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Résumé

Résumé

L’eau est une ressource naturelle précieuse et essentielle pour de multiples usages. Son
utilisation des fins alimentaires ou d’hygiéne nécessite une excellente qualité physico-

chimique et microbiologique.

Donc leau dans les établissements de santé est susceptible de se dégrader a tout moment
entre I'usine de traitement et les points d’usages au niveau des services hospitaliers. Elle peut
étre une source des risques infectieux parasitaires et des risques toxiques en cas de
contammation physico-chimique ou microbienne et particulierement pour les patients
mmunodéprimés. Pour apprécier la qualit¢ de I'eau de hdpital de Ain-Sefra de la wilaya de
Naama, un contrdle physico-chimique et bactériologique a été réalisé sur deux types d’eaux :

I’eau de la bache a eau et ’eau de robinet.

Afin d’évaluer les différents paramétres et les comparer avec les normes des eaux de

consommation humaines.

Les analyses sont ¢té effectuées sur ces échantillons en mesurant les paramétres physico-
chimiques suivants : pH, turbidité, conductivit¢ ¢lectrique (CE), température (T°), salnité,
TDS, et aussi des les ¢léments des pollutions (Ca2+, NH4+, NO-3, HCO3- ...... ).

En recherchant ¢éventuellement les germes indésirables : comme les germes de

contamination fecale et aussi les bactéries pathogénes.

Les résultats des analyses effectuées ont fait ressortir que les eaux étudiées sont de bonne
qualité physico-chimique et bactériologique. Elles ne possédent donc aucun ne risque pour les

consommateurs et surtout pour les patients immunodéprimeés.

Mots clés: Eau, Qualit¢, établissement de santé, physico-chimique, bactériologique.



ABSTRACT

ABSTRACT

Water is a precious and essential natural resource for multiple uses. Its use for food or

hygiene requires excellent physico-chemical and microbiological quality.

So In a hospital environment, water could be a source of dangerous infections due to
physico-chemical and microbiological contamination. To assess the quality of well water for
human consumption in hospital of Ain-Sefra state of Naama, a physico-chemical and
microbiological control was carried out on two samples of water. In order to assess the

different parameters, and compare them with human water consumption standards.

The analyzes were performes on these samples by measuring the following
physicochemical parameters : pH, turbidity, electric conductivity (CE), temperature (T °),
salinity, TDS, and also the elements of pollution (Ca2 +, NH4 +, NO-3, HCO3- ...... ).

And possibly looking for undesirable germs: such as faecal contamination germs and also

pathogenic bacteria

The results of analyzes have been shown that the waters have a good physicochemical and
microbiological quality. They do not pose any risk for consumers and especially for

mmmunocompromised patients.

Key words : Water, Quality, hospital environment, physico-chemical, microbiological.
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INSP : Institue nationale de santé publique.
MTH : Maladies a transmission hydrique.
TH : Titre hydrométrique.

TAC : Titre alcalimétrique complet.
EDTA : Acide éthylene diamine tétra acétique.
NET : Indicateur colore.

NED : Di chlorhydrate N-(naphtyl-1).

CT : Coliformes totaux.

OMS : Organisation Mondiale de la Santé.
CEAEQ : Centre d’expertise en analyses environnementale du Québec.
CF : Les coliformes fécaux.

CTT : Coliformes thermo-tolérants.

E.coli : Escherichia coli.

°C : Degré Celsius.

ADN : Acide Deoxyribonucléique.

LDC : Lysine décarboxylase.

ODC : Ornithine décarboxylase.

TTR : Tetrathionateréductase.

(+) : Positif avec la majorit¢ des souches.
(-) : Négatif avec la majorité¢ des souches.
D : Différent selon les souches.

ETEC : E. coli enterotoxinogeénes.

EPEC : E. coli entéropathogenes.

EHEC : E. coli entérohémorragiques.
EIEC : E. coli entéromvasifs.

CGP : Cocci a Gram positif.

pH : Potentiel hydrogene.

pm : Micro metre.

ARNr : Acide ribonucléique ribosomique
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TSC : Tryptone-Sulfite-Cyclosérine.
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RVS : Bouillon Rappaport Vassiliadis Soja.
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PCA : Plate Count Agar.
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S/C : Simple concentration.

T°C: Température.

CE : Conductivité.

TH : Dureté.

% : Pourcentage.

T.D.S : Solides Totaux Dissous.

BCPL : Bouillons Lactose au Pourpre de Bromocrésol.
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PVG : Pas valeur guide.

NTU : Unit¢ de turbidit¢ néphélométrique.
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Introduction

L’eau douce est un aliment indispensable a la vie (homme, animaux, plantes) (Kahoul et
Touhami, 2014). Elle est une ressource stratégique et fondamentale a 1’existence de 1’étre
humain (Odoulami, 2009), mais il est également un agent important et redoutable dans la
transmission des maladies infectieuses. D’aprés un rapport de I’Organisation Mondiale de la
Santé, chaque année 1,8 millions de personnes dont 90% d’enfants de moins de cinq ans,
vivant pour la plupart dans les pays en développement meurent de maladies diarrhéiques),
88% des maladies diarrhéiques sont imputables a la mauvaise qualit¢ de I’eau, a un

assainissement insuffisant et a une hygiene défectueuse (OMS, 2005).

Les eaux souterraines représentent environ 97 % du total des eaux douces continentales
liquides (Bosca, 2002). 75 a 90 % de la population mondiale utilisent une eau d’origine
souterraine. Selon (Merzoug et al, 2010), Les eaux souterraines en Algérie sont polluées a
partir d’une origine géologique et anthropique, notamment d’infiltration des eaux usées et
I’utilisation des engrais chimiques en agriculture (Nouayti et al., 2015). D'autres ¢tudes ont
révélées que la pollution des eaux souterraines est liée a la présence des fosses septiques, a
I’absence du traitement, au manque du réseau d’assainissement et au non-respect des

conditions d’hygiéne publique (Guessoum et al., 2014).

I’eau potable est susceptible de se dégrader a tout moment entre I’'usine de traitement et les
points d’usages au niveau des services hospitaliers la concentration en chlore résiduel, le
développement de biofilm, I’état de I’entretien des canalisations, la température ainsi que la

turbidité¢ (Brucker G et al., 2000).

La maitriser la qualit¢ microbiologique de I’eau est un enjeu important pour tout
¢tablissement de santé. Mais c’est un probléme complexe qui implique une multiplicité
d’acteurs pour : concevoir le réseau de distribution, assurer sa maintenance, entretenir les

appareils sanitaires, adapter la qualité de I’eau aux usages, la contrdler, ... (Coterehos, 1995).

Cette ¢étude a pour objectif d’évaluer la qualité physico-chimique et bactériologique de
I’eau utilisée dans 1’hopital d’Ain-Sefra de la wilaya de Nadma (eau de la bache d’eau et eau

de robinet).
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Ce travail, consiste a réaliser aprés une premiére partic qui est une synthése
bibliographique comporte deux chapitres au cours du premier Nous présentons des généralités
sur I’origine et les différents types d’eau aussi leur différents risques et maladies, et au cours
de la deuxiéme chapitre Nous présentons les indicateurs microbiologiques de la qualité des
eaux et une deuxiéme partie consacrée a des analyses physicochimiques, bactériologiques et
la derniére partie porté sur les résultats obtenus et leurs interprétations avec une conclusion

générale.
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I. généralité sur ’eau

1. Définition de I’eau

L’eau est partout présente dans la nature. Comme un liquide incolore, mnodore, sans
saveur, de pH neutre (Bernard, 2007), C’est notamment un solvant efficace pour la plupart
des corps solides trouvé sur terre, I'eau est quelque fois désigné sous le nom de « solvant
universel » (Régis, 2009).

L'eau est un composé chimique simple, liquide a température et pression ambiantes
gazeuse au-dessus de 100°C (212°F) et solide en dessous de 0°C (32°F). Sa formule chimique
est H20, c'est-a-dire que chaque molécule d'eau se compose d'un atome d'oxygene et de deux

atomes d'hydrogéne (Hamed et al., 2012).

Une eau est dite potable ou eau de consommation quand elle satisfait un certain nombre de

caractéristiques la rendant propre a la consommation humaine (Régis, 2009).
2. L’importance de I’eau

L’eau est un ¢ékment indispensable a la vie humame. Elle entre dans la composition du
corps humain et la plupart des aliments. Elle est utilisée en alimentation humaine et animale,
en industrie, en agriculture et autres secteurs. De part sa consommation, elle joue également
un role important dans la transmission des maladies hydriques par les agents pathogenes

quelle véhicule (Guerd et Mesghouni, 2007).
3. Cycle de I’eau

L’eau est un élément fondamental de la vie, recouvrant 72% de la surface de la terre, et
représentant une réserve totale de 1350 milliards de km3 dans la biosphére. Ce volume est
constant et stable depuis 3 milliards d’années (Lelerc et al., 1977).

