 24h.

Figure 4 : Technique d’ensemencement (Pierre Verlhac, 2019).

+ Aspect macroscopique

Gélose MacConcky Gélose CCA

N

Les colonies de
Klebsiella sont
souvent mucoides,
grandes (4 a 6 mm)
et rose foncé a pale

Les colonies
d’Escherichia coli sont
bleu foncé a violette

Des coliforme d’autre que
E.coli caractérisé par des
colonies rose a rouge

Les colonies d'Escherichia coli sont roses a
rose foncé, séches et sont entourées d'une
zone rose foncé de sels biliaires précipités.

Figure 5 : Aspect macroscopique des colonies
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1.4.6 Recherche des Pseudomonas aeruginosa

Enrichissement d’eau analyser dans le
bouillon tamponné a 37°¢/18 a 24h

A 4

[ Ensemencement ]

[ Gélose cétrimide ]

A 4

[ Incubation 42°C — 24h ]

'

Aspect macroscopique :

Les colonies Pseudomonas aeruginosa sont en
aspect muqueux 1,5 a 2 mm, colonies vertes et
muqueuse surface lisse et brillante

Figure 6 : Recherche et aspect macroscopique de Pseudomonas aeruginosa
.5 Tests d’orientation rapide

1.5.1 Test de catalase

Pendant la respiration aérobie, certaines bactéries produisent du peroxyde d'hydrogéne
(H202), celui-ci est trés toxique et certaines bactéries sont capables de le dégrader grace a des

enzymes qu'elles synthétisent (Green et Goldman, 2021).
Catalase

Sur une lame propre on dépose, une a deux gouttes d'eau oxygénée, ensuite prendre une

colonie isolée avec une pipette pasteur boutonnée et stérile et la déposer sur la lame.
o Lecture: Catalase + : dégagement de bulle d'O2

Catalase - : absence de bulle d'O2
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Figure 7 : Résultat d’une catalase positive et négative (photo originale, 2024)

1.5.2 Test d’oxydase

Appelé aussi phényléne diamine oxydase est un enzyme intervenant dans divers couples

d'oxydo-réduction. Ce test est a la base de 1’identification des bactéries Gram (-).

Placer un disque d’oxydase sur une lame propre et stérile. Déposer a 1’aide d’une pipette
Pasteur une goutte de suspension bactérienne pure sur " un disque oxydase", celui-ci contient
de I’oxalate de diméthyl paraphényléne diamine. Les bactéries oxydase-positives donnent
rapidement une coloration violette foncée ; dans le cas contraire, il n’y a pas de coloration

(BOUSSENA,2020).
1.6 Identification biochimique des bactéries
1.6.1 Galerie biochimique miniaturisé (Api 20E)

Api 20E est un systéme standardisé pour 1’identification des Entérobactérianceae et autres

bacilles a Gram négatif, comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés.

La galerie Api 20E sera ensemencée en remplissant les microcupules par la suspension

bactérienne a tester.
Pour les tests CIT, VP et GEL remplir tubes et cupules.
Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non les cupules).

Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE créer une anaérobiose en remplissant leur

cupule d’huile de vaseline. Refermer la boite est incubée 24 heures a 37°C.
o Lecture : Voir Annex Il
1.6.2 Galerie Api 20NE

Selon BioMérieux, API 20 NE est un systeme standardisé pour l'identification des bacilles

a Gram négatif non entérobactéries et non fastidieux (ex: Pseudomonas, Acinetobacter,
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Flavobacterium, Moraxella, Vibrio, Aeromonas, etc.) combinant 8§ tests conventionnels, 12 tests

d'assimilation, et une base de données (Annex III).
1.7 Recherche des champignons

Les champignons ont été isolé par la technique de rateau sur le Milieu Sabouraud +

chloramphénicol sans actidione. Puis incuber a 25 C° pendant 3 a 5 jour.

o Examen macroscopique

= Couleur au recto et verso

= Aspect de la colonie : relief (plane ou suréleveée, plissée), surface (poudreuse, granuleuse,
duveteuse ou floconneuse).

= Vitesse de pousse.
o Examen microscopique

= Permet la mise en évidence de filaments mycéliens de "type aspergillaire”, entre lame et
lamelle (état frais ou apres coloration par bleu lactique), les filaments mycéliens,
apparaissent hyalins, cloisonnés, et parfois ramifiés.

= Rarement, des tétes aspergillaires peuvent étre observées.

R/

% Test de filamentation (tube germinatif)

Apres I’apparition du Candida sur le Milieu Sabouraud + chloramphénicol sans
actidione, mettre une colonie dans un tube contient 0.5ml de plasma (sérum sanguin

humain) et incuber 3h a 37°C.

A l'aide d'une pipette pasteur une goutte est observer au microscope, progressivement
x40 ou x100, I’apparition d’un tube germinatif donc la présence du Candida albicans

(Figure 26).

Figure 8 : Méthodes d’identification du candida pathogénes (Benmezdad,2015)
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1.8 Antibiogramme standard en milieu gélosé : méthode des disques

Selon la CLSI, PEUCAST et la standardisation Algérienne,2020, I’antibiogramme est un

test in vitro, qui a pour but de mettre en évidence les effets des antibiotiques sur les bactéries

1solées.

Préparation de I’inoculum

Prélever au moins trois colonies de la bactérie jeune et émulsionner dans 5 ml de
I'eau physiologique stérile, hémogénie, la charge bactérienne est 0.5 MF.
L’ensemencement se fait par la méthode de Kirby-Bauer par écouvillonnage.
Plonger un écouvillon stérile dans la suspension bactérienne et laisser s'imbiber.

Le sortir du tube en I'essorant doucement sur la paroi.

Ensemencé sur toute la surface de la gélose MH par stries serrés en trois fois, en
faisant tourné la boite de 60° a chaque fois afin d’assurer une distribution uniforme.
Finir ’ensemencement en passant I’écouvillon sur la périphérie de la gélose afin
d’¢éliminer I’excés d’humidité.

Application des disques d’antibiotique sur la surface du milieu ensemencé
stérilement a l'aide d'une pince préalablement flambée et en appliquant une légére
pression lors du dép6t et ne pas déplacer une fois mis. Les disques sont généralement
espacés de 2. a 3 cm.

Incubation a 37°c pendant 18h.

Lecture

Pour chaque antibiotique mesurer le diamétre de la zone d'inhibition a I’aide d’un pied a

coulisse ou une regle au revers de la gélose, et reporter cette mesure sur I'échelle de concordance

correspondante et indiquer si la bactérie est sensible, intermédiaire ou résistante (Annex 1IV).
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II RESULTATS ET DISCUSSION

Cette étude a été réalisée au niveau du laboratoire d’hygiene de la wilaya de Blida et
I’Office National de 1’Assainissement (I’"ONA) durant une période de 3 mois ; allant du février
jusqu’au 6 Mai 2024. 16 échantillons ont été réalisés dans deux oueds (Chiffa et Beni Azza) a

partir de deux sites a raison de 4 prélévements par oued et site.
II.1 RESULTATS DES ANALYSES PHYSICOCHIMIQUE

I1.1.1 La température

Les résultats montrent dans 1’eau d’oued chiffa, la température maximale enregistrée est 15
°C au niveau du site 1 et 2 pendant le mois d’Avril, le minimale est noté pour le site 1 et 2 avec
une valeur de 13°C pendant les mois de Février, Mars et Avril. Et dans I’oued Beni Azza on
observe que la température maximale a été enregistré durant le mois d’Avril 19°C, a l'inverse la

valeur minimale 11°C qui a été notée pendant le mois de Février (Figure 28).
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Figure 9 : Histogramme des Variations de la température de 1’eau d’Oued Chiffa (a gauche) et

Oued Beni Azza (a droite) en rouge la température du jour (2024).

