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RESUME

Afin d'évaluer la qualité bactériologique et physico-chimique des eaux provenant de
quatre sources dans la région de Chiffa (Wilaya de Blida), 22 échantillons ont été préleves pour
des analyses bactériologiques et physicochimiques durant une période de trois mois (Février,
Mars et Juillet).

L’analyse bactériologique a révélé que ces eaux sont de mauvaise qualité car elles sont
non conformes a la reglementation Algérienne, vue la charge considérable de bactéries liées au
péril fécal détectées, autrement dit les coliformes totaux et fécaux, les entérocoques et les spores
anaérobies sulfito-réductrices.

Les tests biochimiques nous ont permis d’identifier quelques souches d’une importance
sanitaire tel que Escherichia coli, Cronobacter sakazakii, Aeromonas hydrophila .... etc.

Plusieurs especes identifiées sont définis comme des bactéries multirésistantes
(MDR) et dont I’indice MAR dépassant le seuil de 0,2 prouve que les eaux de source analysées
sont un réservoir pour les bactéries et les genes de résistance aux antibiotiques (ARG et ARB).

Par ailleurs, les parametres physico-chimiques des eaux de sources analysées sont
conformes a la reglementation Algérienne. Le type des eaux de source étudiées, décrit par le
diagramme de Piper et Schoeller-Berkaloff, est hyper sulfaté calcique pour les sources 1 et 3

ainsi que chloruré, sulfaté, calcique et magnésien pour les sources 2 et 4.

Mots clés : Eau de source, analyse bactériologique, analyse physico-chimique,

antibiorésistance, région de Chiffa-Algérie.



ABSTRACT

In order to evaluate the bacteriological and physicochemical quality of the water from
4 springs in the region of Chiffa Wilaya of Blida, we collected 22 samples for bacteriological
and physicochemical analyses during a period of three months (February, March and July).

Bacteriological analysis revealed that these waters are of bad quality because they do
not comply with Algerian regulations, given the considerable load of fecal hazard-related
bacteria detected, i.e. total and fecal coliforms , enterococci and sulfito-reducing anaerobic
spores.

Biochemical tests allowed us to identify some strains of health importance such as
Escherichia coli, Cronobacter sakazakii, Aeromonas hydrophila,... etc.

Several identified species are defined as multidrug-resistant bacteria (MDR) and whose
MAR value exceeds 0.2 , proves that the spring waters analyzed are a reservoir for bacteria and
antibiotic resistance genes (ARG and ARB).

Moreover, the physicochemical parameters of the spring waters analysed comply with
the Algerian regulation. The type of springs water studied , described in the diagram of Piper
and Schoeller-Berkaloff, is hyper calcium sulphate for springs 1 and 3 as well as chlorinated ,

sulphate , calcium and magnesium for springs 2 and 4.

Keywords: Spring water, bacteriological analysis, physicochemical analysis, antibiotic

resistance, Chiffa-Algeria .
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INTRODUCTION

’eau, ressource naturelle indispensable et irremplacable, est une partie du

patrimoine d’une nation et aussi de I’Humanité. Elle a une valeur socio-

économique, environnementale et géopolitique particuliere (Kettab, 2020).
L’eau peut provenir de nombreuses sources naturelles, tel que les eaux de surface, les
ruisseaux, les rivieres, les lacs et les eaux de sources (Batool et al., 2018).

La demande d'eau de source fraiche a récemment augmentée en raison de pratiques
d'irrigation domestique et industrielle intensive qui ont entrainé I'épuisement des ressources en
eau et la détérioration de sa qualité (Taloor el al., 2020).

En effet, certaines sources sont utilisées comme eau potable pour les humains et les
animaux, donc si leur qualité est compromise, ils peuvent constituer une menace pour la santé
publique (Fernandez-Martinez et al., 2019). Plusieurs polluants provenant de divers champs
d’activité humaine, a savoir les déchets agricoles, industriels et urbains sont conduits souvent
vers les eaux naturelles sans traitement préalable. Cela pourrait étre la cause de leur pollution
(Bougarne et al., 2019). En outre, 1’altération de ces environnements par les ARG et ARB au
cours des derniéres années est apparus a la suite d’une prescription et une production excessive
d’antibiotiques (Bird et al., 2019).

Sans compter que I’eau reste le vecteur privilégié¢ de nombreuses pathologies d’étiologie
virale, bactérienne, parasitaire ou fongique (Maréchal, 2014). Les maladies d’origine hydrique
continuent de peser lourd sur la communauté mondiale, en particulier les pays en
développement, qui enregistrent un taux inquiétant de morbidité (Ford et Hamner, 2015).

C’est dans ce contexte que cette étude liminaire s’inscrit et dont les objectifs sont :

e Estimation de la qualité bactériologique et physico-chimique de quatre sources
de la région de Chiffa, Wilaya de Blida.

e Identification des espéces detectées ainsi que I'étude de leurs profils
d'antibiorésistance.

e FEvaluation du degré de la propagation de I’antibiorésistance dans les sources

analysées par I’indice MAR.
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RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE

|. GENERALITES SUR L’EAU

L’eau est un liquide transparent, insipide, sans odeur ni saveur, il peut étre pure, de
source, de pluie, courant ou potable (Michel-Guillou, 2011).

En Algérie, le déficit de cet or bleu est devenu inquiétant confirmant les diverses
expertises partant d'hypothéses et des méthodologies différentes qui ont toutes conclu que notre
pays se trouvera confronté a une pénurie quasi-endémique (Hadef et Hadef, 2001).

I.1. Répartition des ressources en eau

L’eau courante couvre 71% de la surface terrestre (Tableau 1), cependant 1’eau liquide
sur terre est a 97% salée et seulement 3% constituent I’eau douce ; dont % sont les eaux les plus
sollicitées, matérialisées par les eaux courantes des cours d’eau, des lacs et des nappes

(Zella, 2015).

Tableau I : Volumes et flux d’cau dans les principaux réservoirs terrestres dans le monde.

1335 millions 96,7 413000 3000 ans
0,1 millions 0,0076 Inconnu inconnu
25 millions 2600

10000 ans
3 millions 600
2,18 5000 ans
80000 a 200000 680
100-300 ans
22000 0
15 millions 1,1 10000 1500 ans
176000 0,013 5900 30 ans
1700 0,00012 36800 17 jours
122000 0,0088 70000 1,8 ans

*Le temps de résidence moyen est le quotient du volume et du flux annuel moyen.
(Marsily, 2009 dans Zimmer, 2013).



RECHERCHE BIBLIOGRAPHIQUE

En Algérie, les ressources hydriques disponibles et mobilisables sont estimées a 19,4
milliards de m%an (Fig.1), dont 12 milliards de ressources superficielles et 2 milliards de
ressources souterraines dans le Nord (ressources renouvelables) et 5,2 milliards de m® dans le

Sud (superficielles et souterraines) (Achour, 2015).
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Figure 1 : Répartition de 1’eau en Algérie du nord (Remini, 2005).

1.2. Catégories des milieux aguatiques

Selon Holst, (2004), I’eau se classe en plusieurs catégories dont les plus importantes

sont les suivantes :
1.2.1. Eau de surface

L’eau renferme des sels minéraux et des oligoéléments, les teneurs étant fonction de sa
provenance : eaux de source, eaux souterraines, eaux de pluie...etc. La rétention de surface
comprend toute 1’ecau accumulées sur ou au-dessus du sol ou elle est emmagasinée dans les

dépressions du sol et peut se tenir dans les marais (Musy et Higy, 2004 ; Hutchins, 2004).

1.2.2. Eau juvénile
C’est une appellation de géologue, qui signifie que I’eau n’a pas encore atteint le stade

de la maturité. En termes clairs, cela implique qu’elle reste pauvre en oligoéléments et en sels
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minéraux. D’aprés Desjardins, (1997), les eaux souterraines enfouies dans le sol sont
habituellement a I’abri des sources de pollution.
1.2.2.1 Caractéristiques des eaux souterraines
Selon Briere, (2012), les eaux souterraines ont habituellement les propriétés suivantes :

e Une température constante.

e Incolore vu I’absence de maticres organiques.

e Une turbidité presque nulle gréce a la filtration des roches.

e lafiltration du sol permet également I'élimination des microorganismes.

e Présence de fer, du manganese, de calcium et de magnésium en solution.

1.2.2.2 Qualité des eaux souterraines en Algérie
En Algérie, la principale source de satisfaction de la demande en eau est 1’eau
souterraine du fait de son exploitation relativement facile. La croissance démographique et la
modernisation de I’agriculture entrainent un grand probléme de détérioration de la qualité de
cette source souterraine (Abdelbaki et Boukli Hacene, 2007).
1.2.3. Eau a maturité
La caractéristique d’une eau a maturité (comme 1’eau de source) est de contenir des sels
minéraux et du carbone en de justes proportions. Le mouvement auquel elle a longtemps été
soumise dans les entrailles de la terre I’a amplement dynamisée et rendue riche en énergie. C’est
une eau souterraine qui coule naturellement du sous-sol a la surface et qui va par la suite étre
déversée dans les rivieres, les lacs et les océans (Kasenow ,2001). Selon Foulon, (2015), une
eau de source est microbiologiquement saine et normalement protégée contre les risques de
pollution.
1.2.3.1. Les différents types de sources
Diverses classifications des sources ont été proposées, sur la base des différentes
caracteéristiques, dont les plus courantes selon kresic et Stevanovic, (2010), sont :
e Le débit de décharge et uniformité.
e La structure géologique et géomorphologique contrdlant le rejet (dépression, contact,
barriére et ressorts submergés).
e Laqualité et la température de I’eau.
Ci-dessous une liste non exhaustive de différents types de sources :
1. Les sources d’infiltration : Ce terme geénéral est utilisé pour indiquer le rejet diffus
d’eau habituellement a partir de sédiments non consolidés, comme le sable et le

gravier, ou de sol meuble.
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Les sources intermittentes : Elles ne se déchargent que pendant un certain temps, alors
qu’a d’autres moments, elles sont seches.

Les sources a flux et reflux : La décharge se produit dans des intervalles de temps
relativement uniformes. Ceci s’explique par 1’existence d’un siphon dans la roche qui
se remplit et se vide réguliérement, peu importe le régime de recharge.

Les sources thermales : Désignent des sources dont la température de I’cau est
supérieure a la température normale des eaux souterraines (kasenow, 2001).

Les sources minérales : contiennent des solides dissous qui peuvent étre de 3 a 4 fois
plus concentrés que les sources d’approvisionnement en eau publiques locales

(kasenow, 2001).
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I1. POLLUTION DE L’EAU
La biodiversité des écosystemes d’eau courante est menacée par la pollution chimique
provenant des activités anthropiques, quant a la pollution bactérienne de I’cau, elle est causée
par les excrétas des mammiféres a sang chaud, y compris I’Homme, les animaux sauvages et
domestiques. Elle est également le plus souvent associée au rejet des effluents des égouts
(Xiong et al., 2019 ; Sharma, 1994 et Abel, 2002).
11.1. Origine de la pollution
D’aprés Genin et al., (2003), la fagcon dont les pollutions liquides sont injectées dans le
milieu conditionne la réponse de I'écosysteme :
e Les sources ponctuelles: Correspondent a 1'exutoire d’un réseau qui peut s'apparenter
a un affluent d’eau chargée de maticre polluante tel que la conduite d'évacuation d’une
usine, le rejet d’un réseau d’eaux usées urbaines ou le tuyau de la fosse septique d’une
résidence...etc.
e Lessources diffuses : Correspondent a des zones d’apports non localisées, il s’agit par
exemple des ruissellements sur les terres agricoles et des secteurs d’habitations

dispersees dont les effluents s’écoulent librement et s’infiltrent dans le sol.

La pollution de I’eau est également liée a la civilisation de 1’industrialisation et aux
niveaux de vie qui sont directement liés au niveau économique des personnes et semble étre
plus directement liée a la croissance demographique (Goel, 2006).

11.2. Types de polluants

D’apres Goel, (2006), un polluant de 1’eau peut étre défini comme un facteur physique
chimique ou biologique causant des effets esthétiques ou nuisibles sur la vie aquatique.

e Polluant chimique : La majorité des polluants de 1’eau se présentent sous la forme de
produits chimiques (tel que les antibiotiques (Bird et al., 2019) qui restent dissous ou
en suspension dans I’eau et donnent une réponse environnementale souvent
inacceptable.

e Polluant physique : La chaleur et les radiations sont des facteurs importants qui ont
des effets marqués sur les organismes.

e Polluant biologique : Ou bio-contaminant, comme par exemple les bactéries, les
moisissures et les levures (Roulet, 2004), ainsi que la diffusion des génes de résistance

aux antibiotiques entre les bactéries environnementales (Bird et al., 2019).
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11.3. Pollution des eaux souterraines

La pollution des eaux souterraines est définie comme I’altération causée par I’Homme
ou induite par ce dernier de I’intégrité chimique, physique, biologique et radiologique de ces
eaux (Agence de Protection de I'Environnement, 1973). Cette pollution, générée par les
activités anthropiques, peut en atteignant des niveaux critiques, présenter un danger grave pour
la santé publique (Amharref et al., 2007).

La contamination des eaux souterraines est une véritable préoccupation. Elles sont
contaminées de diverses fagons. Les couches perméables du sol empéchent les grosses

particules de traverser alors que le fluide est autorisé a passer (Senthil Kumar et Yaashikaa,

2019).

I1.4. Pollution des eaux de source

Les masses d’eau souterraine sont drainés par des sources. Si la qualité de leur eau est
compromise, elle peut devenir une menace pour la santé publique (Fernandez-Martinez et
al., 2019).

11.4.1. Mode d’apports de la pollution des eaux de source

Les divers contaminants pouvant se trouver dans les eaux de source sont illustrés dans

le tableau suivant :

Tableau Il : Les groupes de contaminants présents dans 1I’eau de source.

Comprennent les métaux toxiques et différents types de nutriments
et de sels, tel que le nitrate NO%*, ’ammoniac NH; et le cadmium

...etc.

Substances naturelles et anthropiques ; ces dernieres comprennent

les produits chimiques synthétiques tel que le pétrole.

Divers agents pathogeénes tel que les bactéries indicatrices fécales
(FIB).

(Kresic et Stevanovic, 2010).
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I11. SURVEILLANCE DE LA QUALITE DES EAUX DE SOURCE

La surveillance est le « processus continu et systématique de collecte, de compilation,
et d'analyse de données de sante ainsi que leur diffusion a tous ceux qui ont contribué a la
collecte et & tous ceux qui ont besoin d'étre informeés » (Byaruhanga Ngbape, 2017). L’eau
doit répondre aux exigences de la réglementation. Elle doit étre analysée par le producteur ou
par la municipalité a une fréquence appropriée pour confirmer qu’elle est potable. L’eau
provenant de sources qui ne sont pas municipales doit étre traitée et analysée afin de s’assurer
qu’elle est potable (ONU, 2001).

I11.1. Parametres bactériologiques

Les sources d’approvisionnement en eau a usage humain peuvent étre contaminées par
des agents pathogénes. Certaines infections d’origine hydrique ou maladies a transmission
hydriqgue (MTH), les plus graves sont encore d’importance majeure dans les pays en

développement (Boyd, 2015).

Selon Maréchal, (2014), prés de 1,6 millions de personnes sont morts a cause de
maladies a transmission hydriques, et ¢’est essentiellement li¢ au manque d’accessibilité a une
eau saine. D'apres Hadef et Hadef, (2001), I'Algérie subit une prévalence élevée liée au MTH
dd a la mauvaise gestion de ses ressources en eau en termes de qualité sanitaire et de quantités

mobilisables.

Les principales atteintes liées aux microorganismes rencontrés dans 1’eau sont

mentionnées dans le tableau suivant :

Tableau I11 : Affections en relation avec I’eau causé par les bactéries, virus et parasites.

Escherichia coli, GE et syndromes cholériformes, Indicateur
entéropathogénes, entérotoxiques, | de contamination fécale.

entéroinvasifs.

Enterococcus spp. Indicateur de contamination fécale.

Pseudomonas aeruginosa. Infections cutanées, suppuratives ou

éruptives, surinfections, pneumopathies.

Clostridium perfringens. Indicateur de contamination fécale peu

spéecifique GE.

(Rodier et al., 2009).
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Tableau I11: Affections en relation avec 1’eau causé par les bactéries, virus et parasites(Suite)

Salmonella typhi et para-typhi. Fiévres typhoides.

Salmonella typhimurium, GE, infections systémiques.

S. enteritidis « cosmopolites ».

Shigella dysenteriae, S. flexnerti, GE et dysenterie.

S. boydii, S. sonnei.

Légionella pneumophila. Pneumopathie, fievre (inhalation
d’aérosols).

Vibrio cholerae, Vibrio spp. GE et choléra, infections cutanées.

Entérovirus (Poliovirus, Poliomyelite, affections neurologiques,

Coxsackie A, Coxsackie B, respiratoires, cutanées, musculaires et

Echovirus). cardiaques.

Virus de la fievre jaune, virus des | Fiévres hémorragiques.

dengues.

Virus de I’Hépatite A (HAV), Hépatites.
Virus de I’Hépatite E (HEV).

Amibes : Naegleria, Entamoeba, | Amibiase Kératite (eau de lavage lentilles

Acanthamoeba, Balantidium. cornéennes).

Cryptosporidium parvum. GE.

Giardia lamblia, G. intestinalis. GE et giardiase.

(Rodier et al., 2009).

I11.1.a. Coliformes totaux

Les coliformes comprennent plusieurs genres de bactéries appartenant a la famille des
Enterobacteriaceae dont Escherichia coli qui est le membre le plus important (National
research council of the national academies, 2004). lls sont définis comme des bactéries
facultativement aérobies, Gram-négatives, non sporulés en forme de tige qui fermentent le
lactose avec la formation de gaz dans les 48 h a 35°C (Madigan et al., 2010). Selon le méme
auteur, les coliformes totaux sont considérés comme des commensaux intestinaux des humains

et des animaux et pour cela ce sont des indicateurs de contamination bactérienne de I’eau.
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1. Organismes coliformes : Organismes capables de former des colonies en aérobiose a
35 °C £2°C sur un milieu lactosé sélectif et difféerentiel, avec production d’acide (et
d'aldéhyde) dans les 24 h.

2. Organismes coliformes thermotolérants : Présentant les mémes propriétés de
fermentation dans les 24h, & 44 °C £2°C.

3. Escherichia coli présumées : Qui produisent, en plus, du gaz a partir du lactose (et du
mannitol) ainsi que de I’indole & partir du tryptophane dans les 24 h & 44 °C +2°C
(JORA, 2013).