La circulation de I'eau au sein des differents compartiments terrestres est décrite par son
cycle biogéochimique, le cycle de 'eau (Hamed et al., 2012). Dont La source principale
d’eau douce provient de I'évaporation, sous l'effet du soleil, des océans, rivicres et des lacs,

ainsi que I'évapotranspiration des végétaux (Lelerc et al., 1977).

Cette vapeur d’eau se condense dans I'atmosphére, retombe sous forme de précipitations

pluvieuses ou neigeuses et parvient aux cours d’eau soit: directement par ruissellement ou
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indirectement par infiliration: Stockage dans les nappes, les puits et les restitutions aux cours

d’eau a la faveur des exigences (Vilagines, 2000).

Nuages

Vapeur d'eau
Nuages

Vapeur d'eau
Précipitations
Condensation

Evaporation
Transpiration . . Précipitations
Evaporation

Infiltration

Ruissellement

A
(R— Ly

Eaux souterraines

h‘r - .

Figure 1. Cycle de I’eau (Hamed et al., 2012)

4. Ressources hydriques naturelles

Les réserves disponbles d’eaux naturelles sont constituées des eaux souterraines
(infiltration, nappes), des eaux de surface stagnantes (lacs, retenues de barrage) ou en

écoulement (rivicres, fleuves) et des eaux de mer (Desjardins, 1990).
4.1. Eaux souterraines

Les eaux qui ne sont ni ré-évaporées, ni retournées a la mer par ruissellement, s'infiltrent
dans le sol et le sous-sol et s'y accumulent pour constituer les eaux souterraines. La
pénétration et la rétention des eaux dans le sol dépendent des caractéristiques des terrains en
cause et notamment de leur structure qui peut permettre la formation de réservoirs aquiferes

appelés nappes (Mokdadi et Ahmed, 2015).

Quand une eau souterraine contient une concentration en certains minéraux dépassant les

normes de potabilité, mais elle représente des propriétés thérapeutiques on la distribue en

Page 5



Partie 01 étude bibliographique

bouteilles avec parfois un traitement bien définit, ces eaux sont dites eaux minérales
(Degremont, 1989).

4.2. Eau de Surface

Les principales sources d’eau potable sont les eaux de surface (Kudri, 2006). Les eaux de
surface sont constituées par les eaux des rivieres, des fleuves, des étangs, des lacs, des
barrages, des réservoirs, des glaciers. Il s’agit d’une masse d’eau bien individualisée, solide

ou liquide, immobile ou en mouvement (Vierling, 2003; Debabza, 2005).

4.3. Eau de mer

L’eau de mer est une solution complexe qui contient tous les éléments indispensables a la
vie (calcium, silicum, carbore....... ), des matieres organiques et, naturellement a [Iétat
dissous, les gaz présents dans latmosphere. L’eau de mer est faiblement alcalne. Son pH
étant compris entre7.5 et 8.4 (Rapinat, 1982).La caractéristique la plus importante des eaux
de mer est leur salinité, c'est-a-dire leur teneur globale en sels, La salinit¢ moyenne des eaux

des mers et océans est de 35 g/LL (Huot, 2010).

5. Typologie des différentes catégories d’eau dans les établissements de santé

Quatre grandes catégories d’eau ont ét¢ distinguées au sein de I'hdpital, en fonction des
usages, et de I'absence ou de la mise en ceuvre de traitements complémentaires de I'eau

(Hartmann et al., 2003).

5.1. Eaux ne subissant aucun traitement dans I’établissement de santé

Il s’agit des eaux provenant du réseau d’adduction publique ou d’un forage privé.et

n’ayant subi aucun traitement au sein de L’établissement de santé.

5.1.1. Eaux a usage alimentaire

e L’eau de distribution publique ou eau potable
L’eau potable est une eau destinée a l'alimentation humaine, agréable & consommer et qui
n’est pas susceptible de porter atteinte a la santé dans ses usages courants. Elle doit respecter

les normes de qualité¢ fixées par la réglementation (OIE, 1998 ., COTERHOS, 1995).
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e L’eau aux points d’usage

Il s’agt de l'eau froide de chaque robinet itérieur ou extérieur aux batiments. Utilisée
directement ou indirectement par toute personne au sein de I'établissement. Ces eaux sont

destinées a des usages alimentaires et sanitaires (Hartmann et al., 2003).

e Eau des fontaines a usage de boisson

Est généralement rafraichie a une température de 8 a 12 °C. Il produite in situ a partir de
I'eau potable du réseau de distribution publique. Elle doit répondre aux mémes critéres de

potabilit¢ que I'eau aux points d’usages (Arsac et al., 2015).

5.2. Eaux spécifiques traitées au sein de I’établissement de sante, répondant a des

critéres définis en fonction des usages
5.2.1. Eau bactériologiquement maitrisée

Sont des eaux obtenues dans les établissements de santé, a partir de 'eau potable dont la
qualit¢ microbiologique a ét¢ améliorée (OIE, 1998).obtenues apres traitement chimique ou
physique. L’eau obtenue apreés ces traitements n’est en aucun cas une eau stérile .Elle est
destinée aux patients les plus vulnérables ainsi que pour des soins au contact des muqueuses
ou exposant a un risque infectieux particulier (comme par exemple le ringage termmal des

fibroscopes bronchiques).

Les procédés les plus couramment utilisés sont : La microfiltration sur membrane aux

pomts d’usages ou filration termmale (Hartmann et al., 2003).

5.2.2. Eau chaude

L’eau chaude subit un ou plusieurs traitements (chauffage et éventuellement
adoucissement...) ; elle est réservée a la toilette des patients, au nettoyage du matériel, a
I'entretien des locaux... Bien qu’elle réponde aux criteres de potabilit¢ de I'eau, i est
déconseille de Tutiliser pour la préparation de boissons chaudes et de préparations
alimentaires. Le risque mfectieux principal lié a I'eau chaude sanitaire concerne les
légionnelles (Herault, 1999). Pour rédure la présence de légionelles dans le réseau, deux
mesures spécifiques sont préconisées par 'OMS : chloration et ¢€lévation de température

(COTEREHOS, 1995).
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5.2.3. Eau pour hémodialyse

Le liquide de dialyse est composé d’un concentré de dialysat (3%) fourni par I'industrie
pharmaceutique a diluer 35 fois avec de I'eau (97%) en provenance du réseau public, traitée
avant son utilisation. L’eau pour hémodialyse est caractérisée par son utilisation massive et sa
préparation extemporanée. Elle doit présenter une qualit¢ physico-chimique constante et une

mnocuité totale (COTEREHOS, 1995).

Est traitée de maniere complémentaire par une filiére qui comporte plusieurs étapes :
filtration, filtration sur charbon actif, adoucissement, osmose mverse et/ou ¢échange d’ions,

microfiliration et/ou ultrafiltration dans des installations de traitement d’eau spécifique

(Hartmann et al., 2005).

Les risques de contamination de IPeau pour hémodialyse par La présence de micro-
organismes ou des substances chimiques interviennent en cas de dysfonctionnement du
systtme de traitement d’eau, ou en cas de non accessibilit¢ aux désinfectants, ces points
critiques doivent donc faire l'objet de contrdles et d’une maintenance rigoureuse pour

prévenir tout risque de contamination (Ghorzi et Khedim, 2017).
5.2.4. Eau purifiée

C’est une eau destinée a la préparation de médicaments autres que ceux qui doivent étre
stériles et exempts de pyrogenes. Elle est produite a partir d’eau potable par divers procédés

osmose inverse et /ou déminéralisation et/ ou distillation (Arsac et al., 2015).
5.2.5. Eau hautement purifiée

C’est une eau destinée aux préparations de médicaments lorsqu'une eau d’une qualité
biologique élevée est nécessaire, sauf dans les cas ou I'emploi de I'eau pour préparations
mjectable est requis. L’eau hautement purifiée est produite a partir d’eau destinée a la

consommation humaine (Castex et al., 2005).

Les procédés de production actuels comprennent par exemple I'osmose mnverse a
double passage, combinée a d’autres techniques telles que l'ultrafiltration et la dés-ionisation

(Arsac et al., 2015).
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5.3. Eaux stériles
e Eau pour préparations injectables

Désignant une eau produite par distillation a partir d’eau potable ou d’eau purifice,
destinée soit a la préparation mndustrielle de Médicaments par voie parentérale, dont le

véhicule est aqueux (Eau Pour Préparation Injectable (EPPI) en vrac) (Hahen, 1998).