La variation de la température entre les deux sites de deux oueds peut étre influencée par le

climat ainsi que la saison et I’heure de prélévement,

D’apres la grille d'appréciation de la qualité générale des eaux (Monod, 1989) (Annex IV

Tab n° V) les eaux des oueds sont de qualité normal (Classe 1A).
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Nos résultats sont proches aux valeurs de I’étude de (Chedadi et a/,2023) au niveau d’oued
Fés (Maroc) qui ont marqués des valeurs de température de 11°C durant la période d’hiver, par

contre les résultats sont inferieure aux valeurs de 30°C durant la saison d’été.

Egalement nos résultats obtenus sont différents aux valeurs de 1’é¢tude de (Mouni et al.,
2009) au sein de I’oued Soummam (Algérie) qui ont réveles que les valeurs de la températures

enregistrées avoisinent de (23°C-28°C) du mois de juin et de juillet.
I1.1.2 Potentiel Hydrogéne (pH)

Selon la figure 30 on observe dans Oued Chiffa que la valeur du pH maximale a été
enregistré durant le mois de Mars (7.98) au niveau de site 2. Le minimale été noté pour le site 1
avec une valeur de 7.69 pendant le mois d’Avril. Alors que dans Oued Beni Azza la valeur
maximale a été enregistré durant le mois de Mars (8.03) au niveau de sitel, par opposition le

minimale été noté pour le site 2 avec une valeur de 7.48 pendant le mois d’ Avril.
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Figure 10 : Histogramme des Variations de potentiel d’hydrogéne de 1’eau d’Oued de
Chiffa et Beni Azza (2024).

Le pH est un facteur dépendant des conditions naturelles du milieu, telle la couverture
végétale et la nature des roches et du substrat pédologique et des activités humaines telle la
pollution, il diminue en présence des teneurs élevées en mati¢re organique et augmente en période

d'étiage, lorsque I'évaporation est assez importante. (Bekhouche et al.,2022).

Selon Benslimane (2002) la qualité de I’eau dans les deux Oueds est de neutralité

rapprochée pour I’ensemble des prélévements (Annex IV).
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Nos résultats du pH des deux oueds étudiés durant les 3 mois sont proches aux résultats de

(Chedadi et al, 2023) au sein d’oued Fes (Maroc) avec des valeurs entre 6.5 et 8.5 pendant la

saison d’hiver et d’été.

Nos valeurs du pH enregistrées des eaux d’oueds Chiffa et Beni Azza sont trés proches des
valeurs de I’étude (Mouni et al, 2009) au niveau de I’oued Soummam (Algérie) qui ont été

estimées entre (7.74-8.75) et qui ont été mesurées a la saison d’été (juin-juillet).

I1.1.3 Conductivité électriques (CE)

La figure 32 montre que la valeur de la conductivit¢ maximale dans Oued Chiffa a été
enregistré durant le mois de Février 452 UC /CM au niveau de site 2, par contre la valeur minimale
été noté pour le site 1 avec une valeur de 417 US/CM pendant le mois d’Mars. Tandis que on
remarque que la valeur maximale dans Oued Beni Azza a ¢été enregistré durant le mois d’Avril

1664 UC /CM au niveau de sitel, le minimale a été noté pour le site 2 avec une valeur de 337
US/CM pendant le mois d’Avril.
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Figure 11 : Histogramme des Variations de CE de 1’eau d’Oued de Chiffa (2024).

Les concentrations de la CE permet de donner des informations sur les matieres solubles
dans I’eau. Elle est liée a la concentration et la nature des substances dissoutes. Elle varie en
fonction de la présence d’ions, de leur concentration, de leur mobilité et de la température de

I’échantillon. En général, les sels minéraux sont de bons conducteurs par opposition a la maticre
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organique et colloidale, qui conduit peu (Ngaram,2011). La CE dans les deux sites des deux oueds

est de trés bonne qualité Selon ABH (2009) (Voir Annex 1V).

Nos résultats sont proches aux valeurs de (Chedadi, Amakdouf, Bernossi et al.,2023) au
sein d’Oued Fes (Maroc) a indiquer les valeurs entre 314 us /cm et 1839 ps /cm, par contre les
résultats des sites d’Oueds Beni Azza et chiffa (Mars et Avril) sont inférieurs aux résultats de

(Chedadi, Amakdouf, Bernossi et al.,2023).

Nos résultats de CE sont supérieure aux valeurs de 1’é¢tude (Mouni et al., 2009) de I’oued
Soummam (Algérie) allant de 2.89 US/CM a 16.33US/CM, d’autre part nos valeurs de deux
oueds étudiés surpasse celle-ci de 417 US/CM jusqu’a 1664 US/CM.

I1.1.4 L’oxygene dessous

D’apres la figure 34 on observe que la valeur maximale de I’oxygene dissous dans Oued
chiffa été enregistré durant le mois de Mars 10.60 Mg/L au niveau de site 2 et la valeur
minimale été noté pour le site 1 avec une valeur de 9.28 MG/L pendant le mois d’Avril. Ainsi
que la valeur maximale dans Oued Beni Azza été observée durant le mois d’Avril 9.90Mg/L au
niveau de site 2. Le minimale a été noté pour le site 1 avec une valeur de 0.2Mg/L pendant le

mois d’Avril.
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Figure 12 : Histogramme des Variations d’oxygene dissous de 1’eau des deux Oued Chiffa et

Beni Azza.
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La concentration de ’oxygene est li¢ a la température de 1’eau. En effet une eau froide
contient une plus grande quantité d’oxygene dissous qu’une eau chaude (Iounes et El Amrani,

2016) et la nature de I’eau (site 1 stagnant, site 2 au courant).

D’apres la grille d’évaluation (Annex IV), la qualité des eaux de deux oueds est excellente

au niveau de site 2 et mauvaise au niveau de site 1.

Les résultats obtenus des eaux de deux oueds étudiés sont inférieurs aux résultats obtenus
par (Chedadi et al.,2023) qui ont trouvé un intervalle de 6.33 mg/L a 11.25 mg/L dans les eaux de

surface d’oued Fés (Maroc).
I1.2 RESULTATS DES ANALYSES MICROBIOLOGIQUE
I1.2.2 Recherche et dénombrement des germes de contamination fécale
1.Recherche et dénombrement des coliformes
+ Les coliformes totaux (CT)

Les résultats de dénombrement des coliformes totaux sont présentés dans le tableau V et la

figure 36.

Tableau V : Résultats des coliformes totaux x 103 CT/ 100 ml

Germe CT
Date de préléevements / Site Site 1 Site 2

Oued 26.02.2024 18 35
Chiffa 10.03.2024 11 24
14.04.2024 14 22

29.04.2024 <1 <1

Oued 26.02.2024 160 160
Beni 10.03.2024 92 92

Azza 14.04.2024 54 92
29.04.2024 35 54
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Négative

Figure 13 : Résultats de test présomptif d’oued Chiffa site 1 (O1S1) et Beni Azza site 1 (0O2S1)

dans le mois avril 2024

Les résultats de dénombrement des CT dans I’Oued Beni Azza montre une valeur maximale
de 160x 1073 CT/100 ml pendant le mois février dans les deux sites. En comparaison, les valeurs
dans 1’Oued Chiffa sont moins importantes ou la valeur la plus élevée est de 35x 1073 CT/100ml
pendant le mois février dans le site 2. Ces valeurs ne dépassent pas le seuil des normes adoptées

par (JORA, 2011) qui est 50 000 UFC/100ml.