I11.1.b. Bactéries associées au péril fécal

Les agents de contamination sont évacueés dans les selles, souvent déposées a terre, non
loin des sources d'approvisionnement en eau. Le danger potentiel représenté par ces pollutions
est appelé le péril “ fécal ” (Monjour, 1997). On peut citer : Pseudomonas aeruginosa
(surinfections), Salmonella typhyi (fievre thyphoide, gastro-entérites), Vibrio cholerae et les
bacteéries sulfito-réductrices...etc. (Legube, 2015). Selon Rodier et al., (2009), une eau exempte

de bactéries d’origine fécale ne signifie pas nécessairement 1’absence d’especes pathogenes.
111.1.b.1. Coliformes fécaux (Escherichia coli ou colibacille)

Le coliforme fécal le plus prédominant est E. coli, qui est I'note normal de I’intestin de
I’Homme et des animaux a sang chaud. C’est un batonnet Gram négatif, fermente le lactose,
anaérobie facultatif et il présente trois antigénes qui sont utilisés pour identifier 1’organisme
dans les enquétes epidémiologiques : I’antigéene O ou la paroi cellulaire, 1’antigéne H ou
flagellaire, et 1’antigéne K ou capsulaire (Tortora et al., 2016 ; Delarras, 2014 ; Levinson,
2014).

Différents groupes d’E.coli sont impliqués dans des syndromes diarrhéiques chez
I’Homme et les jeunes enfants suite a la consommation d’eau ou d’un aliment contaminé, selon

les cas:

e E. coli entéro-hémorragique (ETEC ou ECET), agent de la diarrhée du voyageur, de la
diarrhée infantile et agent de colite hémorragique.

e E. coli entéro-pathogene (EPEC ou ECEP), agent de gastroentérite infantile.

e E. coli producteurs de Shiga-toxines (STEC) (Delarras, 2014).

10
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D’apres Avril, (1992), E. coli est un indicateur de contamination fécale récente et sa
détection dans I’eau d’alimentation (par colimétrie) est synonyme d’une mauvaise qualité

bacteriologique ce qui la rends non potable.
111.1.b.2. Entérocoques

Anciennement la législation parlait de « Streptocoques fécaux ». Sous cette
dénomination générale, il faut entendre I’ensemble des streptocoques possédant la substance
antigénique caractéristique du groupe D de Lancefield (acide teichoique), c’est-a-dire
essentiellement : Enterococcus faecalis, E. faecium, E. durans, E. hirae, Streptococcus bovis,
S. suis et S. equinus (Rodier et al., 2009).

L’habitat normal des entérocoques est I’intestin des humains et des animaux mais
peuvent se retrouvés sur la peau et les muqueuses (Goering et al., 2019; Bertholom, 2014).
C’est des bactéries Gram positif, catalase négatif, non sporulées, anaérobies facultatives avec

une forme coccoide (National research council of the national academies , 2004).

En général, les entérocoques sont alpha-hémolytiques ou non hémolytiques (Maza et
al., 2020). lls sont associés a des infections urinaires et aux infections de plaie (Hartet Shears,
1997), et ce sont les deuxiémes micro-organismes impliqués dans les endocardites infectieuses
(Ruch et al., 2019). Parmi ces infections, environ 80 % sont associées a E. faecalis (Braiek et
Smaoui, 2019). Bien que certaines protéines de surface soient des adhésines, aucun facteur de
virulence n’a été découvert (Champoux et al., 2004). Les entérocoques sont des
microorganismes omniprésents dans différents environnements tels que le sol, 1’eau, les eaux
usées et les plantes (Braiek et Smaoui, 2019), et ils sont considérés comme des marqueurs de

contamination fécale (Aguilar-Galvez et al., 2012).
111.1.b.3. Salmonella

Les Salmonella sont des parasites du tube digestif de I'Homme et des animaux
(Avril, 1992). Selon Levinson, (2014), c¢’est des Gram négatif en forme de batonnets, lactose
negatif, H.S positif. La contamination est induite par voie orale, dans le genre Salmonella se
trouvent les agents des fievres typhoides (S. Typhi) et paratyphoides (S. paratyphi A). Ces
organismes peuvent posséder des antigenes somatiques (O), flagellaires (H) et capsulaires (Vi)
(Hart et Shears, 1997 ; Maza et al., 2020) . Les Salmonella peuvent étre présentes dans les
eaux douces, y compris les eaux destinées a la consommation humaine et les eaux souterraines
(IS0, 2010).

11
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111.1.b.4. Vibrio cholerae

Les vibrio font partie d’un groupe répandu d’organismes, dont beaucoup sont communs
dans I’environnement. V. cholerae est un bacille & Gram négatif trées mobile, a I’aspect
caracteristique en virgule, grace a un flagelle polaire, la membrane externe supporte I'antigene
O dont on connait de nombreux types sérologiques. Les souches responsables de choléra sont

de groupe sérologique O1 ou 0139 (Gillespie et Hawkey, 2006 ; Flandrois, 2016).

Le choléra est une maladie a déclaration obligatoire, transmise par la voie oro-fécale et
provoque des diarrhées aqueuses tres abondante en eau de riz sans fievre due a la sécrétion
d’une toxine cholérique (entérotoxine appelée CT) agissant directement sur 1’entérocyte
(Courseau et al., 2016 ; Cowan et Smith, 2018). Compte tenu du fait que c’est essentiellement
une maladie d’origine hydrique, la surveillance de la présence de V. cholerae dans les eaux
environnementales spécifiques permet d’identifier des sources ou des ¢éléments véhiculant
I’infection et faciliter la détection précoce de la transmission du choléra dans certaines régions
(OMS, 2018). La majorité des cas sont survenus dans le sous-continent indien et en
Afrique. En 2002, 'OMS a estimé que 97 % des cas de choléra survenaient en Afrique (Agence

de la sante publique du Canada, 2010).
111.1.b.5. Spores Anaérobies Sulfito-Réductrices (ASR)

Clostridium perfringens est présent dans la flore intestinale de I'Homme et de
nombreuses espéces animales, et le sol contient des spores de cette espece (Avril, 1992).C’est
une bactérie anaérobie Gram positif, sporulée, en forme de tige. Lorsque les spores sont
présentes, elles sont grandes, ovales, centrales ou subterminales, et distordent la cellule.
(National research council of the national academies, 2004; De Vos et al., 2009). Ingerés
avec des aliments contaminés, les C. perfringens vivants commencent a sporuler et a produire
des toxines dans I’intestin du consommateur, I’entérotoxine perfringéne altére la perméabilité
de I’épithélium intestinal, ce qui entraine des nausées, de la diarrhée et des crampes
intestinales, habituellement sans fievre (Madigan et al., 2010). Les spores sulfito-réductrices
sont largement répandues dans I'environnement et survivent dans I'eau pendant longtemps. Elles

peuvent ainsi fournir des indications sur une pollution éloignée ou intermittente (1SO, 1986).

12
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I11.1.b.6. Pseudomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique

C’est une bactérie ubiquiste, elle fait partie des bactéries & Gram négatif non
fermentaires, aérobies strictes qui représentent un groupe prédominant en pathologie humaine
(Courseau et al., 2016). P. aeruginosa, produit un pigment soluble dans 1’eau, vert-jaune ou
brun-jaune appelé pyoverdine, de plus, elle produit également un pigment vert-bleu, la
pyocyanine, qui se combine a la pyoverdine, ce qui donne une couleur verte vive (Maza et al.,
2020). Elle élabore des protéines et des substances toxiques comme les  hémolysines, protéases,
exotoxine A, exoenzyme S. et peut provoquer des septicémies, des infections pulmonaires et
des infections urinaires graves, cependant ; chez les sujets sains, elle est responsable la plupart
du temps d'infections mineures, comme des folliculites (Collongues, 2005). D'apres Lesne et
al., (2004), sa présence dans I’eau peut étre d’origine fécale. P.aeruginosa est une bactérie non
exigeante qui croit facilement dans I'eau et I’eau de source doit étre exempte de cette espece
selon 1SO, (2006).

I11.2. Parametres physico-chimiques

I11.2.a. Paramétres physiques

+ Température (T)

La température de 1’eau est un parametre essentiel du fonctionnement des écosystémes
aquatiques dont elle influence de nombreux paramétres comme, par exemple, la concentration

en oxygene (Georges et al., 2019).

+ Potentiel d'Hydrogene (pH)

Le pH est une mesure de 1’acidité ou de 1’alcalinité d’une solution, ou de la puissance de
I’hydrogéne (Estefan et al., 2013). Le pH d’un échantillon aqueux peut étre mesuré par la
méthode électromeétrique ou colorimétrique (Patnaik, 2018).

# Conductivité électrique

La conductivité est la capacité d’une substance a transmettre un courant électrique. Dans
I’eau, le courant électrique est transmis par les ions dissous. Les eaux naturelles, contiennent

une plus grande concentration d’ions dissous et sont de meilleurs conducteurs que 1’eau pure

(Boyd, 2015).
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4 Taux de Sels Dissous (TDS)

Les solides dissous totaux (TDS) designent la quantité de minéraux, de métaux, de
matiéres organiques et de sels dissous dans un certain volume d’eau exprimé en mg/l (Yusof et
al., 2019). La qualité des eaux souterraines est souvent décrite par les matiéres dissoutes totales
(Barzegari Banadkooki et al., 2020).

+ Turbidité

La turbidité dans I’eau peut étre causée par des matieéres en suspension comme les
composés organiques ou les matiéres inorganiques dissoutes...etc. La turbidité est déterminée
par la propriété optique qui fait que la lumieére est diffusée, adsorbée ou réfléchi (Roberts Alley
et al., 2007).

111.2.b. Parametres chimiques de pollution

4 Résidus secs

Le solide dissous total est défini comme les substances restantes aprés evaporation et
séchage d’un échantillon d’eau. La fraction restante est approximativement équivalente a la
teneur totale en matiéres dissoutes et en suspension de 1’échantillon d’eau (Estefan et al.,

2013).

=‘-Ammonium

La présence de quantités élevées de composés contenant de 1’azote dans les effluents

agueux est connue pour produire 1’eutrophisation des milieux aquatiques.

Un de ces composés d’azote est le cation d’ammonium, ce dernier provient d’une
grande variété de sources telles que les engrais naturels et artificiels, les eaux usées industrielles

et urbaines (Enmilia et al., 2020).

+ Nitrate

De nombreux minéraux de nitrate sont présents dans la nature, comme le nitrate de
potassium. Les sels de nitrate ont de vastes applications industrielles, ils sont aussi utilisés
comme engrais en agriculture et comme des produits chimiques de laboratoire courants

(Patnaik, 2018). D’apr¢es Fernandez-Martinez et al., (2019) , la présence des nitrates dans les
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masses d'eau souterraine est induite essentiellement par les activités anthropiques et

I'agriculture intensive.

+ Nitrite

Le nitrite (NO2) est un contaminant inorganique nocif présent dans I’eau (Li et
al.,2019). Lors de la nitrification, des ions négatifs comme les nitrites et les nitrates se déplacent
le long de I’écoulement des eaux souterraines, et par des forces répulsives sur les surfaces
minérales argileuses, accélérent le transport de I’azote dans la couche du sol (Lee et al., 2020).
La présence de ces ions dans I’environnement nuit a la santé de I’Homme sans oublier le

phénomene d’eutrophisation (Idrissi, 2006).

+ Phosphore

La présence d’un exceés de phosphore (P) peut compromettre gravement la qualité des
écosystémes aquatiques, car I’augmentation excessive des rejets de ce dernier peut provoquer
une eutrophisation généralisée et une pollution de I'eau qui menacent la santé écologique et
humaine (Clairmont et al., 2020 ; Liu et al., 2020).

I11.2.c. Minéralisation globale

+ Sulfate

D’aprés Wang et Zhang, (2019), le sulfate étant un ion déja présent dans les eaux
souterraines, sa teneur influe sur la qualité de 1’eau potable et 1'écosystéme, le développement
de I’industrialisation et de I’'urbanisation sont les causes principales de la pollution par les

sulfates dans I'eau.

i Fer

Le fer peut se rencontrer dans 1’eau sous différentes formes : Fer (Fe), le Fer ferreux

(Fe*?) est soluble dans I’cau et le fer ferrique(Fe*3) est insoluble (Rodier et al., 2009).

i— Chlorure

Selon Stellman et al., (2000), le chlorure est un des polluants de contamination du sous-

sol et est classé avec les composants chimiques indésirables pouvant se trouver dans les eaux.
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# Titre Alcalimétrique (TA) et le Titre Alcalimétrique Complet (TAC)

Le TA et le TAC d’une eau est la mesure du pouvoir alcalin de la solution, il est

principalement expliqué par le pH et la concentration en ions carbonate (Lazzarotto, 2010).

4 Dureté calcique et dureté magnésienne

La dureté calcique et la dureté magnesienne correspondent a la teneur globale en sels de
calcium et de magnésium (Rodier et al., 2009). Des problémes de santé, techniques et gustatifs
peuvent étre associés a la consommation de niveaux de dureté de I'eau trés faibles ou élevés
(Kozisek, 2020).

+ Sodium et potassium

Le choix de I’eau appropriée devrait tenir compte de la teneur de sodium et de
potassium. Le sodium est défini comme un facteur de risque pour la santé seulement lorsque
son apport excessif se produit. Le potassium contribue a la réduction du volume des fluides
extracellulaires et réduit en méme temps la tension musculaire et la perméabilité des membranes

cellulaires (Gatarska et al., 2016).

111.2.d. Métaux lourds

Au cours des derniéres années, I’introduction de métaux lourds dans les plans d’eau a
suscité des préoccupations a 1’échelle mondiale en raison des risques environnementaux, des

charges élevées et de leurs nature persistante (Zhang et al., 2016).

Selon Jardine et al., (2019), les eaux de sources sont des sites relativement vierges en
éléments de traces métalliques en comparaison avec d’autres sites d’eaux souterraines

contaminées.

Les principales affections liées aux eléments chimiques rencontrés dans 1’eau sont mentionnées

dans le tableau X1V, annexe A.
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IV. DIFFERENTES NORMES APPLICABLES AUX EAUX DE SOURCE

IV.1. La réglementation Algérienne

Ces textes sont tirés du Journal Officiel de la République Algérienne (N° 39-2 juillet
2017/ 8 Chaoual 1438) et (N°27 -26 avril 2006/27 Rabie EI Aouel 1427).

Selon l'arrété n° 4 du JORA 2017, les eaux de source ne doivent pas contenir de micro-
organismes ni leurs toxines ou métabolites dans des quantités qui présentent un risque

inacceptable pour la santé du consommateur.
Champ d’application

L'arrété interministériel du 2 Moharram 1438 correspondant au 4 octobre 2016 fixe les
critéres microbiologiques des denrées alimentaires en incluant les eaux de source dans la section

eaux, boissons , jus de fruits et de lIégumes.

L’arrété interministériel du 22 Dhou El Hidja 1426 correspondant au 22 janvier 2006
fixe les proportions d'éléments contenus dans les eaux minérales naturelles et les eaux de source
et precise que les analyses portent sur des échantillons prélevés au point d’émergence et visent

des parameétres physiques, physico-chimiques et microbiologiques.
IV.2. La reglementation internationale

Les recommandations applicables a 1’eau potable tiréee d’OMS 2007 et les normes de
I’Union Européennes (Directive98/83/CE) ont servis de référence pour les parametres

analysés.
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V. L'ANTIBIORESISTANCE ET CONTAMINATION PAR LES GENES
DE RESISTANCE AUX ANTIBIOTIQUES

La résistance aux antimicrobiens (AMR) est définie comme la résistance des micro-
organismes a un antimicrobien contre lequel ils étaient initialement sensibles. Bien qu’il
s’agisse d’un phénomene évolutif naturel, il est accéléré par le mauvais usage de ces derniers
et les mauvaises pratiques de contréle des infections (Jindal et al., 2015). Par conséquent, les
microorganismes sont classés comme résistants lorsque leurs CMI dépassent un seuil prédéfini
(Gualerzi et al., 2014). Selon Insha et al., (2020) et Stange et Tiehm, (2020) , I’attention de
la communauté scientifique doit étre dirigé vers le fléau de I'antibiorésistance détecté dans les
écosystéemes aquatiques causant de sérieux problémes de santé publique étant considérés
comme des réservoirs des ARBs et ARGs. Les pathogénes antibiorésistants sont le plus souvent
E. coli, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus aureus, Streptococcus pneumoniae et
Salmonella spp. (OMS, 2018).

Cependant, il n’est toujours pas clair si la présence d’ARB et d’ ARG environnementaux
dans I’eau de source, ont une incidence importante sur 1’exposition humaine aux ARB

pathogéne (Sanganyado et Gwenzi, 2019).
V.1. Types de résistance

Selon Courseau et al., (2016), la résistance aux antibiotiques (Fig.2) est classée en

plusieurs types :
1- Résistance naturelle
e La bactérie est toujours résistante a 1’antibiotique par des mécanismes intrinséques.
2- Résistance acquise par transmission plasmidique

o (’est la plus fréquente 80%-90% des résistances acquises.

e Transférable entre especes : transmission horizontale.
Les bactéries résistantes qui proliféerent en présence d’un antibiotique peuvent

transmettre cette capacité de résistance a d’autres bactéries n’ayant jamais €été exposées a

I’antibiotique en question (Conseil de I’Europe, 2000).
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3- Résistance acquise par mutation chromosomique

e Non transférable entre espéces : transmission verticale

Population bactérienne

Phénotype sensible 7 ,\w Phénotype résistant
SPAS
”
Résistance naturelle- Résistance acquise- Croissance dans les
transmission verticale transmission horizontale biofilms-tolérance

=== g

Transfert de genes (plasmides, séquences
d’insertion, transposons, intégrons)

Mécanismes : Mécanismes : Mécanismes :

-Cible inaccessible -Diminution de la perméabilité -Faible perméabilité dans
(imperméabilité, efflux). (sous-expression des porines, la matrice du biofilm.
-Faible affinité pour la surexpression des pompes a -Changement génotypiques
cible. efflux. -Changement

-Cible manquante. -Activation des voies phénotypiques

métaboliques auxiliaires.
-Modification ou inactivation des
antibiotiques.