Soit a la dissolution des substances, de préparation pour administration parentérale, au
moment de I'emploi (Eau Pour Préparation Injectable (EPPI) stérilisée), Il s’agit d’EPPI en
vrac répartie en conditionnements unitaires et stérilisée par la chaleur apreés conditionnement

(Hartmann et al., 2003).
5.4. Les eaux techniques

Il s’agit d’une eau de distribution ayant subi des traitements physico-chimique particuliers
pour des utilisations spécifiques (Vincent et al., 1994) (L’eau déminéralisée, L’eau adoucie,

L’eau osmosée).
6. Pollution des eaux

La pollution ou la contamination de ’eau peut étre définie comme la dégradation de celle-
ci en modifiant ses propriétés physique, chimique et biologique ; par des déversements, rejets,
dépots directs ou indirects de corps étrangers ou de matieres indésirables telles que les

microorganismes, les produits toxiques, les déchets industriels (Tekfi, 2006).
6.1. La pollution biologique

Ce type de pollution est souvent le fait des rejets d’eaux d’égouts domestiques et de la
présence de maticres fécales dans la nature. De nombreux microorganismes vivants
naturellement dans I'mtestn de I'homme et des animaux peuvent survivre assez longtemps
dans l'eau. Toutefois 'eau peut abriter des bactéries, mycetes, protozoaires, des virus etc

(Regnault, 1990).
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6.2. La pollution physique

C’est une pollution qui est due a la présence de matieres en suspension parfois de
colloides, elle se traduit par un trouble ou une coloration plus ou moins prononcée (Leroy,

1999).
6.3. La pollution chimique

Due a des substances chimique en solution, se traduit par un changement de saveur (eau
salée ou saumatre) parfois par I'apparition d’un caracteére toxique lorsque le corps dissout est

un poison (Leroy, 1999).

7. Principaux dangers et risques sanitaires liés a Dutilisation de I’eau dans les

établissements de santé
7.1. Risques infectieux et parasitaires

Les micro-organismes responsables d’infections (bactéries, virus, parasites et micro
algues) peuvent étre transporté par I'eau, le degré de gravité des manifestations pathologiques

liées a I’eau varie selon :
a) La nature des micro-organis mes :

Certains ont une faible dose minimale infectieuse (virus) il suffit quelques unités formant
une colonie pour infecter un individu susceptible, d’autres bio-contaminants doivent étre
présente en quantit¢ beaucoup plus importante pour initier Iinfection (bactéries,
champignons, algues). Les bactéries, contrairement aux virus et aux parasites, sont beaucoup

plus sensibles a la désinfection par des produits chlorés (Hartmann et al., 2003).
b) La voie d’exposition :

L’exposition au bio-contaminants peut étre par ingestion d’eau et de denrée alimentaire,
par le contacte cutané-muqueux, [I'inhalation d’aérosols contaminés (Actinomycose,
Flavolacterium) comme elle peut étre par [utilisation de dispositifs médicaux mvasifs

(rincage) (Castex et al., 2005).
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¢) L’état immunitaire des patients exposés :

La gravit¢ des infections dépend de I'état immunitaire des individus exposés. Une faible
mmunit¢ permet plus facillement a un micro-organisme d’exprimer sa virulence et aux

pathogénes de déclencher une infection (Bousseau et al., 2003).

» Les infections liées a une contamination par 'eau ont ainsi des degrés variables de

gravit¢. On distingue :

7.1.1. Les infections digestives

Elles sont plus souvent dues a des contaminations par les aliments ou a des contaminations
mterhumaines et ne sont pas spécifiques au milieu hospitalier, et les pathologies digestives
quils sont susceptibles de provoquer sont avant tout communautaires et trés rarement
nosocomiales. C’est le cas des gastro-entérites et des diarrhées dues a des virus (calicivirus,
entérovirus, rotavirus), a des bactéries telles (Salmonella, Shigella, Campylobacter jejuni), et

des parasites tels que (Giardia lamblia et Cryptosporidium parvum) (Leclerc et al., 1982).

Certaines bactéries sont plus spécifiques au milieu hospitalier (Serratia marcescens,
Pseudomonas aeruginosa, Clostridium difficile) apparaissent plus particuliérement chez des

syjets immunodéprimés (Das et al., 1996 ; Picard et al., 1983).

7.1.2. Les infections respiratoires

Les infections respiratoires liées a I'inhalation d’aérosols contaminés sont dues le plus
souvent a des bactéries gram négatif comme, par exemple, Pseudomonas aeruginosa,
Legionella pneumophila, Burkholderia cepacia, Acinetobacter et a certaines mycobactéries.
Elles sont plus particuliérement susceptibles d’affecter des patients immunodéprimés (Jebran

et Mangiapan, 1996).

7.1.3. Les infections cutanéo-muqueuses

Ces infections, liées a un contact direct avec de I’eau contaminée, peuvent conduire a des
septicémies, en particulier en chirurgie a coeur ouvert. Les germes en cause sont typiquement
hydriques  Enterobacter  cloacae, Klebsiella, Serratia, Pseudomonas aeruginosa,

Flavobacterium, Acinetobacter, Mycobacterium (Rudnick et al., 1996).
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7.2. Risques toxiques

Le risque toxique se caractérise par la présence dans P'eau de substances chimiques
ndésirables ou toxiques en quantit¢ trop mmportante. A T’hopital, le risque de contamination
toxique peut provenir de la dissolution des matériaux de canalisation (cuivre, plomb,...)
comme i peut provenir de pollutions accidentelles par des substances toxiques en cas de
rupture ou mise en dépression du réseau .en dehors des pollutions accidentelles, les
concentrations en substances toxiques sont généralement trop faibles pour causer des
mtoxications aigues. Toutefois, ce risque difiere selon les modes d’exposition (Herault,
1999).

7.3. Risque lié aux brulures

Selon I'Organisation Mondiale de la Santé, le danger de brilures est, dans 50 % des cas,
li¢ & des liquides chauds. Il est trés important par rapport au danger des flammes (30 %), du
contact avec des objets chauds (10 %) et de Iélectricit¢ (4 %). Parmi ces liquides, I'eau
chaude représente une cause importante de brilures (de 20 a 30 %). Leur gravité est fonction
de la température et du temps de contact avec la peau (Hartmann et al., 2003).

8. Maladies a transmission hydrique

Les maladies a transmission hydrique (MTH) sont des infections dues par l'ingestion d'eau
contaminée par certains germes, comme les bactéries, les virus ou les parasites issues d’une

feces humaine ou animale (Tourab, 2013).

Selon l'organisation mondiale de la sant¢ TOMS en 1990, prés de 5 millions d'enfants

dans le monde sont morts de maladies a transmission hydrique (Diaye, 2008).

Selon lorganisation mondiale de la sant¢ (OMS), En 2017, 71% de la population
mondiale (5,3 milliards de personnes) utilisait un service d’alimentation en eau potable géré

en toute sécurit¢ (OMS, 2017).

L’eau contaminée peut transmettre des maladies comme la diarrhée, la dysenterie, le
choléra, la typhoide et la poliomyélite. On estime que l'eau de boisson contaminée est a

I'origine chaque année de plus de 485 000 déces par diarrhée seulement (OMS, 2017).

Selon T'institue nationale de sant¢ publique (INSP) Le taux d’incidence des MTH en

Algérie a augmenté, il est passé de 19,77 a 27,00 cas pour 100.000 habitants. Cette hausse est
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directement liée a Dlaugmentation du nombre de toxi-infections alimentaires collectives

enregistré au cours de 'année 2017 (INSP, 2017).

Parmi les infections a transmission hydrique que 'on retrouve en Algérie, on peut citer:

la fievre typhoide, le choléra, les hépatites infectieuses, les dysenteries, la poliomyélite

(Bazz, 2008).

Tableau 1. Les principales maladies d’origine hydrique et leurs agents pathogénes et
Signes cliniques (Kreisel, 1991; Walk, 1998)

Classification

M aladies

Agents pathogenes

Signes cliniques
(symptomes)

Bactéries

Choléra

Vibrio cholérae

-diarrhées séveres
-vomissement

Fievres typhoides
et paratyphoides

Salmonella typhi
Salmonella paratyphi

-Entraine habituellement une
ficvre élevée (40 °C)
- douleurs d'estomac et
maux de téte
- diarrhée et gastro entérites
aigués

Shigellose ou La
dysenterie
bacillaire

Shigella dysenteriae

diarrhée sanglante

Virus

hépatites virales

Virus hépatites A et E

-fievre,

- signes gastro-intestinaux
(nausée, vomissements,
fatigue, douleur
abdominale),
-ictére.

Poliomyélite

enterovirus poliovirus
(Virus
poliomyélitique)

atteignent le névraxe
entrainant des paralysies des
muscles essentiels

protozoaire

Amibiase

Antamoeba histolytica

se manifestent par une
gastroentérite pouvant aller
d’une diarrhée legere a une
dysenterie sanguine
fulminante

Giardiases

Giardia intestinalis

diarrhées malodorantes, des
crampes, des vomissements
et une perte de poids
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Tableau 2. Paramétres de potabilité d’eau et leurs valeurs limites selon les normes

algériennes (JORA, 2011) et selon I’organisation mondiale de sant¢ (OMS, 2017).