Le nombre des CT est un paramétre trés important pour estimer le degré de pollution d’un
écosystéme aquatique et surtout pour déterminer 1’origine de la contamination (Dellarras, 2003).
La présence de coliformes totaux dans I'eau signifie qu'elle a récemment été contaminée par des

maticres fécales, provenant soit animal soit humain ou les deux a la fois (Mwanza et al.,2019).
+ Les coliformes fécaux (CF)

Les résultats de dénombrement des coliformes fécaux sont présentés dans le tableau VI et la

figure 37.

Tableau VI : Résultats de dénombrement des coliformes fécaux x 10”3 CT/ 100 ml

Germe CF
Date de preélévements / Site Site 1 Site 2
Oued 26.02.2024 <1 5
Chiffa 10.03.2024 <1 <1
14.04.2024 <1 <1
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Tableau VI : Résultats de dénombrement des coliformes fécaux x 10"3 CT/ 100 ml (suite)

29.04.2024 <1 <1

Oued 26.02.2024 7 12
Beni Azza 10.03.2024 5 10
14.04.2024 6 12

29.04.2024 12 17

Selon le teste de confirmation, les CF sont représentés essentiellement par Escherichia coli, qui

est le type de coliformes associ¢ exclusivement aux habitats fécaux.

Anneau rouge
en surface

Tube d’eau peptonée
exemple d’indole

Figure 14 : Test confirmatif a 44°C confirme la présence d ’Escherichia Coli

I1 est observé que 1'Oued Beni Azza affiche un niveau de contamination plus élevé avec
une valeur maximale de 17% 10"3 CF/100 ml pendant le mois d’avril, tandis que la dans 1’Oued
Chiffa est de 5x 103 CF/100 ml pendant le mois février. Ce qui explique que le seuil des normes

n'est pas dépassé, (JORA ,2011) qui est de 20 000UFC/100 ml.

Les résultats de notre étude sur les CF dans I’oued Beni Azza inférieures a celles
rapportées dans 1'étude de (Bengherbia, et al. 2014) qui sont trouvé des résultats supérieurs a

240x107 UFC/100ml.
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Les résultats observés dans 1’oued Beni Azza pendant le mois avril sont peut-étre da a la
température élevée enregistré durant la saison séche qui joue comme d’un facteur favorisant la
multiplication rapide des différentes bactéries en générales et de germes fécaux en particulier.
(Jacinta et al, 2007) ont noté dans leurs travaux que la qualité des eaux de surface souffre

¢galement de la présence de niveaux élevés en coliformes fécaux.

La détection de coliformes fécaux dans les deux oueds suggere une contamination récente
par des maticres fécales, probablement d'origine humaine ou animale, principalement dues aux

effluents d'élevage, ainsi qu'aux déversements domestiques dans ce systéme hydrologique.
2. Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux (SF)

La recherche des streptocoques fécaux est communément utilisée pour identifier une
pollution d’origine fécale. Leur prolifération est due au déversement des maticres organiques et

des substances nutritives azotées (RODIER et al., 1984).

Le tableau VII et la figure 38 représente 1’ensemble des résultats obtenus pour le

dénombrement des streptocoque fécaux.

Tableau VII : Résultats des streptocoques fécaux x 10*3 SF/100ml

Germe SF
Date de prélévements / Site Site 1 Site 2

Oued 26.02.2024 13 18
Cheffa 10.03.2024 14 24
14.04.2024 8 12

29.04.2024 2 3

Oued 26.02.2024 18 24
Beni Azza 10.03.2024 24 24
14.04.2024 13 18

29.04.2024 17 24
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Figure 15 : Résultats de test présomptif d’Oued Beni Azza site 1 dans le mois de Avril
2024

Les résultats montrent que leur nombre est variable dans les deux oueds, les valeurs les
plus élevés ont été enregistré durant le mois Mars pour les deux oueds 24x 1073 SF/100ml. Ces

concentrations élevées en streptocoques fécaux sont dues a la dessiccation et leur capacité a

persister plus longtemps dans 1’eau (GLEESON et GRAY, 1997).

Tandis que les valeurs les plus faibles dans le mois Avril 2x 103 SF/100ml dans 1’oued
Chiffa et 13 x 10"3 SF/100ml pour I’oued Beni Azza. Ces résultats n'ont pas dépassé le seuil des
normes avec des taux qui varie entre 2300 jusqu'a 6300 UFC/ml (JORA, 2011).

Les résultats observés dans notre étude sont inferieur a celle rapportées par
(ABDELLIOUI et al 2013) sur Oued El KebirOuest (Skikda, Nord — Est algérien), ou les valeurs
maximales et minimales enregistrées étaient de 7500 x 103 CFU/ml et 31 x 10"3 CFU/ml,
respectivement, au mois de mars. Aussi avec 1’étude de (ADJEROUD et NAHAL, 2014) sur
I’oued Messida (Kala), ou les valeurs maximales et minimales étaient de 1400 x 10*3 CFU/100

ml et 40 x 10”3 CFU/100 ml, respectivement, pendant les mois de mars et avril.
<+ Origine de contamination

Selon la classification adoptée par Borrego et Roméro (1982) (Voir Annex V) et pour

déterminer 1’origine de contamination fécale on calcule le rapport CF/SF (Tableau VIII).
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Tableau VIII : Résultats de rapport CF/SF dans 1’Oued Chiffa et ’Oeud Beni Azza

Oued Chiffa Oued Beni Azza
Site 1 Site2 Sitel Site2
1¥" prélevement 0,076 0,27 0,38 0,5
2eme prélévement 0,071 0,041 0,2 0,41
3eme prélevement 0,125 0,083 0,46 0,66
4eme prélévement 0,5 0,33 0,7 0,7

Dans ce cas, les résultats de rapport CF/SF sans inférieur a 0,7 donc la source de contamination

est d’origine animal.

Ces résultats peuvent étre interprété comme étant causé par la présence de déjections animales,

notamment celles des oiseaux aquatiques et des animaux domestiques, ainsi que par l'afflux d'eau

provenant de certains habitats, principalement prés de I'oued Beni Azza.

3. Recherche et dénombrement des spores des bactéries anaérobies sulfito-réducteurs

(ASR)

Les ASR sont d’origine fécale et indiquent une contamination ancienne a cause de la résistance

de leurs spores contrairement aux formes végétatives (Georges et al., 2002).

Les résultats de dénombrement des spores des bactéries anaérobies sulfito-réducteurs

résumés dans le tableau IX et les figures 39 et 40.

Tableau IX : Résultats de dénombrement des spores des ASR

sont

Oued Chiffa (10?) Oued Beni Azza (10°)

Site 1 Site 2 Site 1 Site 2
1°" prélévement 42 122 Indénombrable | Indénombrable
2eme prélevement 0 0 Indénombrable | Indénombrable
3eme prélevement 0 2 Indénombrable | Indénombrable
4eme prélévement 3 3 Indénombrable | Indénombrable




Résultats et discussion

Figure 16 : Résultats des ASR dans la 4eme Figure 17 : Résultats des ASR dans la
prélévements d’Oued Chiffa 4eme prélevements d’Oued Beni Azza

Les résultats de la recherche et du dénombrement des ASR dans les eaux de I’oued Chiffa
ont montré que le nombre de spores varie entre 0 a 122x 1072 spores /20 ml. En revanche, on note

que pour les eaux d’oued Beni Azza est toujours indénombrables (Tableau 9).

Les résultats des ASR ne sont pas conformes a la norme de (I"OMS ,2006) et a celle du
(JORA,2011) qui exigent une absence totale d’ASR.