Figure 2 : Les principaux types de mécanismes de résistances (Kon et Rai, 2016).
V.2. Mécanismes de défense des bactéries

Les genes produisant une résistance a un antibiotique fonctionnent de diverses manieres.
Certains ne permettent pas a I’antibiotique de pénétrer dans la bactérie, d’autres s’emploient a
le rejeter de la bactérie, certains produisent des enzymes qui Otent toute efficacité a
l'antibiotique, et d’autres modifient la cible visée par I’antibiotique (Fig.3) (Conseil de
I’Europe, 2000).
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Mécanismes
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De nouveaux enzymes sont synthétisés, CH,
inactivant le médicament ( il se produit Penicillinase
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(se produit par mutation).
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Le médicament est Médicament 13 pactérienne bactérienne Nouvelle pompe
immédiatement éliminé [ - 4 médicament active

(se produit par I’acquisition de
nouveaux génes). 4 —

Sites de liaison des médicaments sont
réduits en nombre et/ou affinité
(se produit par mutation ou par |’acquisition

de nouveaux geénes). .I

Une voie métabolique affectée est immobilisée
ou une autre voie est utilisée (se produit A m——- e e = P C - P D > Produit

par mutation des enzymes originaux ). e -

Figure 3 : Mécanismes de résistance aux antibiotiques (Cowan et Smith, 2018).
V.3. Propagation de I'antibiorésistance dans I’environnement

Au cours des derniéres décennies, I’importance de I’environnement dans la propagation
et la dissemination de bactéries résistantes aux antibiotiques a été mieux déemontrée. Les eaux
usées humaines et animales représentent les neceuds d’émission les plus importants dans un

réseau complexe de voies de transmission (Manaia et al., 2020).

Selon Vidal et al. , (2019), les antibiotiques utilisés dans divers secteurs (Tableau XXII,
Annexe H) sont tous excrétés dans le milieu naturel apres leur ingestion par les organismes.
Ces substances se propagent dans I'environnement et s’infiltrent dans le réseau trophique

infligeant des conséquences irréversibles.

L’OMS a désigné la résistance aux antibiotiques comme 1’une des trois plus importantes

menaces pour la santé publique du XXle siécle (Munita et Arias, 2015).
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I- MATERIEL ET METHODES

Cette étude a pour but d'évaluer la qualité bactériologique et physico-chimique de quatre (4)
sources d’eau situees dans la région de Chiffa, Wilaya de Blida. Le profil de résistance aux
antibiotiques des souches identifiées est aussi étudié.

Les analyses ont été réalisées, pendant la période allant du mois de Février au mois de Juillet
(avec un arrét allant de mi-Mars jusqu'a la fin Juin dd a la crise sanitaire), dans deux laboratoires :

1- Le laboratoire de I’ADE (I’ Algérienne des eaux, unité de Blida) localisé a la station de pompage de
Chiffa .Ce dernier contr6le en permanence la qualité des eaux de la Wilaya de Blida par une
surveillance bactériologique et physico-chimique. Les parameétres physico-chimiques, ainsi que la
colimétrie et la streptométrie y sont réalisés.
2- Le laboratoire d’hygiéne de Blida localisé au niveau de la rue des fréres Ramoul Abdelaziz qui opére
I’analyse microbiologique des eaux, des aliments et des selles. Au niveau de ce dernier ont éte
effectués : la recherche des Salmonella, de P. aeruginosa, des spores anaérobies sulfito-réductrices et
des V. cholerae, ainsi que leurs identifications et leurs profils d'antibiorésistance.
Les coordonnées GPS des lieux de stage sont au niveau de ’annexe A.

1.1. Région d’étude

Selon la Direction de la Planification et de I'Aménagement (DPAT), la wilaya de Blida se
situe dans la partie nord du pays, dans la zone géographique du Tell central. La commune de Chiffa
fait partie de la Daira de Mouzaia et se situe entre la Wilaya de Blida et la Wilaya de Médéa (Fig.4)
(Andi, 2013).

Les sources étudiées sont sujettes & des activités anthropiques variées da a 1’installation des
bases de vie du projet dédié au dédoublement de la route nationale n°1 (RN1) reliant Barrouguia —
Chiffa par un trongon autoroutier confié a I’entreprise Chinoise CSCEC en collaboration avec deux
firmes Algériennes SAPTA et ENGOA.

Les quatre points d’eau analysés (Fig.5) émergent sur 1’ancienne route fréquentée par les
touristes a longueur de I’année. Ces eaux de sources sont consommeées comme étant une eau potable et
utilisées pour divers usages également par les riverains. Les sources choisies apres une étape de
sélection sont situées a proximité de deux bases de vie (Point kilométrique 3 et 5)(Tableau V)
(Fig.32, Annexe H) occupées par une main d’ceuvre Chinoise et Algérienne pour la réalisation du projet

cité précédemment.
1.1.1. Présélection des sources

L’étape de sélection a touchée au total 5 sources (Tableau 1V) accessibles a la population

(autochtone et allochtone) et confrontées a la pollution lors des travaux.
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Tableau IV : Données concernant les sources de la région.

El Kaff Moyen- | x=36°23°03 N 366 m Consommation
Errachi faible Y=2°46°02 E
/ Fort X=36°23°20 N 319m Consommation
Y=2°45’54 E
Ruisseau Moyen | x=36°23’58,85’N | 328 m Consommation
des singes Y=2°45"39,79"E et usage
domestique
Cascade Fort X=36°24°32,90°N | 211m Consommation
Y=2°45",29"E
/ Faible X=36°25"36N 146 m Consommation
Y=2°45'16 E et usage
domestique

A
4 Source?2
Source1 ‘@ Q Source 3

- P y \..
Ve 2w Y {

W N
‘ %

Figure 4: Carte représentant les sources et les bases de vie (Google earth Version 9.3.117.0).
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o I g s ! i :
Source 3 (Ruisseau) Source 4 (Cascade)
Figure 5 : Sources étudiées (photo originale).

Tableau V : Données concernant les bases de vie.

X=36°25’40 N 169 m
Y=2°4505 E
X=36°24’37 N 341m
Y=2°4520 E

1.1.2. Justifications des choix

e Lessources étudiées sont exposées aux activités anthropiques des bases de vie vu leurs

localisations géographiques adjacentes.

23



MATERIEL ET METHODES

e Leur exposition aux travaux pendant des années.

e Leurusage frequent en tant qu’eau potable de la part des touristes ainsi que les habitants

de la région.

1.2. Matériel

Le matériel utilisé pour les analyses physico-chimiques et bactériologiques est

répertorié au niveau de I’annexe C.

1.3. Méthodes

La démarche suivit au cours de I’étude est répertorié¢ au niveau de la Figure 6.

Coliformes totaux
Coliformes fécaux
Entérocoques
Salmonella

Vibrio cholerae
Spores anaérobies
sulfito-réductrices
Pseudomonas
aeruginosa

Par méthode de filtration

sur membrane et
la méthode NPP.
Enrichissement et isolement

Choc thermique et croissance
sur milieu solide

—— [solement sur milieu sélectif

Température ~————— Thermométre
pH o '=°. — pH-métre
;o_lrjgusctlwte, salinité } Conductimetre
Turbidité = Turbidimétre
lons Spectrophotometre
Meéthodes titrimetrique
Résidus secs == Séchage et Pes¢

ﬁ

Entérobactéries

-Coloration de Gram.
-Galeries API 20E.
-Antibiogramme par
diffusion sur milieu
solide.

Entérocoques

A\ 4

-Coloration de Gram.
-Galeries API 20E.
-Test d’esculine.

-Test de mobilité.
-Croissance sur
bouillon BHIB+ 6,5%.
NaCl .

Figure 6 : Organigramme de la démarche suivit de qualité bactériologique et physico-

chimique des échantillons d’eau de source lors de I’ étude.
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1.3.1. Méthodes d’échantillonnages
Chaque prélevement est accompagné d’une fiche de renseignement le concernant
(Annexe D). Au total 22 échantillons sont réalises au profit des sources étudiées (Tableau VI).

Tableau VI : Nombre de prélevements et d'échantillons pour chaque source.

N° dates N° dates

11/02/2020
03/03/2020
12/07/2020
26/07/2020

03/03/2020 11/02/2020

03/03/2020
12/07/2020
26/07/2020

11/02/2020
18/02/2020
5 1 5 04/07/2020
12/07/2020
26/07/2020

18/02/2020

11/02/2020
18/02/2020
5 1 5 04/07/2020
12/07/2020
26/07/2020

18 22

a- Analyse bactériologique

Il est impératif, qu’avant I’échantillonnage destiné a 1’analyse bactériologique, de se
désinfecter les mains avec un antiseptique, pour ne pas contaminer le goulot du flacon
préalablement flambé avec un pistolet a flamme au moment du prélevement.

D’apres NA 763, 1SO 6222 modifié par I’ADE, les échantillons sont prélevés dans des
bouteilles en verre. Les flacons utilisés doivent assurer une fois bouchés, une protection totale
contre toute contamination. Il est conseillé d’utiliser des flacons en verre de 250ml. Avant
I’'usage, les flacons doivent étre soigneusement lavés, puis rincés a 1’eau distillée et stérilisés
par la chaleur a lI'autoclave a 120°C pendant 1h.

Les échantillons doivent étre conservés entre 4°C et 6°C et transportés dans une boite

iso-thermique au laboratoire pour étre analysés le plus tét possible.
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b- Analyse physico-chimique

Selon Rodier et al., (2009), les bouteilles doivent étre rincées 3 fois au moment du
prélévement avec I’eau étudiée. Selon la norme Afnor T90-012 modifié par I’ADE,
I’échantillonnage d’eau pour les analyses physico-chimiques est effectué dans des bouteilles en

polyéthyléne de 1L et conserver entre 4°C et 6°C jusqu’a utilisation (Annexe E).

1.3.2. Méthodes Bacteriologiques

1.3.2.1. Observation microscopique (Denis et al., 2011)
Objectif

Détection de potentielles bactéries vivantes ou d’autres corps étrangers. Les
renseignements obtenus par cette observation concernent principalement la mobilité des
bactéries.
Principe

Les méthodes fondées sur la technique de I'état frais correspondent a I'observation d'un
échantillon ou d'une suspension bactérienne entre lame et lamelle sans fixation préalable du
matériel par la chaleur ou I'alcool.
Mode opératoire

Entre lame et lamelle, on dépose une goutte de I’échantillon et on observe sous

microscope optique au grossissement X40.

1.3.2.2. Méthode de filtration (1SO 9308-1: 2000 et 1SO 9308 — 1 : 2000 / correctif 1 :
2007)
Objectif

C’est la méthode de référence utilisée pour la recherche et le dénombrement de germes
dans les eaux car elle est caractérisée par sa rapidité, sa simplicité et la normalisation de ses
résultats par le JORADP.
Principe

L’échantillon d’eau est filtré a travers une membrane de porosit¢ de 0,45 pm
(Sartorius), destiné au captage des bactéries et placée dans une rampe. Cette derniére permet

la poussée des colonies sur les milieux de culture spécifiques aux bactéries recherchées.
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> Dilution

Avant de procéder a la filtration de I’échantillon, le prélevement doit passer par une

étape de dilution de ¥ pour pouvoir dénombrer les colonies cultivées de la fagon suivante :

e Dans la zone stérile, on verse 50 ml de I'échantillon dans un flacon et on ajoute 50 ml

d’cau distillée.
Mode opératoire

e On désinfecte la paillasse avant la manipulation par un antiseptique.
e On met en marche la pompe a vide et on ferme les fioles a vide.
e Un bec Bunsen est allumé devant I’appareil pour maintenir une zone stérile en

permanence.

> Filtration de I'échantillon

e On flambe la partie supérieure de la rampe (Sartorius 16824) y compris la plague
poreuse, l'intérieur de 1’entonnoir et le couvercle.

e Apres refroidissement de la rampe, on dépose soigneusement une membrane stérile en
esters de cellulose de porosité de 0.45um avec une pince flambée sur le support de
filtration.

e On fixe I’entonnoir sur son support.

e On homogeéneise I'échantillon et on flambe le goulot du flacon juste avant de le verser
dans I’entonnoir jusqu’au repére indiquant 100ml.

e On ouvre le robinet pour filtrer I’eau.

e Des qu’il soit totalement écoulé, on préléve la membrane avec une pince stérile par son
bord et on la place sur le milieu sélectif correspondant a la recherche tout en évitant les

bulles d’air.

% Colimétrie par filtration (1ISO 9308-1: 2000 et 1SO 9308 — 1 : 2000 /
correctif 1 : 2007)
Objectif
La recherche et le dénombrement des coliformes dans une eau sont importants du fait
qu’une grande partie de ce groupe (coliformes fécaux) représentent des indicateurs de

contamination fécale.
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Mode opératoire

>

Isolement

On dépose les membranes filtrantes avec une pince flambée sur le milieu sélectif
gélose lactosé au Tergitol et T.T.C apres avoir filtré 1’eau étudiée pour la recherche des
coliformes totaux.

On incube les boites pendant 18 a 24 h, a 36 °C = 2°C.

Lecture

On considére comme positives toutes les colonies petites, lisses légerement
bombées a contours réguliers et pigmentées en jaune orangé ou en jaune (lactose
positif).

Test de confirmation des coliformes fécaux

Tout d’abord on effectue un repiquage d’une colonie sur la gélose TSA a partir de la
gélose Tergitol et on incube a 37°C pendant 24h.

Test d’indole

On transfere une colonie caractéristiqgue du premier milieu dans un tube du bouillon
Tryptophane a ’aide d’une anse de platine et on incube a 44°C pendant 24h.

Test d’oxydase

Aprés 24h d’incubation, un test d’oxydase est réalisé ou on préléve une colonie a partir

de la gélose TSA avec une pipette Pasteur et on la dépose sur le disque directement.

Expression des résultats

Une bactérie coliforme est toute colonie caractéristique (jaune), dépourvue de ’enzyme
oxydase et non productrice d’indole.
Une bactérie E.coli présumée est toute colonie caractéristique (rouge), dépourvue de

I’enzyme oxydase, mais productrice d’indole a 44°C.

> Mesures et calcul du résultat

On calcule la valeur a du nombre de bactéries coliformes et celle des E. coli, le résultat final

sera exprimé selon 1’équation mathématique suivante :

iI_EE
A

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

C : Nombre total de colonies trouvées dans la boite.
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* Streptométrie par filtration (NA 766 en ISO 7899-2)
Objectif
La recherche et le dénombrement des entérocoques (streptocoques du groupe D) est
essentielle dans I’optique ou ils possédent tous un habitat fécale.
Mode opératoire
> |solement
e Les membranes filtrantes sont déposées avec une pince flambée sur le gélose sélectif a
I’azoture de sodium (Slanetz et Bartley) additionné au T.T.C aprées avoir filtré 1’eau
étudiée pour la recherche des streptocoques totaux.
e Les boites a I’envers sont incubées pendant 24 a 48 h a 36 °C + 2°C.

> Lecture

On considére comme positives toutes les colonies présentant une coloration rouge,
marron ou rose soit a leur centre, soit a leur périphérie comme des entérocoques présumeés sur
la membrane.

> Test de confirmation des entérocoques

e On pré-incube le gélose bile esculine agar (BEA) a 44°C pendant quelques minutes.

e On transfére la membrane du premier milieu & la gélose BEA et on incube a 44°C
pendant 2h pour pouvoir observer des colonies noiratres.

Expression des résultats

On considére comme positives toutes les petites colonies noires légérement bombées et

lisses (esculine positive).
> Mesures et calcul du résultat

La mesure est exprimée en UFC pour 100 ml d’eau.

(O La colimétrie et la streptométrie par la méthode de dénombrement en milieu
liguide Nombre le Plus Probable (NPP) est répertorié au niveau de I’annexe F par les
figures 35, 36 et 37.

1.3.2.3. Recherche des salmonella
Objectif
La recherche des salmonella fait partie des parameétres bactériologiques analysés dans

le cas des eaux destinées a la consommation humaine.
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Principe
Dans un premier temps on inocule le bouillon d’enrichissement sélénite de sodium
cystéine (SFB) avec I'échantillon puis apres incubation de 24h, on isole sur gélose Hektoen et
on lit les résultats aprés une autre incubation de 24h.
Mode opératoire
> Enrichissement
e On préleve 50 ml de I'échantillon a I’aide d’une pipette graduée équipée d’une poire et
on verse dans le flacon du bouillon SFB double concentré + additif (sélénite de sodium)
dans la zone stérile puis on ferme le flacon et on incube a 37°C pendant 24h.
> |solement
e On ensemence a partir du flacon avec une pipette Pasteur flambée la gélose Hektoen et
on incube a 37°C pendant 24h.

Expression des résultats

On considere comme positives toutes les colonies de couleur verte (couleur du milieu)
avec ou sans centre noir.
1.3.2.4. Recherche de de vibrio cholerae
Objectif

La détection de V. cholerae est rare, mais vu sa réapparition en été 2018 en Algeérie, il
est préférable d’effectuer ces analyses.
Principe

Dans un premier temps on inocule le bouillon d’enrichissement eau peptonée alcaline
(EPA) avec I'échantillon puis, aprés incubation de 24h, on isole sur la gélose nutritive alcaline
et biliée (GNAB) et on lit les résultats aprés une autre incubation de 24h.
Mode opératoire

> Enrichissement :

e On préléve 50 ml de I'échantillon a I’aide d’une pipette graduée équipée d’une poire et
on verse dans le flacon de I’EPA 10X dans la zone stérile puis on ferme le flacon et on
incube a 37°C pendant 24h.

> |solement

e On ensemence a partir du flacon avec une pipette Pasteur flambée la gélose GNAB et
on incube a 37°C pendant 24h.
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Expression des résultats
e Formation d’un trouble homogéne sur le milieu d’enrichissement EPA et apparition
d’un voile épais a la surface du bouillon.
e On considere comme positive, toute colonie large, plate ou légérement bombée,

transparente a contour régulier sur la gélose GNAB.

1.3.2.5. Recherche des ASR (Rodier et al., 2009)
Objectif
La recherche et le dénombrement des microorganismes revivifiables de clostridium
sulfito-réducteurs, qui peuvent étre d’origine fécale comme tellurique.
Principe
L'échantillon subit un choc thermique avant d'étre mélangé a la gélose Viande-Foie (VF)
puis incubé aprés solidification.
Mode opératoire
e On préléve a ’aide d’une seringue, et on verse dans 10 tubes 5 ml de 1’échantillon.
e Les tubes sont chauffés a 80°C au bain marie (Precisdio) pendant 10 min.
e On les passe sous 1’eau de robinet (choc thermique).
e On ajoute 15 ml du bouillon VF additionné d’alun de fer et de sulfite de sodium et on
laisse solidifier sur la paillasse avant d’incuber a 37°C pendant 24h a 48h.
Expression des résultats

® On considére comme positive toute poussé de spores noires et ovoides.
1.3.2.6. Recherche de Pseudomonas aeruginosa

Objectif

Selon D’institut Pasteur, P. aeruginosa est une espece en majorité ubiquiste. C'est
I’espece type de son genre, considérée comme pathogéne opportuniste chez les malades aux
systemes immunitaires déficients.
Principe

L’isolement se fait sur la gélose cétrimide par ensemencement puis les colonies sont

identifiées par un autre ensemencement sur la gélose King A et King B.
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Mode opératoire
> |solement
e On préléve une goutte de I'échantillon avec une pipette Pasteur flambée, on la depose
sur la gélose d’inoculation cétrimide puis on ensemence par épuisement selon la
technique des quadrants et on I’incube a 37°C pendant 24h.