Paramétres Normes algériennes Normes OMS
Température 25°C 25°C
potentiel d’hydrogéne (pH) >6,5et<9pH 6.5¢et 8.5
Conductivité a 20°C 2800 pS/cm 2800 pS/cm
Turbidité 5NTU 4 NTU
Duret¢ TH 200 mg/l en CaC03 500
Résidu sec 1500 mg/l 1500 mg/l
Alcalinité 500 mg/l en CaCO03 -
Chlorures 500 mg/l 200 mg/l
Ammonium 0,5 mg/l 1.5mg/l
Manganese 0.5 mg/l 0.1 mg/l
Calctum 200 mg/l en CaCO03 -
Fer total 0,3 mg/l 0,3 mg/l
Nitrites 0,2 mg/l 3 mg/l
Nitrates 50 mg/l 50 mg/l
Sodium 200 mg/l 200 mg/l
Potassium 12 mg/l -
Sulfates 400 mg/l 250 mg/l
Escherichia Coli 0 n/100ml 0 n/100ml
Entérocoques 0 n/100ml 0 n/100ml
Bactéries sulfito réductrices 0 n/20ml 0 n/20ml
y compris les spores

Page 14



Chapitre I1 Indicateurs microbiologiques des eaux

Chapitre II : Indicateurs microbiologiques des eaux

Les micro-organismes rencontrés dans I'eau sont trés variés, leur nature dépend de celle de
I'eau analysée, eau de captage ou distribution, eau de traitement ou de circuits industriels,

eaux résiduaires,... etc. Ces micro-organismes sont classés en (Bentounes, 2017) :

» Bactéries indicatrices de contamination fécale.

» Bactéries pathogenes pour 'homme.

L’eau peut contenir des micro-organismes pathogénes (des virus, des bactéries, des
parasites). Ils sont dangereux pour la sant¢ humaine, et imitent donc les usages que 'on peut
faire de I'’eau (Bouchemal et Hammoudi, 2016).

On peut également rencontrer dans I'eau des parasites (kystes d’amibes) et des virus

(poliomyélite virus des hépatites virales) (Berne, 1972).
1. Bactéries indicatrices de contamination fécale
1. Les coliformes

Dans cette famille des entérobactéries, certaines bactéries forment le groupe ancien des

coliformes, ayant les propriétés suivantes (Delarras, 2010) :

> Ce sont des bacilles a Gram négatif, non sporulé, oxydase négatif, aéro-
anaérobies ou anaérobies facultatifs.

> IIs peuvent se développer en présence de sels biliaires ou d’autres agents de
surface équivalents.

> IIs fermentent le lactose (et le mannitol) avec production d’acide et d’aldéhyde
en 48 heures, a des températures de 35 a 37 °C.

1.1. Les coliformes totaux (CT)

Les coliformes totaux constituent un groupe de bactéries présent naturellement sur les
végétaux, dans les sols ainsi que dans les intestins des humains et des animaux a sang chaud
(Bensalah, 2010)

IIs sont définis comme l'ensemble des bactéries aérobies et anaérobies facultatives Gram

négatif, non sporulantes , en forme de batonnet, qui sont capables de se multiplier en présence
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de sels biliaires ou d’autres agents de surface ayant des propriétés équivalentes et de

fermenter le lactose avec production d’acide et de gaz en 48 heures a 35-37°C.

Les principaux genres inclus dans le groupe sont : Citrobacter, Enterobacter, Escherichia,
Klebsiella et Serratia (CEAEQ). La presque totalit¢ des especes est non pathogéne et ne
représente pas de risque direct pour la sant¢ (Edberg, 2000), a I'exception de certaines

souches d'Escherichia coli (E. coli) ainsi que de rares bactéries pathogénes opportunistes.

Les coliformes totaux constituent un groupe de bactéries que l'on retrouve fréquemment
dans Penvironnement, par exemple dans le sol ou la végétation, ainsi que dans les intestins

des mammiféres, dont les étres humains (Chan et al., 2007).

Leur détermination dans I'’eau potable est indicatrice d’une détérioration de la qualité,
n’entrainent en général aucune maladie, car ils constituent non seulement une présomption de
la présence des maticres fécales d’origine humaine ou animale mais aussi une présomption de

la présence des germes de micro-organismes pathogenes (Payment et Hartemann, 1998).

1.2. Les coliformes fécaux (CF)

Appelés aussi coliformes thermo-tolérants (CTT), les coliformes fécaux correspondent
aux coliformes qui présentent les mémes propriétés apres incubation a la température de 44
°C (Rodier et al., 2009). IIs sont des bio-indicateurs de contammation fécale au méme titre
que les streptocoques fécaux et les Clostridium sulfito-réducteurs (Nola et al., 1998). La
détermination des coliformes fécaux dans une eau ne fournit pas trop de spécificité quant a

I'origine de la contamination fécale de I'eau (Verhille, 2013).

L’espece la plus fréquemment associée a ce groupe bactérien est I Escherichia coli (E.
coli), représente 80 a 90 % des coliformes thermo tolérants détectés (Barthe, 1998). Et, dans

une moindre mesure, certaines especes des genres Citrobacter, Enterobacter et Klebsiella

(Edberg, 2000).

1.2.1. Escherichia coli

E. coli est le principal indicateur utilis¢é dans I'analyse de la qualit¢ de I'’eau, depuis plus

de 50 ans. Il s’agit d’une bactérie coliforme thermorésistante que I'on trouve essenticllement
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dans les I'ntestin et les selles des animaux et des reptiles a sang chaud, y compris humains

(Benbouzid et Fares, 2017).

Escherichia coli (E.coli) est lespéce type du genre Escherichia des entérobactéries,

appelée communément "colibacille" c.-a-d. "bacille a célon (Tenaillon et al., 2010).

Cette espéce qui a fait lobjet d'un trées grand nombre d'études constitue le modele des
bacilles a Gram- aérobies. La plupart des E. coli se multiplient rapidement (18 a 24 h) sur les
milieux habituels. Les colonies ont en moyenne 2 mm de diamétre, et 2 a 4 microns de long
sur 0,4 a 0,6 microns de large .Elles sont rondes, plastes et a bords réguliers (Boubrit et
Boussad, 2017). C’est une protéobactéries, polynucléaires, neutrophiles, commensale,

saprophytes (Lellan et al., 2001).

Figure 2 . Photo d’une souche E.coli observer sous microscope électronique

(Cullough, 2019).

Le genre Escherichia comprend cinq especes: E. coli, E. fergusonii, E. hermannii, E.
vulneris, et une espece tres rare isolée des blattes: E. blattae. Ces especes sont différenciées
sur la base de lhybridaton ADN/ADN et par leurs caractéres biochimiques respectifs
(Leminor et Veron, 1989).
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Il ya difRrents pathovars d’E. Coli : les E. coli enterotoxinogénes (ETEC), les E. coli
entéropathogénes (EPEC, les E. coli entérohémorragiques (EHEC), les E. coli entéromvasifs
(EIEC) (Prescott et al., 2003).

» Les ECET : E. coli entérotoxinogénes sont aprés les Rotavirus, les principaux micro-
organismes responsables de diarrhée chez les enfants dans les pays en voie de développement
notamment chez les enfants de moins de 3 ans. Ils sont aussi régulierement responsables de la

diarrhée du voyageur ou turista (Singleton, 2005).

» Les ECEP : E. coli entéropathogénes responsables de gastro-entérites infantiles. Elles
ne sont ni invasives ni toxiniques mais peuvent adhérer aux membranes des entérocytes et
provoquer la destruction de leurs microvillosités. S’ensuit une diarrhée aqueuse importante

mais autolimitée (Cristian, 2008).

» Les ECEIl: E. coli entéro-invasifs se caractérisent par un syndrome dysentérique. En
effet, ces bactéries induisent une importante réaction inflammatoire au niveau du colon, ce qui
se traduit par lapparition de selles sanglantes, muqueuses et renfermant quelque fois du pus

(Cristian, 2008).

> Les ECEH: E. coli entérohémorragiques reconnus comme pathogénes pour 'homme
quau début des années 80, engendrent diverses manifestations cliniques: diarrhées aqueuses,
parfois suivies de colites hémorragiques, caractérisées par des crampes abdominales séveres
et une diarrhée sanglante. L'alimentation d'origine animale semble étre la source principale de

contamination humaine (Denis et al., 2007).

2. Streptocoques du groupe D

Ce sont des bactéries qui se présentent sous forme de cocci a Gram positif (CGP) de forme
sphérique ou ovoide, se présentant en chainettes, diplocoques, immobiles, non sporulées,
anaérobies facultatives, catalase négatif , oxydase négatif ,possédant un antigéne du groupe D.
cultivé dans une température 44°C, et a pH 9,6 .ce sont des hotes normaux d’homme, et ne

sont pas considérés comme pathogene (Berne, 1972).
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Elles sont présentes dans les intestins d’environ 75 % des humains (Olivieri, 1982), a des
concentrations variant de 105 a 108 bactéries/g (Edberg et al., 2000). Aussi on le retrouve
dans différents habitats et chez différents hotes.