Des investigations sur la qualité de 1'eau de I'oued Beni Azza, réalisées par (Safri et Salem,
2015). Ont abouti a la découverte des bactéries anaérobies sulfito-réducteurs avec des valeurs

maximal 10 x 10”4 spores/20ml dans de site 1 et 18 x 10”4 spores/20ml pour le site 2.
I1.2.3 Identification des colonies bactériennes

Les résultats des indicateurs de contamination fécale sont confirmés par la présence d’une
grande diversité microbienne. Ainsi, pendant notre étude, nous avons isolé¢ et identifié de
nombreuses bactéries pathogeénes qui peuvent étre a 1’origine des maladies a transmission

hydrique. Ces bactéries sont souvent isolées avec des colonies assez importantes.

Deux étapes primordiales ont été suivies durant la recherche des germes pathogenes :
I’observation macroscopique et microscopique des colonies isolées, les tests d’orientation rapide
(catalase, oxydase) et I’identification biochimique (API20E et API 20NE). Les résultats sont

résumés dans les tableaux et les figures ci-dessous
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Figure 18 : Souche 1 : Colonies de Figure 19 : Souche 2 : Colonies de
couleur Jaune orangé, larges, lisses, couleur jaune orange : Muqueuses,
brillantes avec un aspect (Euf sur larges, bombees et luisantes sur
plat sur milieu héktoen héktoen

Figure 20 : Souche 3 : colonies jaune Figure 21 : Souche 4 : colonies
saumon a centre noir sur Héktoen muqueuses, lisse et bombés

r

Figure 22 : Souche 5 : colonies vertes et muqueuse sur cétrimide
+ Tests d’orientation rapide

> Tests de catalase et d’oxydase

Les résultats du test de catalase et d’oxydase sont présentés dans le tableau ci-dessous :
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Tableau X : Résultats des tests de catalase et d’oxydase

Catalase

Oxydase

Nombre de positif 41

10

Photos originales

*.

= ldentification biochimique

Tableau XI : Résultats de I’identification biochimique

La souche Identification biochimique

Souche 1

Souche 2

Souche 3

Souche 4

Souche 5

L’espéce

Escherichia coli

Klebsiella
pneumoniae

Citrobacter
freundii

Klebsiella oxytoca

Pseudomonas
aerogunosa
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I1.2.4 Distribution des bactéries pathogénes selon I’oued et le site

Tableau XII : Répartition des bactéries pathogenes isolées a partir de I'Oued Chiffa sur les sites 1

et 2
Germes pathogénes
Oued | Nombre de prélévements / Site Site 1 Site 2
Chiffa I Escherichia coli Escherichia coli
Klebsiella oxytoca Klebsiella
Klebsiella pneumoniae
pneumoniae Citrobacter

Citrobacter freundii

freundii

Bacillus

Escherichia coli

Escherichia coli

Klebsiella oxytoca Klebsiella
Bacillus oxytoca
Bacillus
Pseudomonas
aerogunosa
i Klebsiella Klebsiella
pneumoniae pneumoniae
Klebsiella oxytoca Pseudomonas
Bacillus aerogunosa
Pseudomonas
aerogunosa
v Klebsiella Klebsiella
pneumoniae pneumoniae
Pseudomonas Pseudomonas
aerogunosa aerogunosa
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Tableau XIII : Les bactéries pathogénes isolées a partir de 'Oued Beni Azza sur les sites 1 et 2

Germes pathogenes
Oued Nombre de prélevement / Site Site 1 Site 2
Beni Azza I = Escherichia coli Escherichia coli
= Klebsiella Klebsiella
pneumoniae pneumoniae
= Citrobacter Pseudomonas
freundii aerogunosa
I = Escherichia coli Escherichia coli
= Klebsiella Klebsiella
pneumoniae pneumoniae
= Bacillus Bacillus
i = Klebsiella Klebsiella
pneumoniae pneumoniae
= Klebsiella Klebsiella
oxytoca oxytoca
= Bacillus Bacillus
= Pseudomonas Pseudomonas
aerogunosa aerogunosa
v = Klebsiella Klebsiella
pneumoniae pneumoniae
= Pseudomonas Pseudomonas
aerogunosa aerogunosa

Pour les bactéries du genre sa/monella et pour I’espece Vibrio cholerae les résultats laissent
apparaitre une absence totale dans tous les échantillons. Cette constatation est similaire a celle
rapportée par (Bengherbia, et al. 2014) dans les eaux de Oued Beni Aza et par (Aboulkacem et
al. 2007) dans les eaux des oueds Boufekrane et Ouislane et par (EI-Addouli et al. 2009) dans les

eaux de 1’oued Bouishak (Maroc).
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Sachant que I’absence des salmonelles peut étre expliqué par une absence des conditions

nécessaires pour le développement de ces germes (Bourgeois et al.,1996 et Plusquellec, 1991).

Figure 23 : Absence des colonies d’espece

Vibrio cholera Figure 24 : Absence des colonies du genre

salmonella

I1.2.5 Résultats des champignons
= Isolement
A partir des échantillons d’eau d’oued 5 isolats de champignons filamenteux ont été obtenus
(Aspergillus nige, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Candida albicans et Fusarium).
Tableau XIIII : Résultats des champignons.

Oued Chiffa Oued Beni Azza

Champignons / Site Site 1 Site 2 Site 1 Site 2
Aspergillus nige - + + -
Aspergillus fumigatus + + + -
Aspergillus flavus - + - +
Candida albicans - - + +
Fusarium - + - -
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+ ldentification fongique :

L’aspect (recto et verso), la couleur, la température et la vitesse de pousse des souches

fongiques isolées sont représentés dans I’Annex VI

11.2.6 Profil d’antibiorésistance

Au cours de cette étude, I’antibiogramme réalisé a été effectué sur chaque souche isolée
afin de déterminer sa sensibilité et sa résistance vis-a-vis de divers antibiotiques selon la

standardisation des tests de sensibilité aux antibiotiques a 1’échelle nationale 8¢me Edition 2020.

Les diametres des zones d’inhibition mesurés ont été comparés aux diametres critiques

conformément auXxX normes.
1. Lesentérobactéries
> Escherichia coli

Toutes les souches d’Escherichia coli ont été totalement sensibles a I’GEN, ETP, C, FEP et
(87.5%) a CIP et COT. Cependant elles ont été faiblement sensibles a CTX (12.5%) et AMC (25%).

Nous avons noté une résistance totale des souches a I’CZ.
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Figure 25 : Résultats de 1’étude de 1’antibiorésistance des souches d’Escherichia coli
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Figure 26 : Zone d’inhibition d’une souche d 'Escherichia coli par les antibiotique testés (Photo
originale, 2024)

> Klebsiella pneumoniae

Une sensibilité totale de ’ensemble des souches isolées de Klebsiella pneumoniae a été notée
vis-a-vis de ’FEP et du GEN et AK. Nous avons constaté une forte sensibilité (85,71%) a AMP et
FOX et NA (64,29%) a COT et (57.1%) a CIP. Et une résistance totale a I’CZ et (57,1%) a AMC

et AX.
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Figure 27 : Résultats de I’étude de I’antibiorésistance des souches de Klebsiella pneumoniae
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Figure 28 : Zone d’inhibition d’une souche Klebsiella pneumoniae par les antibiotique testés
(Photo originale, 2024)

» Citrobacter freundii
L’étude de la résistance des souches de Citrobacter freundii aux différents antibiotiques a
montré une résistance totale au CZ et taux de 66,66% aux IMP et AX et 33,34% au CTX. Et
sont totalement sensible 8 GEN et taux de 66,66% aux FOX, FEP, ETP, COT, CIP, C et AMC.
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Figure 29 : Résultats de 1’étude de I’antibiorésistance des souches de Citrobacter freundii
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Figure 30 : Zone d’inhibition d’une souche Citrobacter freundii par les antibiotique testés
(Photo originale, 2024)

> Klebsiella oxytoca

Toutes les souches de Klebsiella oxytoca isolées ont montré une résistance totale au CZ et une
résistance élevée vis-a-vis de FOX (83.33%), AMC et AX et CTX (66.67%). Par contre, nous
avons constaté une forte sensibilité (100%) a GEN et (83,33%) a ETP et FEP et (66,67%) a COT,
CIP, C et IMP.
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Figure 31 : Résultats de I’é¢tude de I’antibiorésistance des souches de Klebsiella oxytoca
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Figure 32 : Zone d’inhibition d’une souche Klebsiella oxytoca par les antibiotique testés (Photo
originale, 2024)

La distribution des entérobactéries dans la nature est néanmoins plus large, puisqu’on les
retrouve notamment chez les végétaux, dans I’environnement (sol et eau) et dans la flore digestive

de ’homme et des animaux (Cristian et al., 2008).