> ldentification
Recherche des pigments spécifiques par :

e Repiquage de colonies suspectes sur la gélose King A (la recherche de pyocyanine) et
King B (la recherche de pyoverdine) et on incube & 37°C pendant 24 a 48h.
Expression des résultats
e On considére comme positive toute colonie pigmentée en bleu vert (d0 a la production
des pigments de pyoverdine et de pyocyanine) avec une odeur caractéristique (fleur de

seringa).

1.3.2.7. Coloration de Gram

La coloration différentielle de Gram est détaillée dans la figure 38, annexe G,

1.3.2.8. Tests biochimiques
A-Galerie APl ® (Manuel d’utilisation de la galerie API, 20 100/20 160)
Objectif
La galerie biochimique est indispensable dans le processus d’identification des souches
bactériennes via un systeme standardisé, pour différentes familles tel que les
Enterobacteriacaea (API 20E) et les Streptococcaceae (API 20 Strep).

Principe
La galerie biochimique API 20 E est utilisée pour I’identification des entérobactéries.
Elle se présente sous forme de 20 microtubes de substrats déshydratés qui seront par la suite
inoculés par une suspension bactérienne a partir de 1’échantillon (Fig.7). Aprés incubation, les
résultats sont interprétés selon le virage des couleurs spontanément ou aprés ajout de réactifs
(Fig.8).
Mode opératoire
e On reéunit fond et couvercle d'une boite d'incubation et on répartit environ 5 ml d'eau
distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.
e Oninscrit les informations (date, sources...etc.) sur la languette latérale de la boite.
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e On place la galerie dans la boite d'incubation.
e Alaide d'une pipette ou d'une anse de platine, on préléve une seule colonie bien isolée
sur milieu gélosé (préférentiellement des cultures jeunes 18-24 h).
e On prépare une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement la colonie
dans 5ml d’eau physiologique stérile.
e On introduit la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a l'aide d’une
seringue :
- Pour les tests CIT, VP et GEL, on remplit tube et cupule.
- Pour les autres tests, on remplit uniquement les tubes (et non les cupules).
- Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H2S, URE ; on remplit leurs cupules d'huile
de paraffine pour créer une anaérobiose.
On referme la boite d’inoculation, et on incube a 36°C + 2°C pendant 18-24 h.

e — S S

\;,_Q!;G*ég Enc ong_an uzs .uas 1bA IND )

Figure 7 : Galerie API20E aprés inoculation (photo originale).
Lecture de la galerie
« Apresincubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au tableau de lecture
ou le logiciel.
« révéler les tests nécessitant l'addition de réactifs :
- Test TDA : On ajoute 1 goutte de réactif TDA.
- Test IND : On ajoute 1 goutte de réactif JAMES.
- Test VP : On ajoute 1 goutte des réactifs VP 1 et VP 2, et on attend 10 min pour

la révélation de la couleur.

A
BLALBL V. b B

Hel UlL HM INC a H HHA W MEL AMV ARA

wopi 2o¢

Figure 8 : Galerie API20E apreés 24h d’incubation (photo originale).
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Interprétation :
L’identification est obtenue a partir d’un programme d’identification des bactéries sur
Excel (Fig.9) ; on remplit & I'aide des touches + et - tous les caractéres testes, et le logiciel

affiche la souche correspondante.

API 20E @:g:;leep\us J prgbabi]jﬂ/_[test de l'identification en fonction de
l'indice de typicité.

Escherichia coli 1 TBId 0,997
T 0,53 -
Rappel de la valeur de l'indice it
ONPG)| + de:ypicité eppeldelaprtahilision Escherichia coli 1
ADH| - ¢
LDC| +
oDc| - .
CIT| - Zone d'introduction des 8 Classeme_n_t en fonwnn de
H2S| - données la probabilité calculée. (1=
le plus probable, 2 = le

Calcul de la probabilité du

profil le plus typique pour la
taxon.

probabilité est
normalisée pour que la
somme des probabilités
soit de 1.

Affichage du nom du
taxon le plus probable.

Calcul de 'indice de
typicité

Calcul d b
SOR| + Calcul de 12 "probabilité brute” d:::oml:,:;:,;:mm%
RHA| + (les 0 et 100% sont remplacés, si et caractére + ou 100 % et
SAC| - nécessaire, par 1 et 99 %)
MEL | +
AMY| -
ARA|?
00X
P(taxon B{E P(plus ambre classe
API 20 E 4.0 09/2000 £15)8\8|5(8(2|E|2|=|4|3|2|2|5|2|5|¢|5|2|5 / pofi) f)'Pi]:lllﬂ) T |taxons dincomp |
profil) atibilités
| | I

Figure 9 : Logiciel d’identification des bactéries utilisé¢ pendant 1’étude.

B- Autres tests biochimiques complémentaires pour I’identification

des Entérocoques

Un algorithme d’identification (Fig.10) et d’autres tests complémentaires qui
déterminent le profil biochimique typique du genre Enterococcus sont proposés par Maza et
al., (2020), en se basant sur ces derniers, quelques tests sont réalises :

1. Esculine
e La révelation de I’esculine par la culture sur la gélose BEA apreés la filtration realisee

précédemment.

2. Croissance dans un bouillon BHIB+ 6,5% NaCl :
Mode opératoire
- Ensemencement du bouillon Cceur-cervelle additionné de 6,5% de chlorure de
sodium par 1 ml de I’échantillon avec une seringue.
- Incubation pendant 24 & 48h a 37°C.
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Expression des résultats
- Le test est positif si un trouble du bouillon est noté.

3. Mobilité

Mode opératoire
-Ensemencement sur la gélose Mannitol-Mobilité par pigdre centrale avec une pipette
Pasteur.
-Incubation pendant 24h a 37°C.

Expression des résultats
-Le test est positif si la croissance de I'espéce est détectée dans et en dehors de la piglre

centrale.

4. Autres
-La révélation de I’Arginine DiHydrolase (ADH), du Voges—Proskauer (VP), du
mannitol, du sorbitol, de 1’arabinose et du lactose sont réalisées par la galerie API 20 E

qui partage ces tests avec la galerie APl 20 Strep.

Arabinose

+ =
E. faecirerz

E. gallinarsess E. faccalis

E. casseliflavias

Methyl-a-p-glucopyranoside
(alternare test, morility)

+ =

E. galliziaricrs: E. faecitrsn
E. casseliflavias

Pigment

4 —

E. casseliflavies E. gallinaricr:

Figure 10: Algorithme simplifié pour I’identification des isolats les plus courants des
entérocoques. (Maza et al., 2020).

1.3.2.9. Antibiogramme par diffusion en milieu solide (Kirby-Bauer)
Objectif

L’antibiogramme est un examen de laboratoire courant, qui consiste en la détermination
de la sensibilité d’une bactérie aux antibiotiques.
Principe

L'antibiogramme par diffusion en milieu gélosé repose sur le principe de la compétition
entre la croissance d'une bactérie et la diffusion d'un antibiotique dans un milieu. Des disques

d'antibiotiques sont déposés a la surface d'une gelose ensemencée avec la bactérie a étudier.
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L'antibiotique diffuse de facon radiale a partir du disque de papier selon un gradient de

concentration décroissant (Denis et al., 2016).

Mode opératoire (Denis et al.,2011)

e La gélose la plus communément utilisée est la gélose de Mueller-Hinton (MH).
L'utilisation de cette gélose est recommandée par le Comité de lI'antibiogramme de la
Société francaise de Microbiologie et ’OMS (Courseau et al., 2016).

e Lasuspension est préparée par inoculation de quelques colonies a I’aide d’une anse dans
5 ml d’eau physiologique.

e La meéthode consiste a deposer la suspension a l'aide d'un écouvillon trempé dans la
suspension et « essoré » sur le bord du tube avant étalement sur la gélose.

e La gélose est ensemencée sur sa totalité en faisant tourner la boite de 120° environ.

e Untemps de séchage de la surface de la gélose ensemencée est nécessaire (5-10min).

e Dépot des disques d'antibiotiques a l'aide d'une pince préalablement flambée, en
appuyant légérement (5 disques au maximum séparés de 30 mm chacun).

e Incuber a 37 °C Pendant 24h.

Lecture

Pour chaque antibiotique, on mesure le diamétre de la zone d'inhibition a I’aide d’un
pied a coulisse, au revers de la gélose, et reporter cette mesure sur I'échelle de concordance
correspondante.

Les bactéries sont classées dans 1’une des catégories R, I, S par la comparaison de la
zone d’inhibitions aux valeurs critiques citées dans la standardisation de 1’antibiogramme a

I’échelle national.

Les trois catégories de sensibilité aux antimicrobiens (Fig. 11) sont définies comme suit :
e (S): Lasouche testée est sensible a cet antibiotique.
e (R) : La souche testée est résistante a cet antibiotique.

e (I): La souche testée est classée dans la catégorie intermédiaire de cet antibiotique
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R = resistant Enrofloxacin 5 g
S = susceptible (R <17 mm; S > 22 mm)

Oxytetracycline 30 g J f/oty)
(R <17 mm; S > 22 mm) R

&
\
GN| \‘ i Gentamicin 10 g
l h )10, /‘ ! (R <17mm;S > 21mm)
\ \‘ N o /i
Cefotaxime 30 g - CIX| g | —r i
R < 14 mm; S > 23 mm) I\ | i .30 ] /-\ |
B\ // [ [amP) \ y Ampicillin 10 g
) P \1\o/ T R<1amm S > 22 mm)
. N\ _/
R () ;
\ 30/ S
N N J “
Chloramphenicol 30 g
(o) (R < 21 mm; S > 21 mm)

Figure 11 : La méthode d'interprétation d’un antibiogramme sur milieu solide
(Cowan et Smith, 2018).
- Souches de références

Afin de valider nos résultats, nous les avons comparés avec le résultat de
I’antibiogramme des souches de références (Tableau VII) de provenance du CHU Hassiba Ben
Bouali Blida

Tableau VII : Les souches de références maniées durant I’ étude.
jSouches [Refeen
Escherichia coli ATCC 25922
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853

Un schéma récapitulatif de I’identification des coliformes et des entérocoques est représenté
dans la figure 39 de I’annexe H.

- Indice MAR (Multiple Antibiotic Resistance)

L'indice MAR est un outil d'analyse des risques pour la santé et est utile pour vérifier la
propagation de la résistance bactérienne dans une population donnée ou il existe une résistance
a plus de trois antibiotiques (Ajay et Sandhya, 2013).
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D'aprés Osundiya et al., (2013), I’indice MAR de Krumperman ,(1983) est calculé

selon la méthode suivante :

Si I’indexation est appliquée a un échantillon a partir duquel plusieurs isolats ont été prélevés,

I’indice de I’échantillon serait :

a
Indice MAR = b

e a:lenombre total des antibiotiques auxquels les isolats de 1’échantillon sont résistants.

e Db : Le nombre d’antibiotiques testé.

1.3.3. Méthodes physico-chimiques

1.3.3.1.Les parameétres physiques

% Température sur terrain

La mesure de la température de 1’eau est prise au moment du prélévement par un
thermométre.

Expression des résultats

L’appareil donne la valeur de la température en degrés Celsius (°C).

% Potentiel d'hydrogéne (pH) (NA 751)
Principe
La mesure du pH d’une solution est effectuée par la mesure d’un potentiel d’une
électrode a hydrogéne du pH métre (Starter 3100) plongée dans la solution.
Mode opératoire
e On prend 100 ml de I'échantillon dans un bécher.

e Ontrempe I’électrode, on laisse stabiliser et on note le pH.
Expression des résultats

L’appareil donne la valeur du pH.

% Mesure de la conductivité électrique (NA 749, 1ISO 7888 )

La conductivité électrique d’une eau est une mesure du courant électrique conduit par
les ions présents dans 1’cau. Elle dépend de la concentration et la nature des ions ainsi que de

la température et de la viscosité de la solution.
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Principe
La conductivité d'une solution est définie comme la conductance d’une colonne d’eau
comprise entre deux électrodes métalliques de 1 cm? de surface et séparées I’une de I’autre de

1 cm, elle est I’inverse de la résistivité électrique.

Mode opératoire
e L'électrode du conductimetre (HACH senSion 7), est trempée directement dans la
bouteille d’eau a analyser ;

e On appuie sur la touche READ et la valeur s’affiche sur I'écran.

Expression des résultats
L’unité de la conductivité électrique est exprimée en micro-Siemens par centimetre

(nS/cm).
# Salinité et le Taux des sels dissous (TDS)

Principe
Avec le méme conductimetre (HACH senSion 7) on mesure la salinité et le TDS.
Mode opératoire
e On appuie sur la touche TDS et SAL et leurs valeurs s’afficheront sur I'écran.
Expression des résultats

La salinité est donnée en %o et le TDS en mg/I.

+ Turbidité (1SO 7027)

La turbidité est la réduction de la transparence d’un liquide due & la présence de matiére
non dissoute, elle est causée par ces dernieres comme le limon, I’argile et les algues ...etc.
Principe

La longueur d’onde de la radiation incidente est de 860 nm comme recommandé dans
la méthode 1SO 7027 et ce, afin d’éviter I’influence des matiéres dissoutes absorbant la lumiére
avec le turbidimetre (HACH TL2300).

Mode opératoire
e Lacuve de la mesure doit étre séche et propre avant chaque utilisation, et préalablement

rincée avec I'échantillon a analyser avant la mesure,

e L'échantillon est conservé a température ambiante et homogeénéisé,
e On remplit la cuve tout en évitant les bulles d’air, et on insere la cuve dans le puits de
mesure du turbidimétre (HACH TL2300),
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e On ferme le capot de I’appareil, on appuie sur la touche MESURE puis on lit la valeur.

Expression des résultats

Les résultats sont exprimés en NTU (Nephelometric Turbidity Units).

1.3.3.2.Parametres chimiques de pollution

* Dosage de ’ammonium (1SO 7150/1)
Principe
Mesurage spectrométrique du composé bleu formé par réaction de ’ammonium avec
les ions salicylate et hypochlorite en présence de nitroprussiate de sodium.
Mode opératoire

e On préleve 40 ml d’échantillon a analyser, et on ajoute dans 1’ordre :

e 4 ml du réactif coloré homogénéisé ;

e 4 mldu réactif de Dichloroisocyanurate de sodium, et on homogénéise. Apres au moins
1h (pour permettre le développement de la couleur); on effectue les mesures
spectrophotométriques a la longueur d’onde de 655 nm.

Expression des résultats

Les résultats sont affichés directement par le spectrométre (DR6000) en mg/I.

# Dosage du nitrite (1SO 6777 NA 1657, 1SO 5667)
Principe
C’est la réaction des ions nitrites présents dans une prise d’essai, a pH 1,9 avec le
réactif amino-4 benzeéne sulfonamide en présence d'acide ortho phosphorique pour former un
sel diazoique qui forme un complexe de coloration rose avec le dichlorhydrate de

N-(naphtyl-1)diaminol,2 éthane (ajouter avec le réactif amino-4 benzene sulfonamide).

N oraa > NH, > NO, > NO,
ammonification T’:yn‘::\t;:’l': oxv:;trl;:: du
- A
N
nitrification

Mode opératoire

e On introduit 50 ml d’échantillon dans une fiole de 100ml.
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e Onajoute 1 ml du réactif mixte (a) et on attend 20 mn, apres I’apparition de la coloration
rose on mesure a la longueur d’onde 540 nm.
Expression des résultats
Les résultats sont affichés directement par le spectrométre (DR6000) en mg/I.

+ Dosage du nitrate (Rodier, 2009 ; Afnor T90-012)
Principe
En présence de salicylate de sodium, les nitrates donnent du paranitro-salicylate de
sodium, coloré en jaune et susceptible d’un dosage colorimétrique.
Mode opératoire
e Onintroduit 10 ml d’eau a analyser.
e On ajoute 3 gouttes de la solution d’hydroxyde de Sodium a 30% et 1 ml de solution
de Salicylate de sodium a 0.5 %.
e Onévapore a secal’étuve a 75 - 88°C.
e On prend le résidu avec 2 ml d’acide sulfurique concentré et on laisse reposer 10 min.
e Onajoute 15 ml d’eau distillée et 15 ml de tartrate double de sodium et de potassium.
e On fait la lecture au spectrometre a la longueur d’onde de 415 nm.
Expression des résultats
Les résultats sont affichés directement par le spectrométre (DR6000) en mg/I.

4+ Détermination du Phosphore ( NA 2364, 1SO 6878/1)

- Dosage de I’orthophosphate
Principe
C’est une réaction des ions orthophosphates avec une solution acide contenant des ions
molybdate et d’antimoine pour former un complexe d’antimonyl-phosphomolybdate.
Mode opératoire
e Onintroduit 40 ml d’échantillon dans une fiole jaugé de 50 ml.
e Onajoute 1 ml d’acide ascorbique et 2 ml de réactif mélange et on attend 10 min pour
le développement de la couleur bleu puis on compléte le volume avec de 1’eau distillée.
e Apres I’apparition de la coloration bleue de I'échantillon, on I’introduit dans le
spectrophotometre (DR6000) entre la longueur d’onde 700 nm et 880nm.
Expression des résultats
Les résultats sont affichés directement par le spectrométre (DR6000) en mg/I.

Le phosphore est mesuré a 1’aide de la formule suivante :
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P x 3.06 = PO4*
+ Dosage du sulfate (1SO 5667, Rodier et al, 1996).
Principe
Les ions sulfates sont précipités et dosés a 1’état de sulfate de baryum suivant la
réaction : BaClz + SO4? > BaSOa4 + 2CI-
Mode opératoire
e Onintroduit 50 ml d’échantillon dans une fiole jaugée de 100 ml.
e On depose la fiole sur I’agitateur magnétique (MS15), on ajoute 5ml de solution
stabilisante et 1 ml de HCI et on attend 15 min.
e Apres ’apparition d’un trouble on introduit les échantillons dans le spectrophotometre
(DR6000) a la longueur d’ondes 420nm.
Expression des résultats
Les résultats sont affichés directement par le spectrométre (DR6000) en mg/I.