Quant aux streptocoques du groupe D susceptibles de contaminer les eaux
d’approvisionnement, ils sont plutdt typiques des déjections animales, comme Streptococcus
bovis, S. equinus, S. gallolyticus et S. alactolyticus (Bitton, 1999). Ces espéces colonisent le
bétail, les chevaux et la volaille bien qu’elles peuvent parfois étre présentes chez ’humain, en
particulier S. bovis (Devriese et al., 1998). Et elles n’ont pas été transférées dans le

genre Enterococcus.
3. Clostridia

Les clostridia, bactéries anaérobies sporulées comprennent plus de 150 especes (Bergey’s
Manual, 2004) .Elles peuvent étre des espéces saprophytes non pathogénes pour I’homme,
des espéces saprophytes pouvant étre pathogeénes occasionnelles ou des espéces toxinogens

trés pathogenes pour 'homme ou pour des animaux (Delaras, 2010).

Les clostridia peuvent étre classées en quatre groupes physiologiques qui mterviennent

dans nombreuses fermentations industrielles (Delaras, 2007).

Parmi ces especes certain sont pathogenes pour '’homme ou pour les animaux, d’autres

forment le groupe de clostridia sulfitoréducteurs.
3.1. Clostridium sulfito-réducteurs

Parmi les parametres retenus pour déterminer la qualité microbiologique d’une eau
d’alimentation, les Clostridium sulfito-réducteurs sont pris en compte aussi. Les Clostridium
sulfito-réducteurs sont souvent utilisés comme des témoins de pollution fécale. La forme
spore, beaucoup plus résistante que les formes végétatives, les coliformes fécaux et les
streptocoques  fécaux, permettrait ainsi de déceler une pollution fécale ancienne ou

mtermittente (Rodier et al., 2009).

Les Clostridium sulfito-réducteurs Ce sont des bactéries a Gram positif, de forme
batonnets (bacilles), mesurant 4 & 6um de long et 1 a 2um de large, avec des spores ovales ou

sphériques déformantes, résistantes aux facteurs physicochimiques (thermorésistance....),
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réduisent les sulfites en sulfures et dont la plupart des especes est mobile (Gregorio et al.,

2007).

Elles font partie de la flore tellurique naturelle, aussi bien que dans les matieres fécales
humaines et animales. C'est pourquoi, leur utilisation en tant qu'indicateurs de contamination

fécale d'une eau n'est pas tres spécifique (Maiga, 2005).

L’mtérét de la recherche de tels indicateurs réside dans la propriété de sporuler, ce qui les

rend particulierement résistant aux traitements de désinfection (Héléne, 2000).

4. Microorganismes revivifiables

Microorganismes revivifiables toute bactérie aérobie, levure ou moisissure, capable de
former de colonies dans le milieu spécifi¢ et dans les conditions d’essai décrites dans la
norme. Le dénombrement des germes revivifiables, nommés également mésophiles aérobies
en fonction de leurs conditions de développement, est utilis¢ comme mdicateur de pollution,
soit dans les milieux naturels de trés bonne qualit¢ microbiologique pour controler une

possible contamination bactérienne (Benbouzid et Fares, 2017).

Leur présence en grand nombre est le signe d'une dégradation de la qualit¢ de l'eau, soit a
la ressource, soit dans le réseau. Les bactéries d'origine résiduaire (environnementale) sont
dénombrées a 22°C sur une période de 72 heures d'incubation, et les bactéries d'origine
mtestinale (humaine ou animale) a 37°C sur une période d'incubation de 24 heures (Rejesk,

2002).
5. Normes de la qualité bactériologique de I’eau potable

Les deux groupes de micro-organismes les plus utilisés comme indicateurs de
contamination bactérienne sont les coliformes totaux et les coliformes fécaux, I'objectif visé
et 'absence de coliforme dans 100 ml d’eau, mais si cet objectif n’est pas atteint le réglement
sur 'eau potable a proposé les limites maximales suivantes qui sont présentés dans le tableau

qui suit (Bentounes, 2017) :
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Tableau 3. Normes Et Recommandation Pour La Qualité Bactériologique de L’eau

potable (Hamed et al., 2012).

Paramétres Unités Recommandation (OMS)
bactériologiques
Germes totaux Germe ml 100
Coliformes totaux Germe /100ml <10
Coliformes fécaux Germe /100ml 0
Streptocoques fécaux Germe /100ml 0
Colstridium sulffito- Germe /20ml 0
réductures

2. Bactéries pathogeénes pour ’homme
1. Enterobacteriaceae

Les entérobactéries constituent une famille bactérienne hétérogéne regroupant un grand
nombre d’especes. Au niveau phénotypique, ce sont des bacilles Gram négatif droits, mobiles
par flagelles péritriches, ou immobiles, non sporulés, aérobies facultatifs, catalase positive,
oxydase négative, réduisent habituellement les nitrates en nitrite (pas en N2) ; ARNr 16S de
gamma-protéobactéries (Madigan et Martinko, 2007).

Les entérobactéries sont des bactéries ubiquitaires retrouvées partout dans le sol, dans

leau, dans certaines denrées alimentaires (Ruppé, 2010).

On les trouve aussi dans la cavit¢ buccale, au niveau des voies aériennes supérieures et sur
les organes génitaux, mais la plupart des especes qui composent cette famille sont des hotes
normaux ou pathogenes du tube digestif de l'homme et des animaux, pour cela elles sont

nommeées entérobactéries (Fauchére et Avril, 2002).

Toutes les entérobactéries possedent des antigénes de paroi ou antigénes O qui
correspondent aux polyosides fixés sur les lipopolysaccharides (LPS) et qui constituent les

endotoxines des bactéries a Gram négatif (Meziani, 2012).
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Les espéces mobiles possédent en plus des antigenes de flagelles ou antigénes H

Constitués d’une protéine, la flagelline ils sont thermolabiles et mactivés par l'alcool (Avril et

al., 2000).

Certaines souches possédent en plus un antigéne K qui masque Pantigéne O, et qui
correspond a une enveloppe polyosidique constituant une véritable capsule et donnant un

aspect muqueux (Meziani, 2012).

Aunligéue H "A”‘“.l!"“' “‘ (Vl)
Antiphoe O / r—\

Antigine O

. et ——

Figure 3. Antigenes O et I’antigene H et I’antigéne K (Philippon, 2001).
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Tableau 4. Principaux genres et especes des entérobactéries (Benkerroum et

Tamime, 2004).

Groupes Familles Genre Especes
GROUPE 1 Edwardsielleae Edwardsiella

Salmonnelleae Salmonnella Salmonella typhi

S.paratyphi

S.enteritidis
GROUPE 11 Escherichiea Escherichia Escherichia coli

Shigella Shigella dysenteriae

Shigella flexneri

Shigella boydii
Shigella sonnei

Levineae Levinea
GROUPE 111 Klebsielleae Klebsiella Klebsiella
pneumoniae
Klebsiella oxymore
Enterobacter Enterobacter
aerogen
Enterobacter
cloaceae
Serratia Serratia marcescens
Erwinia
GROUPE 1V Proteae Proteus Proteus mirabilis
Proteus vulgaris
Proteus rettgerii
Providencia
GROUPE V Yersinieae Yersinia Y. enterolitica Y.

pseudotuberculosis

1.1. Salmonelle

Les Salmonelles sont des entérobactéries dont les caractéres essentiels sont de ne pas

fermenter le lactose et de ne pas produire d'uréase (Leyral et Vierling, 2001).

Les Salmonella sont essentiellement des parasites intestinaux de 'homme et des animaux
vertébrés. Elles peuvent cependant étre disséminées dans lenvironnement par les excrétas

(Leminor et Veron, 1989).

Page 23



Chapitre I1 Indicateurs microbiologiques des eaux

Les déjections de ces espéces peuvent contaminer le sol et/ou I'eau. Si elles ne peuvent s’y
multiplier de maniere significative, elles peuvent y survivre, en particulier dans le sol, pendant
plusieurs semaines ou méme plusieurs mois si les conditions de température, de pH et

d’humidité sont favorables (Cristian, 2008).

2. Pseudomonas

Les caractéristiques des Pseudomonades sont décrites dans louvrage « Bergey’s »

(Garrity, 2005).

Ce groupe renferme des bacilles a coloration de Gram négatif, droits ou légérement
mcurvés, de 0,5 a 1,0 um de diametre sur 1,5 a 5,0 um (ou plus) de longueur, non sporulés.
Ces bactéries sont généralement mobiles grace a un ou plusieurs flagelles polaires (Delarras,

2010).

Ces bactéries sont acrobies, a métabolisme strictement respiratoire. Globalement, toutes
sont capables de se multiplier a 28°C et pour des valeurs de pH supérieures a 4,5. Néanmoins,
certaines sont considérées psychrophiles et d’autres thermophiles. Leur caractéristique
majeure reste toutefois la diversit¢ et la pluralit¢ des substrats carbonés qu’elles sont capables
d’utiliser et leur richesse en enzymes hydrolytiques (protéases, lipases, estérases, etc.)
(Coenye et Vandamme, 2003).

vivent librement a [I'état saprophytique dans l'eau douce ou le sol ou bien en association
avec des plantes, cependant, de nombreuses especes peuvent dans des conditions favorables
coloniser ’homme ou I'animal et provoquer des mfections de type nosocomiales (Leminor et

Veron, 1989).