La majorité des entérobactéries isolées sont résistante a la famille de Bétalactamine :
Amoxicilline, Amoxicilline+acide clavulanique, Impicilline, Céfotaxime, Imipénéme, Céfoxitine,
Cefepime, Cefazoline. Cette résistance est expliquée par la production des B-lactamases qui est
retrouvée chez de nombreuses entérobactéries (Klebsiella, Escherichia, Citrobacter) (Zogheib et

al., 2005).

La résistance de certaines souches d’entérobactéries (Klebsiella pneumoniae, Citrobacter
freundii, Klebsiella oxytoca) a la Chloramphénicol est due a la production d'une "chloramphénicol

acétyltransférase" (Epaulard et Brion, 2009).

L'habitat de ces bactéries en milieu humide - eau, égouts - et sols riches en antibiotiques, lui

confere des facteurs de résistance a plusieurs antibiotiques (Zogheib et al., 2005)

Certaines souches d’entérobactéries isolées sont sensibles a 1I’Imipéneme et Ciprofloxacine,
ces antibiotiques sont responsables respectivement de 1’inhibition de la synthése du peptidoglycane

de la paroi, et I’inhibition de la synthé¢se de ’ADN (MOHAMMEDI,2017).

Les entérobactéries isolées sont totalement sensibles a I’antibiotique Gentamicine de la famille

des aminosides. Son activité bactéricide, inhiber la synthése des protéines, altérant ainsi la
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perméabilité de la membrane cellulaire, entrainant la rupture progressive de I'enveloppe cellulaire

puis éventuellement la mort de la cellule (Vidal,2016).

On peut dire que les résultats de notre étude pratiques montrent une haute similarité a celle

rapporté par (ADJEROUD et NAHAL, 2014) sur I’Oued Messida (Nord-Est Algérie).

2. Pseudomonas aeruginosa
D’apres la figure 56, nous remarquons que la résistance des souches de Pseudomonas
aeruginosa variait selon ’antibiotique testé avec un taux de résistance de 40% pour TI, PRL,

ATM et IMP, nous remarquons aussi une faible résistance des souches a la TCC, CAZ et LE

(20%) et une sensibilité totale aux AK, GEN, TOB et CIP.
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Figure 33 : Résultats de I’étude de I’antibiorésistance des souches de Pseudomonas aeruginosa
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Figure 34 : Zone d’inhibition d’une souche Pseudomonas aeruginosa par les antibiotique testés
(Photo originale, 2024)

Dans I’étude réalisé par (ATTIA et SAYAD, 2012) sur I’eau d’Oued EL-Hout et I’Oued
Messida (parc national d’EL Kala, W d’Ei Taref) déclare une absence totale de genre
pseudomonas.

Pseudomonas aeruginosa possede une résistance naturelle aux B-lactamines du fait de la
faible perméabilité de leur membrane externe (Liazid,2012). La bactérie produit f lactamase
chromosomique inductible qui hydrolyse généralement et préférentiellement les céphalosporines

de 1°" génération (Sougakoff et al., 2003).

Elle est aussi naturellement sensible a la Ticarcilline, Piperacilline et certaines
céphalosporines (céftazidine), monobactames et quelques imipénémes (Poirel et al., 2006). Cette
bactérie peut acquérir la résistance bactérienne a un ATB. Celle-ci résulte d’'une modification

génétique ou de I’acquisition de matériel génétique étranger (Liazid, 2012).
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Conclusion

L’appréciation de la qualité des eaux de surface se base sur la détermination de plusieurs
parametres, pour cela et pour le but de contribué a la caractérisation des deux oueds Chiffa et Beni
Azza dans la région de Blida, nous avons étudié leurs propriétés physico-chimiques, réalis¢ des

analyses bactériologiques, établi des profils de résistance et recherché la présence de champignons.

L’¢études des parametres physico-chimiques effectué in situ, a permis de dire que I’eau
d’oued Chiffa et oued Beni azza est de bonne a moyenne qualité avec des résultats conformes aux

normes pour tous les parametres étudiés.

Les résultats des analyses bactériologiques se sont concentrés principalement sur la

quantification des bactéries indicatrices de contamination fécale d’origine animal.

Les résultats des marqueurs de contamination fécale sont confirmés par la diversité
microbiologique observée. Au cours de notre étude, nous avons identifi¢ de nombreuses bactéries
pathogeénes résistantes aux antibiotiques dans un milieu aquatique naturel. Nous avons isolé 31

souches d'Entérobactéries ainsi que 10 souches de Pseudomonas aeruginosa.

L’¢établissement du profil d'antibiorésistance a permis de déterminer une forte résistance
des entérobactéries vis-a-vis la famille des béta-lactamines. Concernant les souches de
Pseudomonas aeruginosa, elles présentaient une résistance pour les antibiotiques Ticarcilline,

Pépiracilline, Aztréoname et Imopéneme.

Par ailleurs, cette étude a également révélé la présence de plusieurs champignons,
notamment Aspergillus niger, Aspergillus fumigatus, Aspergillus flavus, Candida albicans et

Fusarium.

L'évolution des divers parametres observée au cours de la période d'étude met en évidence
l'influence de multiples facteurs abiotiques tels que le climat, 1'érosion, la nature et la porosité des
sols, ainsi que des facteurs biotiques tels que la présence de micro-organismes et leurs activités
métaboliques. Il est également important de considérer 1'impact de I'activité humaine, notamment

ses déchets, ses sources de pollution et ses rejets industriels, domestiques ou agricoles.




Conclusion

Enfin, Selon le cadre réglementaire des eaux d'alimentation, les résultats physico-
chimiques et bactériologiques obtenus permettent de classer 1’eau de ces deux oueds de qualité

moyenne a mauvaise non-conformes pour la consommation humaine sans traitement préalable.