+ Dosage du fer (ISO 6332)
Principe
Addition d’une solution de phénantroline-1.10 a I'échantillon et mesure photométrique du
complexe rouge- orange. Le complexe fer 11- phénantroline-1.10 est stable dans I’intervalle de
pH de 2.5 4 9 et ’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité du fer.
Mode opératoire
e On prend 50 ml de I'échantillon dans une fiole de 100 ml, on ajoute 1 ml de la solution
chlorhydrate hydroxylamine, on mélange soigneusement et on ajoute 2 ml du tampon
acétate pour obtenir un pH entre 3.5 et 5.5 (de préférence 4.5).
e On ajoute 2 ml de la solution phénantroline-1.10 et on conserve pendant 15 min a
I’obscurité.
e On mesure I’absorbance a 1’aide d’un spectrophotométre a 510 nm.
Expression des résultats
Les résultats sont affichés directement par le spectrométre (DR6000) en mg/I.
+ Dosage du chlorure (Méthode de MOHR) (1SO 9297 — NA 6917)
Principe
C’est la réaction des ions chlorures avec des ions argent pour former du chlorure
d'argent insoluble qui est précipité quantitativement par 1’addition d'un petit exces d'ions argent
et formation du chromate d'argent brun-rouge avec des ions chromates qui ont été ajoutés

comme indicateur. Cette réaction est utilisée pour Il'indication du virage.
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Mode opératoire

e On introduit 100 ml de I’échantillon dans une capsule en porcelaine blanche ou dans
une fiole ou dans un bécher conique, placé sur un fond blanc.

e On ajoute 1 ml d’indicateur de chromate de potassium et on titre la solution par
I’addition goutte a goutte de solution de nitrate d’argent jusqu’a ce que la solution
prenne une couleur rougeétre.

e Apres addition d’une goutte de solution de chlorure de sodium cette coloration doit
disparaitre.

Expression des résultats
La concentration en chlorure Pcjexprimée en mg/l est donnée par la formule suivante :

(Vs- Vi)
Pa= Cf
Va

Ou
Pci: La concentration de chlorure en mg/I.
Va: Le volume, en ml de I’échantillon pour essai (maximum 100 ml ; les dilutions doivent étre
prises en compte).
Vb : Le volume, en ml de la solution de Nitrates d’ Argent utilisée pour le titrage de du blanc.
Vs : Le volume, en ml de solution de Nitrates d’ Argent utilisée pour le titrage de 1’échantillon.
C : La concentration réelle exprimée en moles d’AgNOs par litre, de la solution de Nitrate
d’ Argent.
f : Le facteur de conversion f=35453 mg/mol

+ Titre alcalimétrique (TA) et du titre alcalimétrique complet (TAC) (NF

T90-036)
Principe
Détermination des volumes successifs d’acide fort en solution diluée nécessaires pour

neutraliser, aux niveaux de pH 8.3 et 4.3, le volume d’eau a analyser. La premiere détermination
sert a calculer le titre alcalimétrique (TA), la seconde a calculer le titre alcalimétrique complet
(TAC).

Mode opératoire
e Ontrempe I’électrode d’un pH métre dans 100 ml de solution.

e Onameéne I’eau a analyser au pH 4.3 ; soit V2 le volume total d’acide employé.
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e Sile pH est supérieur a 8.3 on verse lentement 1’acide chlorhydrique pour obtenir cette
valeur, et on note le volume V1 lu a la burette graduée.
Expression des résultats
Le titre alcalimétrique simple (TA) et le titre alcalimétrique complet (TAC) exprimés
en mg/l sont donnés respectivement par les expressions suivantes :
TA= (V1xNx1000) xmasse molaire des carbonates/VV
TAC= (V2xNx1000) x masse molaire des bicarbonates /V
Masse molaire des bicarbonates = 61mg
Masse molaire des carbonates = 60mg
Si I’eau contient des bicarbonates seulement donc :
TA=0et TAC=(HCO -) mg/ | = V1x61.
Si I’eau contient des carbonates et des bicarbonates donc :
TA = (CO3*) mg/l /2.
TAC = (HCO ") mg/l + 2TA.
Ou :
V : Le volume en millilitres, de la prise d’essai 100 ml.
V1 : Le volume de la solution d’acide chlorhydrique (HCI) a 0,01 N versé de la burette.
V2 : Le volume d’acide chlorhydrique en millilitres.

N : La normalité de la solution d’acide chlorhydrique = 0.01 N.

* Dosage du calcium (1SO 6058)
Principe
Titrage des ions calcium avec une solution aqueuse de ’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 violette.
Mode opératoire
> Dosage
e On préléve 50 ml de I’échantillon, on ajoute 2 ml de la solution d’hydroxyde
2 N et une pincée d’indicateur (Murexide).
e On homogeénéise et on titre avec la solution d’EDTA, en versant lentement.

e Le virage est atteint lorsque la couleur devient nettement violette.
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Expression des résultats
La teneur en calcium, exprimée en mg/l, est donnée par 1’équation :

C'[XV]XA
Ca = * Fc * 1000 * F

o

Ci : Concentration, exprimée en mol/l, de la solution EDTA (0,01).
Vo : Le volume, en ml, de la prise d’essai, soit 50 ml.

V1 : Le volume, en ml, de la solution d’EDT A, utilisé pour le dosage.
A : La masse atomique du calcium (40,08 g)

Fc : Facteur de correction du titre.

F : Facteur de dilution.

* Dosage du calcium et magnesium (1SO 6059)

Principe
Titrage par complexométrie des ions calcium et magnésium avec une solution aqueuse

de sel disodique d’acide éthyléne-diamine tétraacétique (EDTA) a un pH de 10, I’indicateur
utilisé est le noir ériochrome T, qui donne une couleur rose en présence des ions calcium et
magnésium, lors du titrage avec I’EDTA la solution vire au bleu.
Mode opératoire

> Dosage

e On préléve 50 ml de I’échantillon, on ajouter 4 ml de la solution tampon et une pincée

de I’indicateur NET et on homogénéise, la solution doit se colorer en rose.
e On titre immédiatement avec la solution ’EDTA, en versant lentement jusqu’au virage

au bleu.

Expression des résultats
La concentration totale en ions calcium et magnésium (Ca®* Mg?*), exprimée en °F,

est donnée par la formule :
TH=V2x2xFxFc
Ou:
TH : Dureté exprimée en °F.
V2 : Le volume en ml de I’échantillon dosé.

F : Facteur de dilution.
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4= Détermination des résidus secs (NA 6945 —1SO 5667)
Principe
Evaporation au bain d’eau bouillante d’un volume d’eau choisie en fonction des
quantités de matieres fixes présentes, dessiccation a I’étuve a température donnée et pesée du
résidu.
Mode opératoire
e On nettoie la capsule a I’acide chlorhydrique (HCI) ou a I’acide nitrique (HNO3) dilués
au dixiéme environ, puis a I’eau distillée, on la séche par passage a I’étuve, puis on
place dans un dessiccateur pendant ¥ d’heure environ et on pése a I’aide d’une balance
de précision (SHIMADZU AUW320), soit MO la masse de la capsule vide.
e On évapore 100 ml d’eau homogénéisée dans une capsule placée a 100-105 °C dans
I'étuve (BINDER).

e On la place ensuite dans un dessiccateur pendant ¥% d’heure environ.

e On pese le résidu desséché, soit M1 la masse de la capsule avec le résidu sec.
Expression des résultats
Soient :
(M1-MO0)*1000/V
V : Le volume en ml de I’échantillon, MO la masse en mg de la capsule vide.
M1 : La masse en mg de la capsule et de son contenu apres étuvage a 100-105°C.

Le résidu sec a 100-105°C est exprimé en mg/I.

1.4. Analyse des facies chimique des eaux de source
Il existe plusieurs représentations graphiques de la teneur en ions dans les eaux, les

deux les plus classiques étant celle de Piper (1944) et celle de Schoeller - Berkaloff (1955)
(Atteia, 2015).
1.4.1. Diagramme de Piper

Il représente les proportions des ions majeurs dans une eau. La composition de 1’eau est
représentée dans des diagrammes ternaires, un pour les anions et un pour les cations, les poles
sont Ca, Mg, Na*K pour les cations et CI*NOs, SO4, HCO3 pour les anions (Fig.12). Les 2
diagrammes sont projetés dans un losange, dans lequel on a défini des airs qui correspondent a
chaque type d’cau. Ce diagramme est pratique car il permet de déterminer la typologie d’une

eau et de représenter de nombreux points sur un méme diagramme (Atteia, 2015).
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1.4.2. Diagramme de Schoeller- Berkaloff

Le diagramme de Schoeller-Berkaloff permet de rep

ion par un point sur un axe logarithmique verticale, les

résenter la concentration de chaque

ions étant reliés par une ligne qui

représente I'échantillon. L’ordre des ions sur I’axe des abscisses étant défini (Ca, Mg, Na*K,

CI*NOs3, SO4, HCOg), la forme de la ligne permet de rec

onnaitre le type d’eau (Fig. 13). Il

permet de visualiser la minéralisation de I'échantillon et la représentation de plusieurs analyses

sur le méme graphique. Si les concentrations sont identiqu

es, on trouve une superposition des

droites obtenues et dans le cas contraire, on remarque un décalage relatif de ces dernieres

(Atteia, 2015 ; Khechana et Derradji, 2014).

100

Hyper chlorurée calcique . Ca/
Hyper sulfatée calcique meq/L. mg/L
300 6000

1 100

| 1000

/. Chlorurée
et sulfatée

calcique et

magnésienne

Bi/Carbonatée _ ./ Chlorurée Hyper chlorurée
calcique Bl/Clarbonatee sodique et sodique
(_ calcique et /\ potassique Y )0
magnésienne/ \ \ oy sulfatée, £
‘ % 10

// dique
//
7 '
// BilCarbonatée
sodiqueet. /\ \,

\ potassique /

Sulfatée £ 0.1

\. “Pas

_\ danions

cations ",
dominants/SOdium
/. Potassium

Calcium—

<~ /-Chlorurée + 0,1

Bi/Carbon/ ée

100

Ca CI+NO3 0,001
Bi/Carbonatée

sodique

Figure 12: Diagramme de Piper (Stimler,2007).  Figure 13

1.5. Analyses statistiques
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. Diagramme de Scholler-Berkaloff
(Stimler, 2007).

Les résultats obtenus sont présentés sous forme de graphes, tableaux et de statistiques

réalisés par le logiciel EXCEL 2020 version 16.39.
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Il. RESULTATS ET DISCUSSION

Les résultats des analyses bactériologiques et physicochimigques sont mentionnés dans les tableaux
XV, XVI et XVII dans I’annexe B. Ces derniers sont comparés aux exigences de la réglementation
Algérienne (JORADP, 2017) pour les paramétres bactériologiques, (JORADP, 2006) pour les

paramétres physico-chimiques ainsi qu’aux recommandations de I’Organisation Mondiale de la Santé
(OMS, 2007) et de I’Union Européenne (Directive 98/83/CE) (Tableau XVIII, Annexe B)

I1.1. Paramétres bactériologiques

% Coliformes totaux (CT)

Les résultats de la recherche des coliformes totaux dans les échantillons d’eau de sources

étudiées sont représentés dans la figure n°14.
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Figure 14 : Résultats des coliformes totaux enregistrés durant 1’étude.

Les résultats révelent la présence d’une charge importante des CT dans les eaux des
quatre sources. Cette charge, differe d’une source a une autre. La source 1 est la plus
contaminée, suivit par la source 2 puis la source 3 et enfin la source 4 avec des moyennes de
187,2 UFC/ 100 ml, 1475 UFC/100ml, 143 UFC/100ml et 127,6 UFC/100ml
respectivement.

La charge des CT au niveau des sources étudiées atteint une valeur maximale de 280
UFC/100ml au niveau de la source 3 et ceci a la fin du mois de juillet alors que la valeur
minimale de 11 UFC/100ml est enregistrée au niveau la source 2 tout au début de notre étude,
au mois de Février. Les valeurs enregistrées sont non conformes a la reglementation Algérienne
2017 (0 UFC/250ml) et aux recommandations de ’OMS 2007 (10 UFC/100ml) ce qui signifie
que ces eaux de sources sont de mauvaise qualité bactériologique.

Les résultats obtenus peuvent étre expliqués par les rejets issus des travaux toujours en

cours et la fréquentation réguliere des touristes. D’aprés Odell, (2011) et Legube, (2015), ces
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micro-organismes indiquent des problemes de la qualité bactérienne et peuvent induire des

problemes de qualité organoleptique.

% Coliformes fécaux (CF)

Les résultats de la recherche des coliformes fécaux dans les échantillons d’eau de

sources étudiées sont représentés dans la figure n°15.
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Figure 15 : Résultats des coliformes fécaux enregistrés durant 1’étude.
Les résultats révelent la présence des CF au niveau des eaux des quatre sources ou la source 1
est la plus contaminée suivie par la source 3 puis la source 2 et en dernier la source 4 avec les
moyennes de 106 UFC/100ml, 92 UFC/100ml, 82,5 UFC/100ml et 65 UFC/100 ml
respectivement. Durant la période du début et mi-juillet la charge des CF a fortement diminuée
et c’est probablement grace au confinement exigé par le gouvernement en raison de la pandémie
de covidl9.

La valeur maximale est de 280 UFC/100 ml dans la source 3. Ceci est peut-étre di aux
pratiques anthropiques liées aux rejets des bases de vie, les aires de loisirs ainsi que ’activité
agricole avoisinante. A I’addition des hautes températures enregistrées durant les deux périodes
(Accuweather, 2020) car une température élevée favorise la prolifération de ce groupe de
bactéries thermo-tolérant (Boyd, 2015).

Pour la période estivale, on note une élévation de la charge dans I’ensemble des sources
entre le début et la fin du mois de Juillet. Cette hausse est un indice d’une contamination fécale
récente juste avant le prélévement du 26/07/2020.

Un nombre de 17 analyses (94,4% des analyses) parmi les 18 analyses effectuées sont non
conformes aux exigences de la réglementation Algérienne 2017 (0 UFC/250ml) et aux
recommandations de ’OMS 2007 (0 UFC/100ml) ce qui signifie que cette eau n’est pas de

bonne qualité bactériologique, et qu'une contamination fécale non lointaine est soupconnée.
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Nos résultats sont semblables a ceux de Aouissi, (2010) dont les sources étudiées sont
dans la région de Guelma (Nord-Est Algérien) alors que les résultats obtenus par Sari, (2014)
concernant la source Attar a Tlemcen (Nord-Ouest Algérien) montrent qu’elle est propre a la
consommation.

Certaines espéces sont pathogenes, notamment E. coli (exclusivement d'origine fécale)
dont certaines souches peuvent provoquer des troubles intestinaux (gastroentérites), voire des
épidémies graves (dysenterie) (Legube, 2015).

%+ Entérocoques

Les résultats de la recherche des entérocoques dans les échantillons d’eau de sources

étudiées sont représentés dans la figure n° 16.
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Figure 16 : Résultats de dénombrement des entérocoques durant la période d’étude.

Nous constatons que la présence des entérocoques durant le mois de Février, Mars et
début Juillet est faible, alors que pour les deux derniers prélevements (mi et fin Juillet) le taux

de ce groupe a connu une monté remarquable.

Les résultats indiquent que la source 1 est la plus contaminée puis vient la source 2 aprés
la source 3 et enfin la source 4 avec une moyenne de 44 UFC/100ml, 43 UFC/100 ml, 37,6
UFC/100ml et 32 UFC/100 ml respectivement. La valeur maximale enregistrée pour les
entérocoques est de 96 UFC/100ml dans les eaux de la source 4.

88,9% des échantillons analysés dépassent les valeurs guide fixées par la
reglementation Algérienne 2017 (0 UFC/250 ml) et les recommandations de ’OMS 2007 (0
UFC/100ml), ce qui indique que cette eau est de mauvaise qualité et témoigne d’une
contamination fécale récente qui serait probablement di aux rejets des différents secteurs de la

région (élevage des animaux, activités agricoles, fréquentation touristique des sources...etc.).
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Nos résultats concordent avec ceux de Aouissi, (2010) dans la région de Guelma (Nord-
Est Algérien).

Les entérocoques sont responsables d’infections urinaires hautes ou basses et
d’endocardites infectieuses subaigués touchant préférentiellement le sujet agé avec une porte

d’entrée digestive ou urinaire (Reissier, 2016).

% Salmonella

Il en ressort dans cette étude une absence totale en S. typhi et S. paratyphi au sein des
quatre sources pour les mois de Février, Mars et Juillet (Tableau XI, Annexe B) mais également
I’identification de 1'espece S. pullorum le 04/07/2020 au niveau de la source 4 et qui selon
Moutaouakkil et al., (2017), ¢’est une espéce qui posseéde un tropisme restreint au volaille. 11
s'agit essentiellement d'un pathogene opportuniste chez les patients immunodéprimés mais les
cas d’infection a cette espéce sont tres rares. De ce fait, nous pouvons qualifier cette eau
d’impropre a la consommation humaine ni animal car la réglementation Algérienne 2017 et les

recommandations de I’OMS 2007 ne tolérent aucune espece de ce genre.

% Vibrio Cholerae
Les résultats des analyses des 4 sources étudiées témoignent de I’absence totale de
I'espece V. Cholerae pendant toute la période d’analyse (Tableau XVI, Annexe B). On rappelle

que les recommandations de ’OMS 2007 concernant V. Cholerae exigent I’absence totale de

cette espéce dans I’eau potable.

+ Spores Anaérobies Sulfito-Réductrices (ASR)

Les résultats de I’analyse des ASR dans les échantillons d’eau de sources étudiées sont

représentés dans la figure n° 17.
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Figure 17 : Résultats des ASR enregistrés durant 1’étude.
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Les résultats obtenus indiquent la détection des ASR dans les trois sources 1, 2 et 3. La
valeur maximale atteint 12 spores/20 ml en fin Juillet au niveau de la source 2, cela peut étre
dd a un lessivage de la terre en amont du point de prélévement car un trouble notable est signalé
dans 1’échantillon du 26/07/2020. On note I’absence des ASR dans plusieurs échantillons et
durant 1’étude et ce pour les quatre sources . Suivant la réglementation Algérienne 2017 et les
recommandations de I’OMS 2007 qui exigent 1’absence totale de ces spores dans les eaux de
source et ’eau potable, nous concluons que les sources sont non conformes aux valeurs guide
mentionnées précédemment.