2.1. Pseudomonas aeruginosa

Cette bactérie se rencontre dans lenvironnement hospitalier au niveau du matériel,

médical ou chirurgical, et dans les solutions d'antiseptiques (Delarras, 2010).

Ainsi, P. aeruginosa est associé aux canalisations de nature variée constituant les réseaux
d’eaux de distribution publique (EDP) et d’eaux usées, a la robinetterie et aux siphons, aux
objets et linge de toilette des environnements hospitaliers ou non-hospitaliers. P. aeruginosa

peut étre présent dans des eaux résiduaires, des eaux de surface, des eaux destinées a la
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consommation humaine (eaux du réseau de distribution publique et eaux conditionnées

(Mena et Gerba, 2009).

Figure 4. Photo d’une Pseudomonas aeruginosa observer sous microscope

¢lectronique (Shutterstock, 2019).

3. Staphylocoques

Staphylocoques sont des bactéries impliquées dans des pathologies variées et de degrés de
gravit¢ divers. Elles sont un des premiers agents responsables d'infections nosocomiales
(infections contractées en milieu hospitalier) mais elles peuvent aussi étre contractées en

dehors de I'hopital (infections dites communautaires) (Msadek, 2016).

les staphylocoques sont des germes ubiquistes qui peuvent vivre en bactéries saprophytes
dans la nature (sols , air , eaux , aliments,...), et en bactéries commensales sur la peau e les
muqueuses de I'homme et des animaux (mammiféres), et en bactéries pathogénes , agents

d’infections humaines ou animales qui peuvent étre redoutables (Delarras, 2010).

Les Staphylocoques sont des cocci sphériques de 0,5 a 1 um de diamétre, en amas

(grappes de raisin), immobiles, a Gram positif et non sporulés (Federighi, 2005).

Ce genre est séparé (divis€) en deux groupes sur la base de la présence d’une coagulas, on

distingue :
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» Les Staphylocoques a coagulase positive (SCP) dont le chef fille est Staphylococcus
aureus, mais qui comprend d’autre espéce comme S.hyicus ou S.intermedius.

» Les Staphylocoques a coagulase négative (SCN) qui regroupent une vingtaine
d’espéces. Toutefois, certaines especes classées dans le groupe des SCN peuvent produire une

coagulase. C’est le cas de S .delphini , S. schleiferi et S. lutrae (Hama, 2006).
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Partie 02 Matériels et méthodes

1. Lieu et période de I’étude

Notre étude a ét¢ réaliser pendant deux mois de 15 janvier jusque a au 15 mars 2020. Elle
a porté sur la suivre de la qualit¢ physique et chimique et microbiologique de I'eau (eau de

robinet, eau de bache a eau) de I'hdpital de Ain-Sefra la wilaya de Naama.

» La premiére partic a été réalisée au niveau de laboratoire de microbiologie dans
l'université salhi-Ahmed de Nadma c'est qui concerne les analyses microbiologiques.
» Et pour la deuxiéme partic des analyses physiques et chimiques et microbiologique (la

méthode par filtration sur membrane) se fait au niveau de laboratoire de IADE de Naama.

2. Analyse physico-chimique

2.1. Prélévement physique et chimique

Nous avons effectué¢ deux prélevements, le premier a été prélever de la bache a eau et le
deuxieme a ¢été prélever robinet. L’échantillonnage pour Ianalyse physico-chimique ne pose
pas de probléme particulier. Des flacons plastiques sont suffisants et le volume du
prélevement est un litre (1L) pour une analyse complete. Il est préférable d’effectuer I’analyse
le plus tot possible. Les éléments comme les nitrates etc... Peuvent subir des modifications

lors de la conservation.

2.2. Parametre partielle

2.2.1. Mesure de la Température

La température de I'eau est un parametre de confort pour les usagers. Elle permet
également de corriger les paramétres d’analyse dont les valeurs sont liées a la température

(conductivit¢ et pH notamment) (Rodier et al., 2009).

Pour I'eau potable, la température maximale acceptable est de 25°C, car on admet que

I'eau doit étre rafraichissante (Dupont, 1981).

La température doit étre mesurée in situ. Les appareils de mesure de la conductivité ou du

Ph possedent généralement un thermometre mtégré.
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La mesure de température consiste & plonger la sonde du thermometre dans I’échantillon,

on attend que la valeur se stabilise, etonla note la valeur mesurée qui est donnée en °C.

2.2.2. Le potentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH mesure la concentration en ions H+. Plus couramment, le pH mesure I'acidit¢ ou la

basicit¢ d’une solution. Ce qui donne des renseignements importants sur la nature des eaux

(Chelli et Djouhri, 2013).

» Mode opératoire

v’ Etalonner I'appareil avec la solution tampon et par la suite rincer I'électrode avec I'eau
distillée, puis avec I’échantillon a analyser.

v' Remplir le bécher avec I'eau a analyser.

v Emerger I'électrode dans I'échantillon et mettre I'appareil en mode pH et appuyer sur la
touche « READ », attendre le signal sonore, puis noter les valeurs du pH et de Ila

température affichée.
2.2.3. Mesure de Conductivité

La conductivit¢ des eaux potables est souvent liée a la concentration en sels minéraux
dissous. Elle est exprimée en micro siemens par centimetres (uS/cm) (Tardath et Beaudry,

1984).
» Mode opératoire

v' Brancher I'électrode correspondant a la mesure, puis rincer cette électrode avec de I'eau
distillée, puis avec I'échantillon a analyser.
v Emerger I'électrode dans le bécher contenant I'échantillon, mettre en mode conductivité.

v Appuyer sur la touche « READ » et la valeur s’affiche.
2.2.4. Salinité

La salinité désigne la concentration de sels minéraux dissous dans l'eau (Dégrément, 1952).
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» Mode opératoire

Apres avoir noté la conductivité, appuyer de nouveau sur « READ » puis sur la touche «

SAL » et noter la valeur affichée.
2.2.5. Total des solides dissous (TDS)

Le TDS signifie total des solides dissous et représente la concentration totale des
substances dissoutes dans I'eau. Le TDS est composé de sels inorganiques et de quelques

matiéres organiques.
» Mode opératoire

Une fois la salinit¢ est notée, appuyer une nouvelle fois sur la touche « READ » puis sur la

touche « TDS » et noter la valeur affichée (Figure 5)

Figure 5. Appareil de mesure de la TDS, pH, conductivité, température et la salinité

(Chelli et Djouhri, 2013)
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2.2.6. Turbidité

La turbidit¢é d'une eau est due a la présence des matieres en suspension finement divisées :
argiles, limons, grains de silice, matiéres organiques, algues, micro-organismes, etc. C'est un
parametre important dans le contrdle de la qualit¢ des eaux (Rodier, 1984; OMS, 1986) La
mesure est effectuée avec un turbidimetre. Il s'agit d'un photometre particulier qui mesure

I'mtensité de la lumiére diffuse.
» Mode opératoire

v' Mettre en marche le turbidimétre (Figure 6).

\

Agiter I'échantillon a analyser et remplir la cuve.

v Essuyer la cuve avec du papier absorbant en le tenant par la partie supérieure avec le plus
grand soin afin de ne pas laisser des traces dessus.

v Introduire la cuve dans son emplacement dans 'appareil et fermer le couvercle.

v" Noter la valeur maximale affichée.

Figure 6. Turbidimétre (Chelli et Djouhri, 2013).
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2.3. Parametre complet
2.3.1. Mesure de la Dureté/ Titre hydrométrique (TH)

La mesure du titre hydrométrique d’une eau correspond a la quantité de calcium Ca’+ et

de magnésium Mg>+ présents dans cette eau, c’est la dureté de I'eau (Bouhlal, 2014).
» Mode opératoire

v Prendre 100mL d’échantillon a analyser. Ajouter 5mL de la solution tampon. Ajouter
encore une pointe de spatule d’indication colorée solide (noir d’ériochrome).
v Titre par une solution complexe on EDTA a 0,02molL jusqu’au virage du rose au bleu

royal. Noter le volume de complexe on versé.
» Remarque

L’EDTA (acide éthyléne diamine tétra acétique) de formule Ci0HisN20s, se lie a des ions
métalliques pour donner des complexes donnant une couleur a la solution en présence d’un

indicateur coloré.
2.3.2. Titre alcalimétrique complet (TAC) ou alcalinité totale

Consiste en la concentration de I'eau en espéces basiques OH-, HCO3 -, CO3%", ou plus
précisément lalcalinité¢ totale d’une eau est mesurée par la quantit¢é d’acide nécessaire pour

abaisser son pH jusqu'a 4,5 (Uwamungu et Yufeng, 2010).
» Mode opératoire

Ajouter dans lerlenmeyer 100mL d’eau a analyser en plus de quelques gouttes de vert de
bromo-crésol (indicateur coloré), il se produit une coloration jaune, et doser ensuite par HCI

0,02N goutte a goutte jusqu’au virage jaune-orange.
2.3.3. Chlorures (CI")

Les chlorures sont des anions inorganiques importants contenus en concentrations
variables dans les eaux naturelles, généralement sous forme de sels de sodium (NaCl) et de

potassium (KCI).
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IIs sont souvent utilisés comme un indice de pollution. Ils ont une influence sur la faune

et la flore aquatique ainsi que sur la croissance des végétaux (Makhoukh, 2011).