Etant donné les risques associés a la consommation d'eau de ces oueds, notamment les
contaminations biologiques accidentelles, nous recommandons la mise en ceuvre de mesures de
sécurité telles que la chloration de l'eau. De plus, il est essentiel d'installer ou d'améliorer les
stations d'épuration pour traiter les eaux usées domestiques et industrielles avant leur rejet dans les
oueds. Ces eaux doivent étre purifiées par filtration a travers des filtres approprié€s, ainsi que par

des processus de coagulation-floculation et de décantation.
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Annexes I

1. Matériel non biologique

Ouitils de laboratoire Appareillages Solutions Colorants et Autres
réactifs
Lames et lamelles Etuve e L'eau oxygénée e Fuschine Disques
Pipettes Pasteur Bec Benzene e L'eau e Violetde d'antibiotiques
Tubes a essai stériles Microscope optique Physiologique gentiane Disque
Ecouvillons Autoclave e L'eau distillée e Bleude oxydases
Boites de Pétri Bain marie e L'huile de vaseline méthyléne Galerie API
Portoir Balance e Lugol e Kovacs 20E
Pince métallique Autoclave e Alcool e TDA Galerie API
Seringue stérile e Sérum e VP1 Escherichia
Anse de platine physiologique e VP2 coli
Récipient e Acide chloridrique | ¢ Nit 1 Galerie API
o Nit2 Klebsiella
pneumoniae
Galerie API
Citrobacter
freundii
Galerie API
Raoultella

ornithinolytica
Galerie API
Pseudomonas
aerogunosa
Milieux de

culture




2. Composition des milieux de cultures

Gélose Nutritive (GN)

Composition g/L

Caractéristiques

Photo

v’ Peptone (10g)

v' Extrait de viande
(39)

v’ Extrait de levure
(39)

v Agar (189g)

v" Chlorure de sodium
(59)

v pH=7.3

La gélose nutritive est un
milieu a usage général qui
favorise la croissance d’un
large éventail d’organismes
non fibreux. La gélose
nutritive est populaire parce
qu’elle contient de
nombreux éléments nutritifs
nécessaires a la croissance

des bactéries.

Gélose Chapman (MSA)

Composition g/L

Caractéristiques

Photo

AN N NN

<

Peptone (109)

Extrait de viande (19)
Extrait de levure (39)
Agar (159)

Chlorure de sodium
(759)

Mannitol (10g)
Rouge de phénol
(0,025¢g

pH=7.5

Utilisé pour l'isolement des
Staphylocoques pathogenes
qui donnent des colonies
jaunes par fermentation du
mannitol et virage du rouge
de phénol.

Sa forte teneur en chlorure
de sodium inhibe la
croissance de la plupart des

autres especes.




Gélose Hektoen (HK)

Composition g/L

Caractéristiques

Photo

v’ Peptone pepsique du
viande (159)

Milieu sélectif

différentiels des

v' Extrait de viande (3g) bactéries entéero-
v' Extrait de levure (3g) pathogeénes ;
v" Chlorure de sodium (5g) particuliérement de
v" Sels biliaires (49) salmonella et de
v" Lactose (129) shigella.
v’ Salicine (29) La composition du
v’ Saccharose (129) milieu permet la
v" Fushine acide (0.19) différenciation des
v" Bleu de bromothymol colonies fermentant

(0.0659) rapidement un des 3
v' Agar (189) sucres et /ou produisant
v pH=75 de I’H2S (Centre noir).

Gélose au Cetrimide
Composition g /L Caractéristiques Photo

v’ Peptone de gélatine (16g) | Est un milieu sélectif ;
v Peptone de caséine (10g) Composé ammonium
v Cétrimide (0.29) quaternaire ; agit comme
v' Sulfate de potassium inhibiteur d'une grande , .
v (109) variété de germes
v Chlorure de magnésium destinés a l'isolement au
v (1,49) dénombrement de

Agar (109)

Pseudomonas
aeruginosa.




La gélose Mueller Hinton (MH)

Composition g /L

Caractéristiques

Photo

v’ Extrait de viande (39) Est un milieu de
v" Hydrate de viandes référence pour les tests de
(17,79) sensibilité des germes
v" Amidon ( 15g) aux antibiotiques et
v" Agar (109) sulfamides.
v pH=74
La gélose Sabouraud
Composition g /L Caractéristiques Photo
v Peptones (109) La gélose Sabouraud est
v Glucose (ou Dextrose) x ‘Jecti
(400) une gélose non sélective
v Agar (159) utilisée pour cultiver les
v Baudistillée (1L) champignons et plus
v pH=56 p1g p

précisément en
microbiologie médicale,
les levures, les
moisissures et les

dermatophyte.




Gélose Chromogéne pour bactéries coliformes (CCA)

Composition g /L Caractéristiques Photo

v' Digestat enzymatique de La gélose

caséine (19) chromogéne pour
v’ Extrait autolytique de levure | bactéries coliformes

(29) (CCA) permet le
v Chlorure de sodium (5g) dénombrement des
v" Dihydrogénophosphate de Escherichia coli et

sodium x 2 H20 (2.29) des coliformes dans e
v Hydrogénophosphate les eaux a faible : ..

disodique (2.79)

teneur en bactéries

v Pyruvate de sodium (1g) (moins de 100 .
v Sorbitol(1g) colonies totales). Ces .3
v Tryptophane (1,0 g) eaux peuvent étre ®_ .
v’ Tensioactif a I’éthoxylate I’eau potable, ’eau de ‘ ... ,

d’alcool secondaire (0,15 g) | piscine désinfectée ou —
v" - 6-Chloro-3-indoxyl-p-D- I’eau propre sortant

galactopyranoside des usines de
0,2 9) traitement.
v Acide 5-Bromo-4-chloro-3- La formule-type de la

indoxyl- B-D-glucuronique gélose répond a la

0,19 composition définie
v" Isopropyl-B-D- dans la norme ISO

thiogalactopyranoside (IPTG) | 9308-1 : 2014

(0.19)
v Agar agar bactériologique

(16,0 )
v pH=:6,8%0,2

La gélose Maconkey
Composition g /L Caractéristiques Photo




v’ Peptone pancréatique de La gélose de

gélatine : 17,0 ¢ MacConkey est un
v' Tryptone:15¢g milieu de culture
v’ Peptone pepsique de viande : | sélectif destiné a

159 I'isolement des
v Lactose : 10,0 g entérobacteries,
v’ Sels biliaires: 1,5 ¢ notamment
v Chlorure de sodium : 5,0 g Escherichia coli et
v Rouge neutre : 30,0 mg Shigella.
v" Cristal violet : 1,0 mg
v" Agar agar bactériologique :

135¢
v pH du milieu prét-a-I'emploi

a25°C:7,1+0,2

La gélose Viande Foie (VF)
Composition g /L Caractéristiques Photo

v’ Base viande foie : 30,0 ¢ La gélose Viande-Foie
v Glucose:2,0g compléte est recommandée
v Agar:6,0g pour la recherche et le
v pH=7/4 dénombrement de spores de

Clostridia sulfito-réducteurs




ANNEXES I1

1. Lalocalisation géographique des sites de prélévements de ’oued Chiffa

Figure 1 : Localisation géographique des sites de prélévements de I’Oued Chiffa (Google map
modifié, 2024).

Figure 2 : Oued Chiffa Sitel(a gauche) et site 2(a droite) (Photo originale,2024).

2. Lalocalisation géographique des sites de prélévements de I’oued Beni Azza

Figure 3 : Localisation géographique des sites de prélévements de 1’Oued Beni Azza (Google
map modifié,2024).



Figure 4 : Oued Beni Azza Sitel(a gauche) et site 2(a droite) (Photo originale,2024).

3. Méthode de prelevements

Figure 6 : Photo lors d’un prélévement de 1’eau de 1’Oued Beni Azza (Photo originale,2024)
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Figure 7 : Photo lors d'une mesure de la température de 1'eau avec un thermometre (Photo
originale,2024).

Figure 9 : Mesure du potentiel Figure 10 : Mesure de la Figure 11 : Mesure de
d’hydrogéne (pH) Conductivité Electrique (CE) I’Oxygene dissous
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4. Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux

STREPTOMETRIE
Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux en milieu liquide :
Test de Présomption

/ | \.