Les Clostridium sulfito-réducteurs sont souvent considérés comme des témoins de
pollution fécale, la forme spore permettrait ainsi de déceler une pollution fécale ancienne ou
intermittente (Rodier et al., 2009).

# Pseudomonas aeruginosa ou bacille pyocyanique

La présence de Pseudomonas aeruginosa est signalée dans les eaux de la source 2
détecté le 12/07/2020, alors qu’elle est absente pendant toute la durée de 1'étude dans les
échantillons des autres sources (Tableau XVI, Annexe B). De ce fait, nous pouvons conclure
que, pour ce critere, la source 2 ne respecte pas les limites fixées par la réglementation
Algérienne 2017 et a ceux de I’Union Européenne (Directive98/83/CE) (0 UFC/250ml).

Selon Courseau et al., (2016), Pseudomonas aeruginosa est un pathogene redoutable
chez les immunodéprimés car il peut causer des infections pulmonaires, urinaires, bactériémies
...etc, et qui peut pénétrer par voie cutanéo-muqueuse, oro-digestive et rarement par voie

respiratoire.

11.2. Identification des espéces

# Résultats de I’identification par galerie biochimique

Les résultats des galeries biochimiques APl 20E nous ont permis d’identifier 15 souches
bactériennes (Tableau VIII) , (Tableau XIX , Annexe B ).

- Les espéces appartenant a la famille des Enterobacteriacaea : Escherichia coli,
Citrobacter freundii, Cronobacter sakazakii, Serratia odorifera, S. liquefaciens, Raoultella

ornithinolytica et Salmonella pullorum,
- Les espéces appartenant a la famille des Aeromonaceae : Aeromonas hydrophila,
- Les espéces appartenant a la famille des Viobrionaceae : Vibrio alginolyticus et

V. fluvialis,
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- Les espéces appartenant a la famille des Pseudomonadaceae : Pseudomonas

aeruginosa.

Les especes Serratia odorifera ,Citrobacter freundii et Aeromonas hydrophila ont été

également identifiées par Aouissi, (2010) a Guelma (Nord-Est Algérien).

Tableau VIII: Résultats de I’identification biochimique par la galerie API20E.

E. coli 03/03/2020
Citrobacter freundii 03/03/2020
Raoultella ornithinolytica 12/07/2020
Vibrio fluvialis 26/07/2020
Serratia odorifera 26/07/2020
Serratia liquefaciens 03/03/2020
P. aeruginosa 12/07/2020
V. alginolyticus 26/07/2020
Raoultella ornithinolytica 18/02/2020
E.colil 04/07/2020
E.coli 2 12/07/2020
Aeromonas hydrophila 26/07/2020
Cronobacter sakazakii 18/02/2020
S. pullorum 04/07/2020
Aeromonas hydrophila 26/07/2020

L’ordre des Enterobacteriales est composé 11 genres responsables de la majorité des

infections cliniques. Il s’agit notamment de Citrobacter, Cronobacter, Escherichia, Klebsiella,

Raoultella, Salmonella et Serratia .Ces organismes sont connus pour causer les septicémies, les
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infections des voies respiratoires et urinaires, les infections de plaies, et la méningite. P.
aeruginosa, Aeromonas hydrophila et les Vibrio non cholériques sont des agents pathogénes
humains transmis par diverses voies mais I’eau est souvent la source des infections intestinales
et extra intestinales (Maza et al., 2020).

L’ensemble des souches identifiées sont considérées comme des pathogenes avec un degré
de virulence allant de tres faible (S. pullorum, V. alginolyticus et Raoultella ornithinolytica),
faible (Serratia odorifera et Serratia liquefaciens) a important (V. fluvialis, Citrobacter

freundii, Aeromonas hydrophila, E. coli, P. aeruginosa et Cronobacter sakazakii).

“ Résultats de I’identification des entérocoques par des tests

complémentaires

Les résultats de ’identification des Enterococcus par les tests biochimiques proposés
par Maza et al., (2020), montrent la présence de 4 espéces présumées a 32% et a 27% vu la
disponibilité de 9 tests sur les 22 tests d’identification (Tableau 1X) ( Fig. 33, Annexe B).

Tableau IX : Résultats de I’identification biochimique des entérocoques présumes.

Source 1

Source 2 - - + + + + - + +

Source 3 + - - - + + - + +

Source 4 + - + - + + - + +

Selon le méme auteur, les membres du genre Enterococcus peuvent survivre a des
conditions difficiles et sont omniprésents dans le sol, ’eau et les plantes. Ils colonisent
principalement le tractus gastro-intestinal et les voies génitales des humains. Il existe
actuellement 57 especes dans ce genre, parmi celles-ci, E. faecalis et E. faecium sont les espéces

les plus communes ainsi que E. gallinarum et E. casseliflavus .

54



RESULTATS ET DISCUSSION

11.3. Résultats de I’antibiogramme

Le centre européen de prévention et de controle des maladies (ECDC) en collaboration
avec des centres de prévention et de contréle des maladies (CDC), ont créé une terminologie
internationale normalisée pour les bactéries multi-résistantes (MDR), trés résistantes aux
médicaments (XDR) et pan-résistantes (PDR) et ils ont décrit les profils de résistance acquis
chez la famille des Enterobacteriaceae.

e MDR : Résistant a un agent antibactérien ou plus appartenant a 3 familles
d’antibiotiques différentes.

e XDR : Résistant a un agent antibactérien ou plus appartenant a toutes les familles
d’antibiotiques mentionnés dans Magiorakos et al., (2011) (Tableau XXII, Annexe H)
sauf deux d’entre elles.

e PDR : Résistant a tous les agents antibactériens mentionnés dans Magiorakos et al.,
(2011) également.

Quelques résultats de I’antibiogramme, figure n° 34, sont répertoriés dans 1’annexe B.
Les souches testées sont classifiées selon leurs profils d'antibiorésistance en se basant

sur les définitions ci-dessus dans le tableau n° X.

Tableau X: Classification des souches selon leurs profils d'antibiorésistance.

Raoultella  ornithinolytica (S1),Cronobacter sakazakii  (S4)
,Raoultella ornithinolytica (S3), Escherichia coli (S1), Serratia
liquefaciens (S2), E.coli 2 (S3), Serratia odorifera. (S1).

/
/

La détection des MDR dans les eaux de source analysees est éventuellement synonyme
d’une grande diffusion des antibactériens ou de leurs métabolites ainsi que les genes de
résistance aux antibiotiques entre les bactéries environnementales.

La standardisation de 1’antibiogramme a 1’échelon national selon les recommandations de
I’OMS (normes NCCLS) a pris effet dés 1997 pour la médecine humaine et 1999 pour la
médecine vétérinaire (Standarisation de I’antibiogramme en médecine vétérinaire a
I’échelle nationale, 2005). Tous les antibiotiques utilisés dans cette étude, sont mentionnés
dans la premiére édition du guide de standarisation de I’antibiogramme en Algérie en 1999
(Tableau XXIV, Annexe H) et donc sont utilisés dans les laboratoires médicaux depuis
maintenant 21 ans, sauf le Céfépime. Ces antibactériens sont inefficaces contre les souches
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appartenant a la classe des MDR : Ticarcilline-acide clavulanique, Céfazoline et Ampicilline.
Cette résistance est le résultat de 1’accessibilité relativement aisé aux antibiotiques pour la

population et de 1’usage fréquent en medecine humaine et véterinaire.

“# Indice MAR

Un indice MAR supérieur a 0,2 implique que la souche provient d'un environnement ou
plusieurs antibiotiques sont utilisés (Ajay et Sandhya, 2013). Les résultats du calcul de I’indice
MAR des souches testées sont présentés dans le tableau XI.

Tableau XI : Indices MAR des souches testées.

6 10 0,6
5 12 0,4
6 12 0,5
4 15 0,2
5 13 0,3
2 13 0,1
3 10 0,3
2 6 0,3
4 9 0,4

Nous remarquons que les souches de la classe MDR possédent des indices MAR qui
dépassent le seuil de 0,2 ainsi que la souche E.coli 1, indiquant qu’elles proviennent d’une
origine de contamination a haut risque ou les antibiotiques se sont propagés massivement dans

les eaux analysées (Paul et al., 1997), sauf I’indice MAR de la souche E.coli (S1) qui est égale
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a 0,2 présentant ainsi un risque de contamination faible de méme que la souche Citrobacter
freundii.

Les antibiotiques ont soulevé des préoccupations importantes en tant que polluants
émergents en raison de leur consommation croissante, de leur apport persistant et de leurs
menaces potentielles pour I'environnement écologique.

Les bactéries multi-résistantes sont apparues dans les milieux naturels, ce qui suggére
que des réservoirs de bactéries résistantes aux antibiotiques sont présents a I’extérieur des
établissements dont 1’usage d’antibiotiques est fréquent. La réponse bactérienne a I’attaque
antibiotique est le meilleur exemple de 1’adaptation bactérienne et le summum de 1’évolution.

La survie du « plus apte » est une conséquence d’une plasticité génétique immense des
pathogénes bactériens qui déclenchent des réponses spécifiques qui aboutissent a des
adaptations mutationnelles, a I’acquisition de matériel génétique, ou altération de 1’ expression
des genes produisant une résistance a pratiguement tous les antibiotiques actuellement
disponibles en pratique clinique. La recherche a montré que ces contaminants sont persistants
et suffisamment mobiles pour étre transportés a partir des eaux usées, de la ferme et effluents
agricoles vers les eaux naturelles (Li et al., 2020 ; Munita et Arias, 2015 ; Szekeres et al.,
2018). La résistance acquise aux antibiotiques est une source d'échecs thérapeutiques en
médecine humaine et vétérinaire. Il est important de surveiller les résistances bactériennes ainsi

que les modalités d'utilisation des antibiotiques (Sanders, 2005).

I1.4. Paramétres physico-chimiques

i—Température
Les températures des échantillons d’ecau de sources mesurées sur terrain sont

représentées dans la figure n° 18.
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Figure 18 : Températures des eaux de source sur terrain enregistrées durant 1’étude.
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L’ensemble des valeurs obtenues sont conformes aux recommandations de ’OMS 2007
qui indique une valeur maximale de 25°C. Selon Legube, (2015), la température des eaux
souterraines est comprise entre 12 et 15 °C, alors que celle des eaux superficielles varie de 2 a
30 °C.

Les résultats obtenus par Aouissi, (2010) montrent que les températures des sources de
la région de Guelma (Nord-Est Algérien) oscillent entre 11 et 22°C. Ces températures sont
proches de 25°C et indiquent une origine peu profonde de I’eau étudiée, alors que ceux de Sari,
(2014) a Tlemcen (Nord-Ouest Algérien) sont presque constantes (14 et 16°C). Ceci montre
que la zone de l'aquifére est assez profonde.

Vue les valeurs de température obtenues, il est plausible que les sources 1, 2 et 3 du

présent travail soient, a I’instar de ceux a Tlemcen, issues d’un aquifére relativement profond.
%+ Potentiel d*hydrogéne (pH)

Les valeurs de pH des échantillons d’eau de sources mesurées sont représentées dans la

figure n°19.
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Figure 19 : pH des eaux de source enregistré durant 1’étude.

Les valeurs du pH mesurées pour les sources étudiées oscillent entre 7,52 enregistrée au
niveau de la source 2 et 8,29 enregistrée au niveau de la source 4, ce qui est considéré comme
des résultats conformes aux valeurs guide de la réeglementation Algérienne et de ’OMS [6,5 a
8,5]. Nous déduisons que les eaux analysées peuvent étre qualifiées de neutres a peu alcalines.

D’aprés Boyd, (2015), le pH d’une eau est un facteur déterminant de la qualité de 1’cau
et plusieurs interactions biochimiques sont liées a ce dernier. Une eau alcaline est riche en

carbone inorganique et donc le milieu est favorable pour les organismes aquatiques.
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Nos résultats sont semblables a ceux retrouvés par Douaoui et Khedim, (2018) dans la
région de Zeralda (Nord-Est Algerien) et également ceux d’Aouissi, (2010) dans la région de
Guelma (Nord-Est Algérien).

= Conductivité électrique

Les résultats de la conductivité électrique des échantillons d’eau de sources mesurée

sont représentés dans la figure n° 20.
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Figure 20 : Conductivité électrique des eaux de sources enregistrée durant 1’étude.

Les valeurs de la conductivité électrique mesurée pour les sources étudiées oscillent
entre 357 uS/cm enregistrée au niveau de la source 3 et 1504 uS/cm enregistrée au niveau de
la source 4, ce qui est considéré comme des resultats conformes aux valeurs guide de la
réglementation Algérienne 2006 (2800 pS/cm) et de I’Union Européenne (Directive
98/83/CE) (2500 puS/cm). D’aprés Legube, (2015), Les sources 1,2 et 3 analysées sont d’une
minéralisation moyenne accentuée (333uS/cm< X <666uS/cm) alors que la source 4 est d’une
minéralisation trés importante (> 1000uS/cm) (Tableau XII) ce qui est probablement dd a la

richesse des terrains traversés en sels minéraux.

Tableau XI1 : Relations entre la conductivité électrique de I'eau et la minéralisation.

Tres faible

Faible

Moyenne

Moyenne accentuée

Importante

Tres importante
(Legube ,2015).
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Selon le méme auteur, la teneur importante en ions dissous dans les eaux naturelles
favorise sa conductance ou chaque minéeral a une solubilit¢ donnée en fonction de la
température, du pH, de la concentration du CO> et de la concentration d’oxygeéne dissous de

I’eau avec laquelle elle est en contact.

% Turbidité

Les résultats de la turbidité des échantillons d’eau de sources mesurée sont représentes

dans la figure n° 21.
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e OMS 2007

e JORA 2006
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2/18/20 3/3/20
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Figure 21 : Turbidité des eaux de sources enregistrée durant I’ étude.

Nous remarquons que les résultats de la turbidité mesurée des sources étudiées varient
entre 3,11 NTU enregistré au niveau de la source 3 et 7,76 NTU enregistré au niveau de la
source 4, ce qui est considéré comme des valeurs non conformes aux exigences de la
réglementation Algérienne 2006 ainsi que ceux de POMS 2007 (2 NTU/JTU). La turbidité
élevée détectée est probablement d'origine anthropique tel que les industries, le lessivage des

zones urbaines, les rejets de stations d'épuration, ou bien naturelle.

Selon Roberts Alley et al., (2007), la turbidité dans 1’eau peut étre causée par des
matieres en suspension comme [’argile, la matiére organique ou les matieéres inorganiques

dissoutes. Les particules en suspension peuvent étre éliminées par décantation ou par filtration.
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i—Ammonium

Les résultats du dosage de I’ammonium au niveau des échantillons d’eau de sources
sont représentés dans la figure n° 22.
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Figure 22 : Résultats du dosage d’ammonium enregistrés durant 1’étude.
En se basant sur la réglementation Algérienne 2006 et sur les recommandations de
I’OMS 2007 qui indiquent que ’ammonium ne doit pas dépasser le seuil de 0,5 mg/l, les
sources étudiées respectent ces indications car tous les échantillons analysées ne dépassent pas
la valeur 0,023 mg/l enregistrée au sein de la source 2. Ces teneurs sont semblables a ceux
trouvées par Sari, (2014) a Tlemcen (Nord-Ouest Algeérien) et également a ceux de Douaoui et
Khedim, (2018) dans la région de Zeralda (Nord-Est Algérien).

Selon Legube, (2015) et Roberts Alley et al., (2007), I'azote ammoniacal dans les eaux
naturelles est issu de la dégradation incompléte des matieres organiques naturelles ou
anthropiques (lisiers, matiéres organiques protéinées diverses), des usages agricoles (engrais)
ou encore des rejets d'eaux usées épurées ou non et il est signalé généralement a un pH

supérieur a 7,0.
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% Nitrite
Les résultats du dosage du nitrite dans les échantillons d’eau de sources sont représentés

dans la figure n° 23.
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Figure 23 : Résultats du dosage du nitrite enregistrés durant 1’étude.

Les résultats d’analyse des sources montrent une absence quasi totale du nitrite avec
une teneur de 0,01 mg/l dans les quatre sources ce qui est au-dessous du seuil indique par la
reglementation Algérienne 2006 et celui de I’OMS 2007 (0,1 mg/l).

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

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

+ Nitrate
Les résultats du dosage du nitrate dans les échantillons d’eau de sources sont représentés

dans la figure n° 24.
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Figure 24 : Résultats du dosage du nitrate enregistrés durant I’étude.
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Les résultats expriment des teneurs trés faibles en nitrate, par conséquent, les sources
étudiees ne dépassent pas le seuil de 50mg/I fixé par la reglementation Algérienne 2006 et les
recommandations de 1’OMS 2007.

Le nitrate est I’'un des principaux anions dans les eaux naturelles, et les concentrations
peuvent étre considérablement élevées en raison de la lixiviation de 1’azote provenant des

engrais agricoles, des parcs d’engraissement et des fosses septiques (Edzwald, 2011).

4 Phosphore

Les résultats du dosage du phosphore au niveau des échantillons d’eau de sources sont

représentés dans la figure n° 25.
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Figure 25 : Résultats du dosage du phosphore enregistrés durant 1’étude.
Suivant les recommandations de I’OMS 2007 qui déterminent le seuil de 0,5
mg/l, I’ensemble des sources sont conformes a ces derniers.
Nos résultats sont similaires a ceux de Sari, (2014) a Tlemcen (Nord-Ouest Algérien), et
également a ceux de Douaoui et Khedim, (2018) dans la région de Zeralda (Nord-Est
Algérien).
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‘i—Squate

Les resultats du dosage du sulfate au niveau des échantillons d’eau de sources sont

représentés dans la figure n° 26.
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Figure 26 : Résultats du dosage du sulfate enregistrés durant 1’étude.

Les teneurs en sulfate au niveau de 1’ensemble des sources oscillent entre 65,3 mg/l au

sein de la source 2 et 148,6 mg/l au sein de la source 4. Ces résultats sont au-dessous du seuil
indiqué par la réglementation Algérienne 2006 (400 mg/l) et celui de ’OMS 2007 (250 mg/l).

La principale source de sulfate dans les eaux de source est la dissolution du gypse et de

I’anhydrite (kresic et Stevanovic, 2010).

- Fer

Les résultats du dosage du fer dans les échantillons d’eau de sources sont représentés

dans la figure n° 27.
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Figure 27 : Résultats du dosage du fer enregistrés durant 1’étude.