» Mode opératoire

v" Dans un erlenmeyer introduire successivement :

100mL d’eau a analyser.

<\

v' Ajouter une solution du sel de chromate de di-potassium goutte a goutte jusqu’a obtention
d’une couleur jaune foncé (pH=3 ,6).

v' Ajouter un excés de 3 gouttes du sel de chromate de di-potassium, et titrer lentement au
nitrate mercurique  AgNO3 (a 0,02molL) jusqu'a ce que la teinte jaune devienne

franchement orange.
2.3.4. Ammonium (NHj")

L’ammoniac est un gaz soluble dans I'eau, il se présente sous forme ionisée (NH4") dans
la plus part des eaux dont le pH varie entre 6 et 8. La teneur en ammonium est un critére

mportant de mesure de la pollution des eaux.

Généralement les ammoniums sont absents dans I'eau potable. Leur présence provient des
processus de décomposition microbiologique des protéines animales et végétales. Ils peuvent
étre réutilisés comme engrais pour les plants, lorsque le pH est ¢levé le cation ammonuum se

transforme en ammoniac NH3 toxique (Bouhlal, 2014).
» Mode opératoire

v" Prendre 40mL de I’échantillon a analyser et le mettre dans une fiole jaugée de 250mL.

v' Introduire 1mL du réactif coloré. Ajouter 4mL de solution de dichloro-isocynurate de
sodium.

v’ Placer dans le bain d’eau maintenu a 25°C pendant 1 heure.

v" Faire la lecture au spectrophotométre a 655 nm.
2.3.5. Fer (Fe2%)

Le fer de I'eau ne présent certes aucun inconvénient du point de vue physiologique, mais a
des teneures trés importantes, il influe sur la qualit¢ organoleptique de I'eau (mauvais gout,

couleur et saveur).
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» Mode opératoire

v' Prendre 40mL d’échantillon a analyser.

<\

Ajouter SmL de peroxosulfate de potassium K2S>0Os.

v" Porter 4 douce ébullition pendant 40 min et aprés refroidissement, ajouter 10mL d’acétate
d’ammonium et d’acide acétique.

v' Ajouter 1mL de chlorhydrate d’hydroxylamine.

Introduire 10mL de Phénanthroline.

\

v' Laisser 15 min a l'obscurité et lire au spectrophotométre a 510nm.
2.3.6. Nitrates (NO3")

Au singulier, nitrate désigne lion nitrate, et au pluriel, nitrates désigne les sels contenant
des ions nitrate (nitrate de sodium, nitrate de potassium, etc.). Ce sont les sels de lacide
nitrique, et ce sont des substances chimiques naturelles qui entrent dans le cycle de I'azote. Le
nitrate est beaucoup utilis¢ dans les engrais morganiques et les explosifs, leur présence dans
I'eau est un indicateur de pollution. Dans le milieu aquatique, le nitrate est moins toxique que

les autres formes de l'azote, comme le nitrite et 'ammoniaque (Bouhlal, 2014).
» Mode opératoire

v' Prendre 50 mL de I’échantillon. Ajouterl, 25mL de la solution tampon. Mettre I'ensemble
dans la colonne de cadmum. Verser 25mL qu’on rejette.

Récupérer la 2éme 25 ml et ajouter ImL de sulfanilamide.

Ajouter 1 ml de NED (di chlorhydrate N-(naphtyl-1)).

Laisser au repos pendant 30min.

ASEENEENERN

Faire la lecture au spectrophotométre a 540 nm.

2.3.7. Nitrites (NOy")

Les nitrites sont les sels de lacide nitreux. L'acide nitreux est un acide instable de formule
HNO:. Ce sont des composés mtermédiaires du processus de nitrification ou de
dénitrification. Il est conseillé de les doser rapidement apres le prélevement.

Les nitrites sont généralement absents (ou a peine mesurables), leur présence est un
indicateur d’une pollution due a des rejets d’eau usée polluée ou a un ralentissent du

processus de nitrification. Ils sont toxiques méme a faibles doses (Bouhlal, 2014).
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» Mode opératoire

v" Prendre 40mL de I’échantillon et ajouter 1mL de réactif de diazotation.
v Laisser ala repose pendant 20min.

v' Faire la lecture au spectrophotométre a 540 nm.
2.3.8. Phosphate (PO473)

Le phosphore est un élément assez rare mais indispensable a tous les étres vivants. Il entre

notamment dans les cycles énergétiques cellulaires.

I est assimilable par les étres vivants sous forme oxydée (phosphates,
hydrogénophosphates...) ou sous forme organique dans la nature, il provient essentiellement
de la décomposition des cellules mortes qui sont minéralisées par les microorganismes pour

donner des phosphates rapidement assimilées (Aouissi, 2010).

» Mode opératoire

v" 40 ml d’cau analysé
v" 1 ml d’acide ascorbique (d’acide Ascorbique : 10g dans 100 ml de H>0)
v' 2 ml du réactif (Molybdate Acide)

Le réactif réagit en milieu acide en présence de phosphate en donnant un complexe
phosphomolybdique, qui réduit par I'acide Ascorbique, développe une coloration bleu

susceptible d’un dosage colorimétrique. Les résultats sont exprimés en mg/l de phosphates.
2.3.9. Sulfate (SO47%)

Les sulfates sont précipités en milieu chlorhydrique a I'état de sulfate de baryum. Le
précipité ainsi stabilis¢ a laide d'une solution de "Tween 20" ou de polyvinyl-pyrrolidone. Les

suspensions homogenes sont mesurées au spectrometre.
» Mode opératoire

v' Introduire 39 ml d'eau a analyser dans un tube a essai, ajouter 1 ml d'acide chlorhydrique
au 1/10 et 5 ml de la solution de chlorure de baryum.
v’ Agiter énergiquement et laisser reposer 15 minutes. Agiter de nouveau et faire les lectures

au spectrométre a la longueur d'onde de 650 nm.
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2.3.10. Magnésium (Mg?>*)

Le magnésium est plus abondant aprés le calcium par rapport au sodium et au Potassium
(Sahraoui, 2015). Est I'un des ¢léments le plus répandu dans la nature, i constitue environ

2,1% de I'écorce terrestre. La plut part de ses sels sont trés solubles dans I'eau (Rodier, 1996).

C’est la concentration en ion magnésium. Elle se détermine par titrage par TEDTA a pH =
10. Apres avor fait précipit¢ les ions calcium sous forme d’oxalate de calcium et en utilisant,

le NET (Noir d’ériochrome) comme indicateur de fin de réaction.
» Mode opératoire

Prendre 25 ml de I’eau a analyser.

Ajouter Iml de la solution ammoniacale tampon.

Une pincée de I'indicateur coloré NET de couleur mauve.

D N N NN

Titrer avec la solution d’EDTA a 0,02 N jusqu'a I'obtention d’une couleur bleu front, on
obtient le volume de TEDTA (VEDTA).

2.3.11. Calcium (Ca?")

Le calcum est un métal alcalino-terreux extrémement répondu dans la nature et en
particulier dans les roches calcaire sous forme de carbonates. C’est un composant majeurs de
la duret¢ de leau et qui est généralement I'é¢lément dominant des eaux potables. Il existe
surtout a I'état d'hydrogénocarbonates et en quantit¢ moindre, sous forme de sulfates, de
chlorures,... etc (Rodier, 1996). Les eaux potables, de bonne qualité, renferment de 100 a 140
mg/l de calcum soit 150 a 200mg/l en CaSO4 ou 250 a 350 mg/l en CaCOs3 (Rodier, 1996).

Le calcum est dosé¢ avec une solution aqueuse d’EDTA a pH compris entre 12 et 13. Ce

dosage se fait en présence de MUREXIDE.
» Mode opératoire

v Prendre 25 ml de I’échantillon (I’eau) a analyser.

v Ajouter 2 ml de la solution d’hydroxyde de sodium.

v Ajouter une pincée de MUREXIDE.

v' Titrer avec 'EDTA jusqu’au point d’équivalence, Noter VEDTA.
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3. Méthode d’analyses microbiologiques

3.1. Prélévement microbiologique

Nous avons effectu¢ deux prélevements, le premier a été prélever de la bache a eau et le
deuxieme a ét¢ prélever de robmet. Nous avons utilis¢ des flacons en verre stériles. Au
moment du prélevement, on ouvre le flacon, on le remplit en prenant soin de ne pas

contaminer 1’échantillon.