1X50ml 5X10ml 5X1ml
\ROTHE D/C ROTHE D/C ROTHE S/C/
g

37°C,| 24 a 48 heures

e Hion coles

Figure 12 : Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux en milieu liquide : test de
présomption
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STREPTOMETRIE

Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux en milieu liquide :
Test de Confirmation

@ Guoue it

Repiquage Repiquage
sur milieu Eva sur milieu Eva

i
|
Bt

-

o

|
B

0 2 1

37°C 24 heures

Figure 13 : Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux en milieu liquide : test
de confirmation.
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5. Recherche et dénombrement des spores des Anaérobies Sulfito — Réducteurs

i\l
eau a analyser

| o
=

l =

l —) refroidissement brutal
(===

sous l'eau de robinet

chauffage 80 c°
pendant 8 2 10 m repartie 5 ml dans chaque tube

ajoute 15 ml de gélose VF
puis incube a 37 ¢°/24 -48 heure

l l l l

Présence des colonies Tube négative
noires entourées d’un halo noir

Présence ASR

Figure 14 : Protocole de la recherche et dénombrement des spores des Anaérobies Sulfito —
Réducteurs (Dellarras et Trebaol.,2008)
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6. Recherche des Salmonelles et Vibrio

Protocole des analyses bactériologiques

-~

100 mide 50 mi
bouillon au sélénite cystéine de sodium SFB .

Incubation a 37°C pendant 18 a 24h

A 4

.

Isolement sur héktoéne H.
Enrichissement SFBa.
e ——

e
‘ubaﬁon a 37°C pendant 24h
1

EnrichiSSement SFB w Isolement surhéktoéne H =
~ - —

—
Incubation a 37°C pendant 24h

B

1

3

(|

[ e ——Y

- Apparition de colonies

Grises bleues a centre
noir

i

Isolementsur héktoéne H

Figure 15 : Protocole de la recherche des Salmonelles (Larpent, 1997)

50 mil de
bouillon EPA
(10 foisconcentré)

250 mi

Incubation a 37°C
pendant 6,18 a 24h
1 mi

2eme
isolermentsur enrichissement
GNAB

.
Incubation a 37°C

pendant 24h '
Isolement sur
GNAB
s

Apparition de grosses
Colonies transparentes

pendant 24h

Figure 16 : Protocole de la recherche des Vibrions cholériques (Dellarras, 2000).
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7. Protocole de la coloration de gram

L'examen microscopique apres une coloration de Gram nécessite du départ une préparation d'un
frottis, une colonie bien isolée d'une culture en milieu solide sera prélevée et mise en suspension
dans une goutte d'eau distillée stérile. L'observation se fait par l'objectif X100. Cette coloration
permet de différencier les bactéries selon deux critéres : leur formes (bacille, Cocci, etc.) et leurs
affinités pour les colorants en Gram positif et Gram négatif (Figure 60) Elle se déroule en plusieurs

étapes qui se succédent et consiste a :

1-Fixer de frottis.

2-Recouvrir le frottis de la solution de violet de gentiane, laisser agir 1 minute.
3-Rejeter le colorant, laver a l'eau.

4-Recouvrir la préparation de Lugol, laisser agir 1 :30 minutes.

5-Rejeter le Lugol, laver a I'eau.

6-Décolorer a 1'alcool 95° pendant 10 seconds.

7-Rincer a l'eau courante.

8-Recouvrir la lame de la solution de Fuchsine diluée. Laisser agir pendant 30 seconds.

9-Laver abondamment a I'eau, égouttée, Sécher entre deux feuilles de papier-buvard trés propres.

o,

60 seconde 60 wcondcx 5a 10 secondes 45 secondes

TN
fo

Vue au microscope
O O O
Figure 17 : Procédure de la coloration de gram
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Tableau : Table de N.P.P (table de Mac Grady)

Table de Mac Grady (NPP)
1 X50ml | 5X10ml | 5X 1ml Nombre Limites de confiance
caractéristique | Inférieure | Supérieure
0 0 0 <]
0 0 1 1 <0.5 4
0 0 2 2 <0.,5 6
0 1 0 | <05 4
0 1 | 2 <0.5 6
0 | 2 3 <0.5 8
0 2 0 2 <0,5 6
0 2 1 3 <0,5 8
0 2 2 4 <05 11
0 3 0 3 <0,5 8
0 3 | 5 <0.5 13
0 4 0 5 <0.,5 13
1 0 0 | <05 4
| 0 | 3 <0.5 8
| 0 2 4 <0.5 11
| 0 3 6 <0,5 15
] 1 0 3 <0,5 8
] ] | 5 <05 13
| | 2 7 1 17
1 1 3 9 2 21
| 2 0 5 <0.5 13
1 2 | 7 | 17
1 2 2 10 3 23
1 2 3 12 3 28
1 3 0 8 2 19
| 3 1 11 3 26
1 3 2 14 4 34
1 3 3 18 5 53
| 3 4 21 6 66
1 4 0 13 4 31
| 4 | 17 5 47
| 4 2 22 7 59
| 4 3 28 9 85
1 4 4 35 12 100
| 4 5 43 15 120
| 5 0 24 8 75
1 5 | 35 12 100
] 5 2 54 18 140
] 5 3 92 27 220
1 5 4 160 39 450
| 5 5 >240
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ANNEXES III
Tableau : Tableau de lecture de la galri API 20 E

Figure 18 : Présentation de la galerie API 20 E (Stearns et Surette,2019)

TABLEAU DE LECTURE DE LA GALERIE MINIATURISEE API 20E
) ) : ; ;. Lezture directs ou indirscte Résultar f
Microtubae Substrat Ceractire recharche Ravalataur Tast (5 nécassairs) % Résultat =
QOMPE = Ortho- .
onPG | Mitro Phényl Beta Lecture dirscle O
Galaclnside galactosidase L
H Ara rgining Lihydrolase )
iJE:J“ L-If by ysine Decaroxylase | RoUGede ) ooy diracte o
D0 U,'j':lr'.I‘{lnE nithine Decarboxylase | phenol ets v It
CIT) Ciirate Llilisation du citrats BET Lachira difar C.:
LY
H.5 EI,__:_:'L_II e Production d'H;5 Fe il Leclure diracle C
L
; ’ Ty
LURE Urée Uréase qﬁg%gf"e Lecture directe -
CECIITE THoTects
ta Tryptophane
OA Tryptaphane d:—':rﬁiarwu'ﬂ!:.n =t
Cechare mmrecte '
i [ryptophanase ou
IND Tryplophane production o indele O C]
s production o acéteine Lechure rairecta
VP | ::L'L_T“L = [A-hycroxybiLtan one [
GEL, Gélstine [eSabnasE t:f_:l':::;:: 45 1 L ecture direcle =
L%
Sl N
K':"F.:Jf Subsiral LHilisation de substrats
£ carbané carbonas (glucides) BET Larcture diracte
Spmogramine IHIUUIUEI
Lecture indirecte [
MO My MNitrates (MO, Mitrate réductase
LY
— , . } ‘
ewpae ——p || | {{ /[ UL IE L _l LI
tubule —4+—+>|
miliey ———> | ‘ ‘ | ! W W W W 1§
déshydraté ONPG m&m‘mug URE TDA wo uﬂ \ |GEL] GLUMAN INO SOR RHA SAC MELAMY ARA
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Tableau : Tableau de lecture de galri API 20NE

Résultats
Tests Substrat Enzymes/Réactions
Négatif Positif
NO3 Réduction des nitrates NIT1 +NIT2/5mn
en nitrites
Incolore Rose - rouge
Nitrate de potassium
Réduction des nitrates ZN/ 5mn
en azote
Rose Incolore
TRP Tryptophane Formation d’indole TRP/ 3-5 mn
Incolore Goutte rouge
GLU Glucose fermentation Fermentation Bleu a vert Jaune
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Orange /rose/rouge
URE Urée Uréase Jaune Orange /rose/rouge
ESC Esculine Hydrolyse Jaune Gris /marron/noir
GEL Gélatine Hydrolyse Pas de Diffusion du
diffusion du pigment noir
pigment
PNPG p-nitro-phényl-BD B-galactosidase Incolore Jaune
galacto pyranoside
GLU Glucose
ARA Arabinose
MNE Mannose
MAN Mannitol
Assimilation Transparence Trouble
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NAG N-acétylglucosamine

MAL Maltose

GNT Gluconate

CAP Caprate

ADI Adipate

MLT Malate

CIT Citrate

PAC Phényl-acétate

OoX Tetraméthyl-pphenyléne Cytochrome oxydase Incolore Violet

diamine

Figure 19 : Présentation de la Galerie Api 20NE

(Monod,1989).