Il enressort d'apres les résultats obtenus de I’analyse des quatre sources qui varient entre

0,01 mg/l dans les sources 1 et 2 et 0,14 mg/l dans la source 4, qu’ils sont conformes a la
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réglementation Algérienne 2006 (0,3 mg/l) et aux recommandations de I’OMS 2007 (0,2
mg/l).

D'apres Rodier et al., (2009), dans les conditions habituelles, ¢’est-a-dire pour un pH
variant entre 4,5 et 9, le fer soluble présent est généralement a 1’état ferreux. Si le milieu est
réducteur le fer ferreux peut atteindre des teneurs élevées. En effet, sous I’action de I’air, le fer
est oxydé a I’état ferrique et peut étre hydrolysé pour donner un hydroxyde de fer insoluble.

C’est généralement sous cette forme qu’on le trouve dans les échantillons.

iChIorure

Les résultats du dosage du chlorure dans les échantillons d’eau de sources sont

représentés par la figure n° 28.
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Figure 28 : Résultats du dosage du chlorure enregistrés durant 1’étude
Les résultats du dosage du chlorure nous montrent que la source 4 dépasse le seuil
indiqué par POMS 2007 (200 mg/l) car elle atteint les 261 mg/l, alors que le reste des sources
sont conformes aux recommandations de cette derniére et a la réglementation Algérienne 2006
(500 mg/l). Cela peut étre dii a I'impact d'une pollution industrielle ou les concentrations sont
plus importantes car les teneurs en chlorure dans les eaux douces sont généralement bien
inférieures a la référence de qualité selon (Legube, 2015). Nos résultats ressemblent a ceux de

Aouissi, (2010), dans la région de Guelma (Nord-Est Algérien).
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4+ Dureté

Les résultats de la dureté mesurée dans les échantillons d’eau de sources sont

représentés dans la figure n° 29.
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Figure 29 : Résultats du dosage de la dureté enregistrés durant 1’ étude.

La figure ci-dessus montre que la totalité des résultats de la dureté des sources
analysées n’atteignent pas le seuil de 500 mg/I fixé par la réglementation Algérienne 2006.
Cependant nous remarquons que la source 4 frole cette norme avec un taux de 499,9 mg/l de
magnésium et de calcium.

La dureté a un caractere naturel lié au lessivage des terrains traversés. Les eaux sont
qualifiées de dures lorsqu’elles contiennent une concentration élevée de calcium, de magnésium
ou des deux (Rodier et al., 2009 ; Boyd, 2015).

%+ Résidus secs

Les résultats des résidus secs mesurés dans les échantillons d’eau de sources sont

représentés par la figure n° 30.
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Figure 30 : Résultats du dosage des résidus secs enregistrés durant 1’étude.
Les recommandations de I’OMS 2007 fixe la valeur de 1500 mg/I et la reglementation
Algérienne la valeur de 2000 mg/l comme valeurs guide pour les résidus secs. De ce fait, les
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eaux sources analysées sont conformes aux indications précédentes, car les valeurs oscillent
entre 222 mg/l et 1077 mg/I.

Les resultats analytiques sont influencés par la température et la durée de la dessiccation.
Les valeurs obtenues permettent d’apprécier la minéralisation de 1’eau : pour des valeurs
inférieures a 600 mg/l, I’acceptabilité par le consommateur est bonne, au-dessus de 1200

mg/l, I’eau devient désagréable (Rodier et al., 2009).
11.5. Faciés chimiques des eaux de sources analysées

Les cations et les anions les plus répandus dans les eaux sont représentés par les
diagrammes de Piper et de Schoeller-Berkaloff qui permettent d’évaluer 1’hydrogéochimie

d’une eau et ainsi sa classification selon le facies chimique.
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Figure 31 : Classification hydrogéochimique des eaux de sources étudiées a partir des

diagrammes de Piper et de Schoeller-Berkaloff.
En se référant sur les représentations de la figure 31 nous déduisons que :

e Les sources 1 et 3 sont classees dans la catégorie des eaux hyper sulfaté calcique, les
fortes concentrations du SO4~ et Ca** ont donné ce facies dominant.
e Les sources 2 et 4 révelent un taux significatif des Cl-,SO4, ~Ca*™ et Mg** ce qui

indigue un faciés chimique dominant : chloruré et sulfaté calcique et magnésien.
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CONCLUSION

L’étude menée au cours de ce travail a pour but d’examiner la qualité bactériologique
et physico-chimique de quatre (04) sources au niveau de la région de Chiffa, Wilaya de Blida .

D’apres les résultats obtenus nous pouvons conclure que :

L’analyse bactériologique montre que les sources El Kaff Errachi (1), (2), ruisseau des
singes (3) et la cascade (4), sont d’une mauvaise qualité bactériologique vue la détection d’un
taux important des coliformes totaux et fécaux dont les souches les plus importantes sont :
Eschirichia coli, Cronobacter sakazakii et Raoutella ornithinolytica.

Les entérocoques, les spores anaérobies sulfito-réductrices, Pseudomonas aeruginosa
et Sallmonella pollurum sont pareillement révelées au sein des eaux de sources et les normes
ne tolerent pas leur existence dans les eaux de sources et les eaux destinées a la consommation
humaine.

D’autres espéces identifié¢es comme Vibrio fluvialis, Aeromonas hydrophila et
Citrobacter freundii ont également un pouvoir pathogéne redoutable menagant ainsi la santé
publique.

L’origine de la charge importante des microorganismes cités précédemment peut étre
d’origine naturelle, toutefois elle a de forte chance qu’elle soit anthropique tel que les rejets
domestiques (notamment ceux des bases de vie) et industrielles (travaux) issus du projet de
dédoublement de la RN1, qui est toujours en cours, depuis quelques annees (2012). En outre
les agglomérations rurales anarchiques, le lessivage des terres agricoles avoisinantes et
I’élevage d’animaux représentent aussi de potentielles sources de contamination.

Le profil d’antibiorésistance de certaines especes identifiées, les définit de bactéries
multi résistantes (MDR) dont 85,7 % possedent un indice MAR supérieur a 0,2 ce qui est
synonyme d’un environnement saturé de bactéries et de genes de résistance aux antibiotiques
(ARB et ARG). La présence de cette classe dans les eaux de source est considérée comme un
facteur limitant I’efficacité de I’antibiothérapie a cause de 1’'usage intensive et non contrdlé des
antibactériens.

Au sujet de la qualité physicochimique, les eaux sont neutres a peu alcalines, d’une
mineéralisation moyenne a importante, et la plupart des ions sont a des teneurs acceptables.
Cependant les analyses témoignent d’une turbidité élevée au niveau des eaux de sources

étudiées.
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L’ensemble des bactéries trouvées sont des vecteurs de plusieurs maladies a
transmission hydrique et donc ces eaux de source sont inadéquates a la consommation et a
I’'usage domestique car elles peuvent constituer un danger sur la santé du consommateur.

Le diagramme de Piper et de Schoeller-Berkallof, nous informe sur 1’hydro-facies des
sources qui sont de deux catégories : hyper sulfaté calcique pour les sources 1 et 3 et chloruré,

sulfaté , calcique et magnésien pour les sources 2 et 4.

Quelques perspectives de recherche sont suggérées a la lumiére des résultats obtenus :

v" Une décantation ou une filtration est conseillée pour la séparation des matieres en
suspension en raison de 1’interdiction formelle d’appliquer d’autres traitements aux
eaux de source pour éviter la détérioration du milieu aquatique.

v’ La surveillance réguliere de la qualité bactériologique et physico-chimique des eaux
de source.

v' Mettre en place un périmetre de protection concentrique pour réduire toutes sortes
d’activités autour des sources et ainsi limiter son exposition a la pollution.

v Le contréle continu de la fréquence d’emploi des antibiotiques en médecine humaine
et vétérinaire pour freiner leurs propagations dans 1’écosystéme.

v Des compagnes de sensibilisation sont recommandées dans la région de Chiffa pour
avertir les habitants et les touristes sur les dangers potentiels pouvant surgir suite a la
consommation de ces eaux de source.

v" Une identification génétique par les méthodes moléculaires est souhaitable pour un
travail plus développé.

v Compléter I’étude par la recherche des virus, des parasites, des métaux lourds et des

pesticides ainsi que par une étude géologique de la région.
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Annexe A : Informations générales

Tableau X1V : Affections en relation avec 1’eau causé par les éléments chimiques, métaux

lourds et les pesticides

Ammonium

Formation de chlore, de trichloramine et
N-nitrosodiméthylamine NDMA et formation

de nitrites.

Nitrites

Possibilité de formation de dérivés N -nitrosés
leur confére un caractére mutagéne indirect

important .

Nitrates

Bore (borates)

Cyanoses chez le nourrisson.

Des intoxications aigués (troubles digestifs et
neurologiques) et a long terme des atrophies

testiculaires.

Cadmium

Troubles rénaux, altérations osseuses,

hypertension artérielle.

Chrome hexavalent

Les insecticides organochloré
(DDT,Dichlorodiphényltrichloroéthane),

lindane

Canceérogene.

Suspectés d'étre carcinogénes chez I'nomme

sur le foie et la prostate.

Les insecticides organophosphorés

Action anticholinestérasique avec blocage de

I'influx nerveux).

Les herbicides

Cancérogenes (alachlore, mélange
glyphosate et additif, isoprotoron,
métolachlore).

Reprotoxiques (aminotriazole, diuron par son
métabolite 3,4 DCA)

(Legube ,2015).



Annexe A : Informations générales

Figure 32 : La base de vie PK 5 (Photo originale).

= Coordonnées GPS du laboratoire de I’ADE : X=36°46 44 , Y=2°,46’81 .
» Coordonnées GPS du laboratoire d’hygié¢ne : X=36°47"74 ,Y=2°,81"02



Tableau XV: Résultats de 1’étape de la présélection des sources.

Annexe B : Résultats

Source 1 NPP= 18 NPP=0 NPP =2 NPP= 2 0 0
Sources 2 NPP=11 NPP= 2 NPP =14 NPP=4 0 0
Source 3

‘ruisseau’ 92 92 1 0 0 0
Source 4

‘cascade’ 120 120 0 0 0 0
Source 5 NPP= 8 NPP=5 NPP =3 NPP=0 0 0




Annexe B : Résultats

Tableau XVI : Résultats des analyses bactériologiques.
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Annexe B : Résultats

Tableau XVI : Résultats des analyses bactériologiques (Suite)

104 104 0 0 0 0
120 120 0 0 0 0 0 0
92 5 12 6 0 0 0 0
240 14 54 54 Présence 0 0 0
82 82 109 96 0 0 0 0
127,6 65 37,8 32 0 0 0 0
240 120 109 96 0 0 0 0
82 5 0 0 0 0 0 0
0 0 0 0 UFC/250ml | 0
UFC/250ml | UFC/250ml UFC/250ml Spores/50ml
10 0 0 0 0 0
UFC/100ml | UFC/100ml UFC/100ml | UFC/100ml Spores/20ml | UFC/100ml
0 UFC/250ml




Annexe B : Résultats

Tableau XVII : Résultats de I’analyse physico-chimique.

4,88 4,2 3,11 7,76 2 2
11,6 12,3 9,7 18,2 11,6 <25
432 508 357 1504 2800 | Directive98/83/CE
2500
220,41 192,864 196,8 499,88 100-
500
7,55 7,52 8,29 8,01 6,5a 6,5a8,5
8,5
4,254 35,453 12,763 | 261,007 | 200a <200
500
67,88 65,32 146,2 148,6 200 a <250
400
22,61 16,94 30,19 31 150 <50
50,48 48,90 28,4 148,29 / /
9 41 10 120 200 <150
0 7 0 2,5 20 <12
323 352 222 1077 | 1500 a2 <1500
000
0,73 2,28 0,05 1,17 <50 <50
0,01 0,01 0,01 0,01 <0,1 <0,1
0,016 0,023 0,01 0,01 <0,5 <0,5
0,01 0,01 0,03 0,14 <0,3 <0,2
0,008 0,0096 0,053 0,01 0,008 <05
209 245 173,1 744 / /
0.2 0,2 0,2 0,7 / /
5,65 7,1 6,8 11,5 / /




Annexe B : Résultats

Tableau XVIII : L’ensemble des valeurs guide suivis pendant 1’étude.

mg/l de platine <25

JTU/NTU au minimum 2
alz°C au maximum 4
a 25°C au maximum 4

WININ

<25
ps /cm Directive98/83/CE
2800 2500
TH (CaCO3) mg/l 100-500
6,5a8,5 6,5a8,5
Cl mg/l 200 a 500 <200
SO4 mg/l 2004400 <250
Mg mg/l 150 <50
Na mg/l 200 <150
K mg/l 20 <12
mg/l 1500 a 2000 <1500
NO3 mg/l au maximum 50 <50
NO3 mg/l au maximum <0,1
0,1
NH4 mg/l au maximum <0,5
0,5
Fe mg/l au maximum <0,2
0,3
P <05

UFC/250ml UFC/100ml

UFC /250ml 0 UFC/100ml 0

UFC /250ml 0 UFC/100ml 0

Pas d’unité UFC/100ml 0
Spores/20ml

Spores/50ml 0 0

Pas d’unité UFC/100ml 0

UFC /250ml 0 Directive98/83/CE

0 UFC/250ml




Escherichia
coli

Annexe B : Résultats

Tableau XIX : Résultats de I’indentification biochimique par la galerie API20E.

Citrobacter
freundii

Raoultella
ornithinytica
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Annexe B : Résultats

Tableau XIX : Résultats de I’indentification biochimique par la galerie API20E (Suite).

Vibrio
fluvialis
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Serratia
odorifera

............

Serratia
liguefaciens




Pseudomonas
aeruginosa

alginolyticus

Raoultella
ornithinytica

Annexe B : Résultats

Tableau XIX : Résultats de I’indentification biochimique par la galerie API20E (Suite).
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Annexe B : Résultats

Tableau XIX : Résultats de I’indentification biochimique par la galerie API20E (Suite).

Escherichia

colil

Escherichia
coli 2

Aeromonas
hydrophila




Annexe B : Résultats

Tableau XIX : Résultats de I’indentification biochimique par la galerie API20E (Suite).

Cronobacter
sakazakii

Salmonella
pullorum

Aeromonas
hydrophila
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Annexe B : Résultats
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Source 3 : E.gallinarum (27%) Source 4 : E.gallinarum (32%)
Figure 33 : Résultats de I’identification des entérocoques présumes.




Tableau XX : Résultats de 1’antibiogramme.

Annexe B : Résultats

Gentamicine
S S S S / /
Tobramycine
S S S S / /
Amikacine
/ / S / / /
Ticarcilline-acide
clavulanique R R R R R / /
Céfazoline
R R S R / R
Cefotaxime
S S R S S S S
Céfépime
R R R R R / R
Céfoxitine
R R S R S R S
Ciprofloxacine
/ / S / / /




Tableau XX : Résultats de I’antibiogramme (Suite).

Annexe B : Résultats

Trimethoprime-

sulphamethoxazole S S S S S S S
Aztréoname S S S S S S S
Ampicilline R R R R R R R

Amoxicillin-acide
clavulanique S S S S R
Chloramphénicole S R I S / /
Acide nalidixique / / S S / S




Annexe B : Résultats

Tableau XXI : Liste des antibiotiques, leurs familles et leurs diameétres critiques.

Gentamicine GEN 10 pg 17 14
Aminoglycosides Tobramycine TMN 10 g 17 14
Amikacine AN 30 g 16 13
Pénicillines antipseudomonales + inhibiteur de b- Ticarcilline-acide TIM 85 g 23 20
lactamase clavulanique
Ceéphalosporines a spectre non étendu ; le et Cefazoline
céphalosporines de 2e génération Cz 30 ug 23 19
Céphalosporines a spectre étendu; céphalosporines de Cefotaxime CTX 30 ug 20 17
3e et 4e générations
Céfépime FEP 30 ug 27 21
Cephamycines Cefoxitine CX 30 ug 19 15
Fluoroquinolones Ciprofloxacine CIP 5ug 26 24




Annexe B : Résultats

Tableau XXI : Liste des antibiotiques, leurs familles et leurs diametres critiques (Suite).

Triméthoprime- SXT 25 ug 14 11
Inhibiteurs de la voie folate sulphamethoxazole
Monobactames Aztréonam AT 30 ug 26 21
Pénicillines Ampicilline AMP 10 g 14 14
Pénicillines + inhibiteurs de b-lactamase Amoxicillin-acide AMC 10 pg 19 19
clavulanique
Phénicoles Chloramphénicole CHL 30 ug 17 17
Quinolones Acide nalidixique NA 30 19 14

(Standardisation de I’antibiogramme a I’échelle nationale , 2011 ; Bonnet et al., 2018 ; Magiorakos et al., 2011)




Annexe B : Résultats

Profil de résistance aux antibiotiques d’E.coli
Figure 34 : Quelques résultats de 1’antibiogramme.



Annexe C : Matériel

Matériels de ’analyse bactériologique :
1- Milieux de culture :
1. 1-Milieux liquides
e Bouillon Lactose au Pourpre de Bromocrésol (BCPL) double concentration (D/C) et
simple concentration(S/C).
e Milieu de Schubert .
e Milieu de Rothe Double Concentration (D/C) et Simple Concentration(S /C).
e Milieu d’Eva Litsky.
e Bouillon cceur-cervelle (BHIB).
Bouillon tryptophane.
Eau peptonnée alcaline (EPA).
e Bouillon au Sélénite de Sodium Cystéine (SFB).
1.2- Milieux solides :
e Gélose lactose au Tergitol etau TTC
e Gélose Treptonnée au soja (TSA).
e Gélose de Slanetz et Bertley avec TTC .
e Gélose Bile Esculine Agar (BEA).
Gélose Viande-Foie (VF) avec Sulfite de sodium et Alun de fer.
Gélose Hektoen.
Gelose Nutritive Alcaline et Biliée (GNAB).
Gélose au cétrimide.
Gélose King A.
Gélose King B.
Gélose Muller-Hinton.
e Mannitol mobilite.
2- Réactifs et colorants :
e Kowacs ou James.
e Tryptophane désaminase (TDA).
e Voges-Proskauer (VP1 et VP2).
¢ Violet de gentiane
e Fuschine.
e Lugol.
3- Verreries et autres ustensiles :
e Tube a essaie stérile.
e Portoir
e Glaciere et poches de glace
Boites Pétri grandes et petite
Bec Bunzen.
Pistolet a flamme.
Pipette Pasteur.
Anse de platine.
Pince sterile.
Lame et lamelle.
Flacons stériles de 250 ml.
Poire.
Pipette graduée.
Seringue.