ANNEXES IV

Tableau : Grille d'appréciation de la qualité de 1'eau en fonction de la température

20°C-22°C Bonne 1B

22°C-25°C Moyenne 2

25°C-30°C Mediocre 3
>30°C Mauvaise 4
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Tableau : Grille d’estimation de la qualité de I’eau selon le pH (Benslimane, 2002).

Qualité de I’eau pH
Acidité forte pH <5
Neutralité (eau pure) pH=7
Neutralité rapproché (eau de surface) 7< pH<8
Majorité des eaux souterraines 5.5<pH>8
Alcalinité, évaporation intense pH>8

Tableau : Grille de la qualité des eaux superficielles pour la CE (ABH, 2009).

Paramétre Unité Tres Bonne Passable | Mauvaise Tres
Classe bonne mauvaise
CE ps/cm | 180-2500 | 120-3000 | 60-3500 | 0-4000 >4000

Tableau : Qualité des eaux en fonction de la saturation en oxygéne dissous (Masson, 1988,

Merzoug, 2009).
Paramétre Unité Excellente Bonne Passable | Mauvaise Tres
Classe Mauvaise
02 Mg/l >7 5-7 3-5 <3 0
ANNEXES V

Tableau : Rapport CF/SF pour la connaissance de 1’origine de la pollution fécale.

Observation

Rapport CF/SF
r<0.70 Entierement d’origine animale
0.7<r<1 Mixte a prédominance animal
1<r<2 D’origine incertaine
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2<r<4

Mixte a prédomi

nance humaine

>4

Source exclusivement humaine

Description de la souche : Aspergillus niger

Recto

Verso

Aspect microscopique

Temps de pousse : 2-3jours
T°C : 25°C.

granuleuses noires.

Colonies blanches, puis jaunes et enfin | Incolore, jaune.

Téte aspergillaire
radiée

- Conidies : grosses
globuleuses, brun
Echinulées

-Vésicule globuleuse
-Conidiophore : Long
lisse, incolore
brunatre/partie
supérieur)

-Pas de cléistothéces
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Identification fongique :

ANNEXES VI

L aspect (recto et verso), la couleur, la température et la vitesse de pousse des souches

A partir des échantillons d’eau d’oued 5 isolats de champignons filamenteux ont été obtenus :

Description de la souche : Aspergillus fumigatus

Recto

Verso

Aspect microscopique

croissance

Temps de pousse
rapide 24-48h a 25°C

Colonies évoluant du blanc au bleu-

vert foncé a gris noiratre

Incolore, jaune, vert ou brun

(selon la souche)

Téte aspergillaire Jusqu'a,
unisériée, en colonne

- Conidies petites, globuleuse,
vertes,

Echinulées

-Vésicule hémisphérique
-Conidiophore : lisse, incolore,
évasement progressif au sommet

-Pas de cléistothéeces
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Description de la souche : Aspergillus flavus

Recto

Verso

Aspect microscopique

Temps de pousse : 2-3jours a 25°C.

Colonies duveteuses a poudreuses | Incolore, rosé, a brun rouge-

blanches, puis jaunes puis vert- | foncé.

jaunes.

Téte aspergillaire : Uni ou
Biseriee, radiee

- Conidies :  grosses,
globuleuses, vert pale, brunes,
échinulées

- Vésicule sphérique
-Conidiophore Long
jusqu'a, hyalin ~ souvent
verrugueux

-Pas de cléistotheces .
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Description de la souche Fusarium

Recto

Verso

Aspect microscopique

Les colonies peuvent étre blanches,
roses, rouges, violettes, ou brunes.

Présenter des nuances de jaune ou
d’orange.

Les colonies sont  souvent
duveteuses ou cotonneuses, avec
une apparence dense et
filamenteuse.

Les marges des colonies peuvent

étre réguliéres ou irrégulieres.

Des teintes de blanc, rose,

rouge, violet, brun, ou
parfois jaune.

La couleur peut étre plus
uniforme ou légérement
différente par rapport au
recto, parfois plus foncée.
La texture apparaissant plus
lisse.

Il peut y avoir des zones plus
opaques ou transparentes
selon [D’épaisseur de la
colonie et la production de

spores.

Macroconidies : longues, effilées, avec
plusieurs septations.
Microconidies petites, ovales a
allantoides, peu ou pas septées.

Phialides

forme de flacon.

cellules conidiogénes en

Chlamydospores : structures épaissies de
survie.

Hyphes : filaments septés et hyalins.
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Description de la souche : Candida albicans

Recto

Verso

Aspect microscopique

Temps de pousse : 24h a 48h a

27°C

Globulaires, ovoides ou
cylindriques. Apparaissent
macroscopiquement sous forme
de colonies blanches a crémeuses
de 1 a 3 mm. Leur texture peut
étre pateuse, lisse, brillante, a

bord réguliére

Incolore, blanches

Cellules de levure :

Ovales a rondes, 3 a 6
micrometres de diametre.
Reproduction par
bourgeonnement.

Hyphes et pseudohyphes :
Hyphes : Filaments allongés et
septés.

Pseudohyphes Chaines de

cellules allongées avec des
constrictions aux jonctions.
Blastoconidies :

Spores produites par

bourgeonnement,  apparaissant
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des

Chlamydospores

conditions

souvent

comme des cellules isolées ou en

petites chaines.

Grandes

spores épaissies, formées dans

spécifiques,

aux extrémités des

hyphes ou pseudohyphes

Résultat de test de filamentation (tube germinatif):

I’apparition d’une tube germinatifs

ANNEXES VII

Tableau : Noms, abréviations et charge d’antibiotiques utilisés

Familles Abréviation Antibiotiques Charge du
d’antibiotiques disque
B-lactamines AMC Amoxicilline + Acide 20+10pg
clavulanique

AX Amoxicilline 10ug

CTX Céfotaxime 30ug

Cz Céfazoline 30ug

IMP L’imipénem 10 ug
TCC Ticarcilline+Ac.clavulanique 75+10 pg

FOX Cefoxitine 10 ug
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CAZ Ceftazidime 10 a 30 ug
ATM Aztréonam 30 pg
Aminoside TOB Tobramycine 10 ug
GEN Gentamicine 10 ug
C Amoxicilline + acide 15 ug

clavulanique
Sulfamides CcoT Cefotetan 25 ug
ETP ETP-Triméthoprime 15 ug
Fluoroquinolones CIP Ciprofloxacine 5 ug
Aminoglycosides AK Amikacine 30 ug
Céphalosporine FEP Céfepime 30 ug
Pénicilline NA Acide nalidixique 5 ug
PRL Pipéracilline 5 ug
Zone ol les bactéries Zone ol la croissance

se développent normalement des bacténes est inhibée

boite de Pétn

disque N\
d'antbiotique .

gélose avec
Culture bacténenne

Mesure du diamétre de la zone
d'inhibition de croissance des bactéries

Figure 19 : Antibiogramme par méthode de diffusion (Jehl et al.,2015)
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