Membranes filtrantes en ester de cellulose.
Galerie API20E.

Disques d’antibiotiques.

Disques d’oxydase

4- Solutions :

a1
1

Alcool 96°.

Eau physiologique stérile.
L’huile d’immersion.
L’huile de paraffine.
L’eau de javel.

Appareillages :

Rampe de filtration sur membrane
Etuve

Bain marie

Four pasteur

Autoclave.

Matériels de I’analyse physico-chimique :
1-Réactifs :

Réactif coloré.

Réactif mixte .

Reactif mélange (solution molybdate acide).
EDTA, solution titrée 0,01 mol/I.
Murexide(indicateur).

Calcium, solution étalon de référence a 0,01 mol/I.

EDTA, solution titrée a 0,01 mol/l .
Mordant noir 11, indicateur.

2- Verreries et autres ustensiles :

Pipettes (graduées et jaugées).
Fioles.

Béchers.

Capsule en porcelaine.
Burette de 25 a 50 ml.

Cuve photométrique.

e Poire.

e Picette.

e Bouteilles de 1l.

e Barreaux magnétiques.
3- Solutions :

Solution de Dichloroisocyanurate de sodium.
Solution mére étalon d’ammonium 100 mg/I.
Solution fille étalon d’ammonium 1 mg/1.
Solution de lavage.

Solution étalon mére de nitrites 100 mg/I.

Annexe C : Matériel



Annexe C : Matériel

Solution étalon fille de nitrites 1 mg/I.

Acide sulfurique a 9 mol/L (dilution de 1/2).

Acide ascorbique, solution, p = 100 g/I.

Orthophosphates, solution mére, p = 50 mg/I.
Orthophosphates, solution étalon, p =2 mg/I.

Solution stabilisante.

Solution de chlorure de baryum (BaCl2) a 0.01N.

Solution meére de sulfates a 1 g/l a partir de sulfate de sodium (Na2S0O4).
Solution de nitrate d’argent (AgNO3) a 0,02 mol/I.
Solution d’indicateur de chromate de potassium (K2CrO4) a 100 g/1.
Solution étalon de chlorure de sodium (Na Cl) a 0.02 mol/l.
Solution d’acide nitrique (HNO3) a 0.1 mol/L

Solution d’hydroxyde de sodium (NaOH) a 0.1 mol/l.
Carbonate de calcium (CaCO3) ou mono hydrogénocarbonate de sodium (NaHCO3).
en poudre.

Acide chlorhydrique (HCI) concentré a 37 %.

Solution d’acide chlorhydrique (HCI) a 0.01 N.

Solution de Salicylate de Sodium a 0.5%.

Solution d’hydroxyde de Sodium a 30%.

Solution de tartrate double de sodium et de potassium.
Acide sulfurique (H2SO4) concentré.

Solution mere de nitrate a 1000 mg/1.

Solution fille étalon de nitrate 10 mg/1.

Hydroxyde de sodium, solution 2 N.

Calcium, solution de référence a 100 mg/I.

Solution tampon pH 10.

Solution d’acide chlorhydrique a 10%.

Solution de Peroxodisulfate de potassium a 40 g/I.

Solution de chlorhydrate d’hydroxylamine a 100 g/1.
Solution de phénantroline-1,10.

Solution tampon acétate.

Solution mére de fer correspondant a 1 g/l.

Solution intermédiaire (fille) de fer correspondant a 10 mg/I.
Thiosulfate de sodium 0.028 N.

Acide sulfurique, C (H2SO4) = 0.04 N.

Acide ascorbique a 1%.

Solution tampon pH 6.2.

Eriochrome cyanine a 10 gr/litre.

Solution fille d’ériochrome cyanine.

Acide nitrique, pHNO3 =1.40 g/I.

Solution mere d’aluminium de 1000 mg/litre.

Solution fille d’aluminium a 10 mg/I.

4- Appareillages :

Etuve 105 ° C.
Balance de précision.



Dessicateur
Conductimetre
Turbidimétre
Spectrophotomeétre
pH-metre
Thermometre
Agitateur
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Annexe D : Fiche de renseignement

FICHE DE PRELEVEMENT

Identification :

Version :

Date de la version :

Laboratoire : ... NOM AU PrélEVEUN & ... e
HEUIE 0B SO & ettt e
HEUNE 08 FBEOUT & ettt e
Parameétres effectués sur site Coplqltlons dte
Lieu de Date et heure prelevemen . .
- s Paramétres Observations
prélévement de prélévement
Cl, | Temp. | pH | Cond. | Turb. i
T® Conservation
mg/l °C - | uS/cm | NTU

Emergement : ....................




Annexe E: Délais de conservation

FICHE D’INFORMATION INQ-LAB 05
LABORATOIRES DE L’ADE Version 2
, 07/03/2012
DELAISD’ANALYSE Page 1/1

Physico-chimie

Identification Nom dela méthode Délai et températurede
conservation
MEAC-LAB 01 |[Détermination du pH Entre 1et5°C,6h*

MEAC-LAB 02

Détermination de la conductivité

Entrelet5°C,24ht

MEAC-LAB 03

Détermination de la Turbidité

Entre 1°et5°C, 24 h'

MEAC-LABO04

Dosage de I’lammonium NH,"  par
spectrophotométrie d’absorption moléculaire.

Entre 1° et 5° C, 21 jours *

MEAC-LABO5

Dosage de nitrite NO, par spectrophotométrie
d’absorption moléculaire.

Entre 1°et 5°C, 24 h'

MEAC-LABO6

Dosage de phosphate PO4~ par
spectrophotométrie d’absorption moléculaire.

Entre 1° et 5° C, 1 mois *

MEAC-LABO7

Dosage de Sulfates SO, par
spectrophotométrie d’absorption moléculaire.

Entre 1° et 5° C, 1 mois *

MEAC-LABO08

Détermination des Chlorures (CI°) par
volumétrie

Entre 1° et 5° C, 1 mois

MEAC-LABOQ9

Détermination de I’acidité et I’alcalinité
(TA+TAC) par volumétrie

Entre 1°et5°C, 24 h?

MEAC-LAB10

Dosage des nitrates NO3™ par
spectrophotométrie d’absorption moléculaire.

Entre 1° et 5° C,
-Echantillons acidifi¢ : 7 jours®
-Non acidifi¢ :24h!

MEAC-LAB11

Dosage du Sodium (Na®) et du Potassium
(K*) par spectrophotométrie de flamme

Entre 1° et 5° C, 1 mois *

MEAC-LAB12

Détermination de Calcium Ca™" par volumétrie

Entre 1° et 5° C, 01 mois *

MEAC-LAB13

Détermination de la dureté totale (TH) par
volumétrie

Entre 1° et 5° C, 01 mois *

MEAC-LAB14

Dosage du fer Fe par spectrophotométrie
d’absorption moléculaire.

Entre 1° et 5° C, 01 mois *

MEAC-LAB15

Dosage de manganése Mn par
spectrophotométrie d’absorption moléculaire.

Entre 1 ° et 5° C, 01 mois *

MEAC-LAB16

Dosage d’aluminium Al par
spectrophotométrie d’absorption moléculaire.

Entre 1° et 5° C, 01 mois *

MEAC-LAB17

Dosage des métaux lourds par spectrométrie
d’absorption atomique en four graphite.

Entre 1 et 5 °C, 1 mois *

MEAC-LAB18

Détermination de I’indice de permanganate
(oxydabilité) par volumétrie

Entre 1° et 5° C a I’abri de la
lumiére, 02 jours *

MEAC-LAB19

Détermination des résidus secs a 105°C

Entre 1° et 5° C, 2 jours *

MEAC-LAB20

Détermination des matiéres en suspension

MEAC-LAB21

Détermination de la couleur

Entre 1° et 5° C, 05 jours

MEAC-LAB22

Détermination de I’odeur

Entre 1°et5°C,06 h?

MEAC-LAB23

Dosage des métaux lourds par spectrométrie

d’absorption atomigue en mode flamme.

Entre 1 et 5 °C, 1 mois *

1150 5667/3-2003




Annexe F : Méthode NPP
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Figure 35 : Colimétrie par la méthode du Nombre le Plus Probable (NPP).
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Figure 36 : Streptométrie par la méthode du Nombre le Plus Probable (NPP).



Annexe F : Méthode NPP

Table NPP (Nombre Plus Probable)

1 X 50ml 5 X 10 ml SX1ml 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 1 =0.5 4
0 1 1 2 =0.5 6
0 1 2 3 <0.5 8
0 2 0 2 =0,5 6
0 2 1 3 =0.5 8
0 2 2 4 <0.5 11
0 3 0 3 <0.5 8
0 3 1 5 =0,5 13
0 4 0 5 =0.5 13
1 0 0 1 <0.5 4
1 0 1 3 <0.5 8
1 0 2 4 =0.5 11
1 0 3 6 <0.5 15
1 1 0 3 <0.5 8
1 1 1 5 =0.5 13
1 1 2 7 1 17
1 1 3 9 2 21
1 2 0 5 <0.5 13
1 2 1 7 1 17
1 2 2 10 3 23
1 2 3 12 3 28
1 3 0 8 2 19
1 3 1 11 3 2
1 3 2 14 4 34
1 3 3 18 5 53
1 3 4 21 6 606
1 4 0 13 4 31
1 4 1 17 5 47
1 4 2 2 7 59
1 4 3 28 9 85
1 4 4 35 12 100
1 4 5 43 15 120
1 5 0 24 8 75
1 5 1 35 2 100
1 5 2 54 18 140
1 5 3 2 27 220
1 5 4 160 39 450
1 5 5 =240

Figure 37 : Table de MacGrady.



Annexe G : Coloration de Gram

Coloration de Gram :
Objectif : (Denis ,2011)

Apreés chaque confirmation du Genre recherché, on réalise la coloration de Gram pour
détecter les especes avec une épaisse couche de peptidoglycane (Gram +), ou avec une couche

de peptidoglycane plus fine (Gram - ).
Principe

La coloration de Gram est une coloration différentielle distinguant les bactéries en
fonction de la structure de leur paroi. La préparation est fixée sur une lame puis colorée et

observé au microscope optique
Mode opératoire
- Sur frottis fix¢é a la chaleur :
e Recouvrir la lame de violet de gentiane pendant 1 min, rejeter le violet de gentiane
e Recouvrir de lugol : 1 minute ; rejeter le lugol ;
e Décolorer a 1'alcool, puis rincer a 1'eau;
e Recouvrir la lame de fuchsine diluée, 30 secondes a 1 minute ; laver a I'eau
e Sécher entre deux feuilles de papier filtre,
e Examiner a I'immersion au grossissement (x 100).
Expression des résultats :

Seules les bactéries a Gram positif restent colorées en violet aprés l'étape de
décoloration, alors que les bactéries décolorées a 1'étape précédente sont recolorées en rose par

la fuchsine.



Annexe G : Coloration de Gram

Bacille G- (Enterobaceriaceae) Cocci G+(Enterococcaceae)

Figure 38 : Coloration de Gram.



Annexe H : Informations supplémentaires

TableauXXI1 : Les familles d’antibiotiques et leurs mécanismes d’action.

Inhibition de la synthese de la paroi
cellulaire

Pénicilline céphalosporine carbapéneme
glycopeptide daptomicyne monobactame.

Inhibition de la synthese des protéines

Tétracycline amynoglygoside,
oxasolydonones, streptogramine, ketolide ,
macrolide, lincosamide.

Inhibition de la synthese de I’ADN

Fluoroquinolone.

Inhibition compétitive de la synthése
de I’acide folique

Sulfonamide, Trimethoprime.

Inhibition de la syntheése de I’ARN

Rimfampine, autres mitronizadoles.

(Kon et Rai, 2016)
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Classification des souches identifiees (Delarras, 2014)

Pseudomonas aeruginosa Clostridium perfrengens
4 Domaine : Bacteria 4 Domaine : Bacteria
+ Phylum : Proteobacteria % Phylum : Firmicutes
% Classe : Gamma-proteobacteria % Classe : Clostridia
# Ordre : Pseudomonadales % Ordre : Clostridiales
# Famille : Pseudomonadaceae + Famille : Clostridiaceae

Escherichia coli, Citrobacter freundii, Serratia lequifaciens, Serratia odorifera, Cornobacter

sakazakii, Raoultella ornithinolytica et Salmonella pollurum
# Domaine : Bacteria
+ Phylum : Proteobacteria
+ Classe : Gamma-proteobacteria
# Ordre : Enterobacteriales

i— Famille : Enterobacteriaceae

Enterococcus Vibrio alginolyticus et Vibrio fluvialis
% Domaine : Bacteria + Domaine : Bacteria
% Phylum : Firmicutes % Phylum : Proteobacteria
% Classe : Bacilli # Classe : Gamma-proteobacteria
* Ordre : Lactobacillales & Ordre : Vibrionales
# Famille : Enterococcaceae 4 Famille : Vibrionaceae

Aeromonas hydrophila
# Domaine : Bacteria
+ Phylum : Proteobacteria
* Classe : Gamma-proteobacteria
+ Ordre : Aeromonadales

+ Famille : Aeromonadaaceae



Annexe H : Informations supplémentaires

Prélevement

/ |
Filtration et dépot de

Incubation (24h a 37°C).

s membranes sur les milieux.
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Culture sur gélose Slanetz et Bartley.

‘,‘\
@

Ensemencement sur gélose TSA et
bouillon trypthophane.

Transfert de la membrane sur
gélose BEA.



Annexe H : Informations supplémentaires

Incubation 24h a 37 °C pour le gélose TSA Incubation 2 h a 44°C.
et a 44°C pour le bouillon trypthophane.

Identification par les tests
biochimiques complémentaires.

Culture sur gélose TSA.
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Test de I’oxydase depuis la gélose TSA
(test de confirmation).
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Repiquage sur Hektoen a partir du Tergitol.

Coloration de Gram. Antibiogramme sur
milieu solide MH.

Identification par galerie APl 20E®.

Figure 39 : Schéma récapitulatif de la démarche d’identification des coliformes et
entérocoques.



Annexe H : Informations supplémentaires

Tableau XXI1I : Catégories et agents antimicrobiens utilisés pour définir les MDR , les XDR
et les PDR pour les entérobactéries.

Antimicrobial category

Results of
antimicrobial
susceptibility

Antimicrobial agent testing (S or NS)

Species with intrinsic resistance to
antimicrobial ag or ies (51)"

Aminoglycosides Gentamicin Providencia rettgeri (P. retigeri), Providencia stuartii (P. stuartii)
Tobramycin F. rettgeri, P. stuartii
Amikacin
Netilmicin F. rettgeri, P. stuartii

Anti-MRSA cephalosporins Ceftaroline (approved only for

Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Klebsiella oxytoca)

Antipseudomonal penicillins
4 fi-lactamase inhibitors

Ticarcillin-clavulanic acid

Escherichia hermannii (E. hermanii)

Piperacillin-tazobactam

E hermanii

Carbapenems Ertapenem
Imipenem
Meropenem
Doripenem
Non-extended spectrum Cefazolin Citrobacter freundii (C. freundii), Enterobacter aerogenes
cephalosporins; st and (E. aerogenes), Enterobacter cloacae (E. cloacae), Hafnia alvei
2nd generation cephalosporins (H. alvei), Morganella morganii (M. morganii), Proteus penneri
{P. penneri), Proteus vulgaris (P. vulgaris), P. rettgeri, P. stuartii,
Serratia marcescens (5. marcescens)
Cefuroxime M. morganii, P. penneri, P. vulgaris, 5. marcescens
Cefepime
Cephamycins Cefoxitin C. freundi, E. aerogenes, E. cloacae, H. alvei
Cefotetan C freundi, E. aerogenes, E. cloacae, H. alvei
Fluoroquinolones Ciprofloxacin
Folate pathway inhibitors Trimethopri Ipk I I
Glycylcyclines Tigecycline M. morganii, Proteus mirabilis (P. mirabilis),
P. penneri, P. vulgaris, P. rettgeri, F. stuartii
Monobactams Aztreonam
Penicillins Ampicillin Citrobacter koseri (C. koseri), C. freundii, E. aerogenes, E cloacae,

E. hermanii, H. alvei, Klebsiellae spp., M. morganii, P. penneri,
P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii, 5. marcescens

Penicillins + fi-lactamase inhibitors

Amoxicillin-clavulanic acid

C freundi, E. aerogenes, E doacae, H. alvei,
M. morganii, P. rettgeri, P. stuartii, 5. marcescens

Ampicillin-sulbactam

C freundii, C. koseri, E. aerogenes, E cloacae,
H. alvei, P. rettgeri, 5. marcescens

Phenicols

Chloramphenicol

Phosphonic acids

Fosfomycin

Polymyxins

Colistin

M. morganii, P. mirabilis, P. penneri, P. vulgaris,
P. rettgen, P. stuartii, 5. marcescens

(Magiorakos al.,2011)
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Tableau XXI1I : Catégories et agents antimicrobiens utilisés pour définir les MDR , les XDR
et les PDR pour les entérobactéries (Suite)

Results of
antimicrobial
susceptibility Species with intrinsic resistance to
Antimicrobial category Antimicrobial agent testing (S or NS) imicrobial agents or categories (51)*
Tetracyclines Tetracycline M. morganii, P. mirabilis, P. penneri, P. vulgaris, P. rentgeri, P. stuartii
Doxycycline M. morganii, P. penneri, P. vulgaris, P. rettgeri, P. stuartii
Minocycline M. morganii, P. penneri, P. vulgarss, P. rettgen, P. stuartii

Criteria for defining MDR, XDR and PDR in Enterobacteriaceae

MDR: non-susceptible to =| agent in =3 antimicrobial categories.

XDR: non-susceptible to =1 agent in all but <2 categories.

PDR: non-susceptible to all antimicrobial agents listed.

*When a species has intrinsic resistance to an antimicrobial agent or to the whole category, that agent or category must be removed from the list in this table prior to apply-
ing the criteria for the definitions and should not be counted when calculating the number of agents or categories to which the bacterial isolate is non-susceptible.
http:/fwww.ecdc.europa.eu/en/activities/diseaseprogrammes/ARHAI/Pages/public_consultation_clinical_microbiology_infection_article.aspx.

(Magiorakos al.,2011)

Tableau XXI1V : Liste d’antibiotiques utilisés au niveau des laboratoires médicaux depuis
1999 en Algérie.
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(SANOFI Diagnostics Pasteur, 1999)