» Lors de réaliser un prélévement d’eau il faut :

o Se désmfecter les mains.

o Stériliser le robinet pendant 1 minute avec un coton imbibé d’alcool enflammé.

o Ouvrir doucement le robinet et laisser I'eau s’écouler, a un débit moyen pendant 1 a 2
minutes.

o Remplir le flacon avec '’eau de robinet puis fermer le flacon et flambé.

» Transport des échantillons

Apres le prélevement, le flacon doit €tre lisiblement étiqueté et envoyé sans retard au
laboratoire dans des glacieres. Jusqu’au moment de lanalyse avec un délai n’excédant pas

plus de 8 heures (Guiraud, 2003).

3.2. Recherche des germes

1. Recherche et dénombrement de la flore mésophile aérobie totale

La recherche et le dénombrement des germes revivifiables se réalise a deux températures
différentes afin de cibler a la fois les micro-organismes a tendance psychrophiles soit a 20° et
ceux franchement mésophiles soit 37°C (Lebres, 2002).

A partir de P'eau a analyser, porter aséptiquement 2 fois 1ml dans deux boites de Pétri
vides préparées a cet usage.

Compléter ensuite chacune des boites avec environ 20 ml de gélose et mélanger avec

précaution en mouvement rotatoire puis laissé solidifier (Figure 7).
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> Incubation

Retourner les boites et incuber, une a 37 °C pendant 24 h a 48 h, l'autre a 22 °C pendant

72 h. la lecture se fait apres chaque 24h.

> Lecture

Les germes revivifiables se présentent dans les deux cas sous forme de colonies

lenticulaires poussant en masse.

- Porter 1ml d’eau analyser dans Boite de pétri
1a boite de pétri.

- Compléter la boite de pétri avec

environ 15 ml de gélose TGEA.

Incubation 24 a2 48 heures a 37°C

Incubation 72 heures a 22°C

U

Dénombrement des
colonies

TGEA I

Figure 7. Recherche et dénombrement de la flore mésophile aérobie totale (Hamed

et al., 2008).

Page 36



Partie 02 Matériels et méthodes

2. Recherche et dénombrement des coliformes

La recherche et le dénombrement des coliformes peuvent se faire selon deux méthodes de

choix :

» Soit en milieu liquide sur BCPL par la technique du NPP (Nombre le Plus Probable)
(Figure 8).
» Sott par filtration sur membrane a 0,45um en milieu solide (Figure 9).

2.1. Technique en milieu liquide sur BCPL
La technique en milieu liquide fait appel a deux tests consécutifs a savorr :

v' le test de présomption : réservé a la recherche des Coliformes totaux.
v’ le test de confirmation : encore appelé test de Mac Kenzie et réservé a la recherche des

Coliformes fécaux a partir des tubes positifs du test de présomption (Lebres, 2002).
» Test de présomption
A partir de I’eau a analyser, porter aseptiquement :

o 5 fois 10 ml dans 5 tubes contenant 10 ml de milieu BCPL D/C muni d’une cloche de
Durham.

o 1 fois 1 ml dans 1 tube contenant 10 ml de milieu BCPL S/C muni d’une cloche de
Durham.

o 1 fois 0.1ml dans 1 tube contenant 10 ml de milieu BCPL S/C muni d’une cloche de

Durham.

» Incubation
L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48 heures
» Lecture
Sont considérés comme posttifs les tubes présentant a la fois :

o Un dégagement gazeux (supérieur au 1/10 de la hauteur de la cloche).
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o Un trouble microbien accompagné d’un virage du milieu au jaune (ce qui constitue le
témoin de la fermentation du lactose présent dans le milieu).

o Ces deux caracteres étant témoins de la fermentation du lactose dans les conditions
opératoires décrites.

o La lecture finale se fait selon les prescriptions de la table de Mac Grady NPP (Annexe
03).

> Test de confirmation ou test de Mac Kenzie

Le test de confirmation ou test de Mac Kenzie est basé sur la recherche de Coliformes

fécaux parmi les quels on redoute surtout la présence d’Escherichia coli.

Les tubes de BCPL trouvés positifs lors du dénombrement des Coliformes totaux feront
I'objet d’un repiquage a l'aide d’une 6se bouclée dans tube contenant le milieu Schubert muni

d’une cloche de Durham.

> Incubation

L’incubation a 44°C pendant 24 heures.

> Lecture

Sont considérés comme posttifs, les tubes présentant a la fois :

o Un dégagement gazeux, et un anneau rouge en surface, témoin de la production d’Indole
par Escherichia Coli apres adjonction de 2 a 3 gouttes du réactif de Kovacs.

o La lecture finale se fait selon les prescriptions de la table de Mac Grady NPP (Annexe
03).

Page 38



Partie 02

Matériels et méthodes

5X10 ml

T

BCPL D/C BCPL S/C

BCPL S/C

Ei Incubation & 37 °C pendant 48 h

{O

Test confirmatif

=00

Incubation & 44 °C pendant 24 h

——

Milieu positif : dégagement de gaz et
virage de couleur

Présence des coliformes totaux

Repiquage sur Milieu
/ Schubert+ cloche

Si culture gaz+ et ey Ajoutes 2 a 3 gouttes de Kovacs
I’indole +

Dénombrement d'Escherichia Coli

‘.\

Anneau rose

&00

Figure 8. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux (Hamed et al.,

2016).

2.2. Recherche et dénombrement des coliformes par Filtration sur membrane

La filtration sur membrane est une technique de numération adaptée pour énumérer des

bactéries présentes a des concentrations trés faibles dans l'eau, Pour pouvoir dénombrer ces

bactéries, il est alors nécessaire d'analyser des volumes d’eau importants.
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» Principe

Les bactéries présentes dans I'échantillon a analyser sont retenues sur un filtre dont les
pores sont inférieurs a la taille des bactéries (pore de 0,45 pm de diametre). Le filtre qui a
retenu les bactéries contenues dans l'eau, est ensuite déposé sur un milieu de culture approprié
ou les bactéries puisent les ¢€léments nécessaires a sa croissance et se développent. Apres
incubation, les UFC (unités formants colonies) sont comptées pour ¢évaluer la qualité
microbiologique de l'eau. Selon le milieu de culture ou est déposé le filtre, on met en évidence

la présence de différents types de microorganismes (Rejsek, 2002).

Photo 1. Appareil filtration par membrane (ADE, 2020).

2.2.1. Recherche des coliformes totaux

o Tout d’abord, il faudrait stériliser un entonnoir a I’aide d’un bec bunsen.

o Le refroidir soit avec I’eau a analyser ou bien avec de I'eau distillée stérile.

o Mettre en place de fagon aseptique une membrane de 0,45 pm entre la membrane poreuse
et entonnoir a I'aide d’une pince stérile.

o Fixer ce dernier avec la pince correspondante.
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o Remplir de fagcon aseptique I'entonnoir avec 100 ml d’eau a analyser.

o Actionner la pompe a vide pour permettre le passage de I'eau a travers la membrane.

o Retirer ensute la membrane a I'aide d’une pince stérile et la placer dans une boite de Pétri
de 45 mm de diamétre contenant de la gélose TTC.

o Cette membrane sera incubée a 37°C, pendant 24 heures et servira a la recherche des

coliformes totaux (Mouffok, 2008).
2.2.2. Recherche des coliformes fécaux

o Remplir par la suite 'entonnoir avec 100 ml d’eau a analyser.

o Actionner de la méme facon la pompe a vide pour permettre le passage de I'eau a travers
la membrane.

o Retirer ensuite la membrane a I'aide d’une pince stérile et la placer dans une boite de Pétri
de 45 mm de diamétre contenant de la gélose TTC.

o Cette deuxiétme membrane sera incubée a 44°C, pendant 24 heures et servira a la

recherche des coliformes fécaux (Rejsek, 2002).
» Incubation
Les biotes de pétri sera incubée pendant 24 heures.

o a37°C, en ce qui concerne la recherche des coliformes totaux.

o a44°C, en ce qui concerne la recherche des coliformes fécaux.

» Lecture et interprétation

o Aprés 24 heures d’incubation, les coliformes totaux et fécaux apparaissent sous forme de
petites colonies jaunes ou orangées, lisses, légeérement bombées.

o Etant donné le caractére sélectif de la gélose TTC, ne pousseront théoriquement que les
coliformes.

o Ne dénombrer que les boites refermant entre 15 et 300 colonies.

o Le nombre de colonies trouvées sera exprimé dans 100 ml d’eau a analyser.
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Filtration da 100 ml 4" ean

@'— Entonnoir

. +—— Membrane0.45p Fampe de

Filtration

e

Pompa

Cobhfonmes totaux Cobfonmes fecaux

Figure 9. Méthode de Recherche et dénombrement des coliformes par Filtration

sur membrane (Lebres, 2002).

3. Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux

3.1. En milieux liquides

Tout comme la méthode de recherche des coliformes en milieu liquide, celle de la
recherche et le dénombrement des Streptocoques fécaux fait appel a deux tests consécutifs a

savorr (Lebres, 2002) :
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v' le test de présomption.
v le test de confirmation : réservé a la confirmation réelle des Streptocoques fécaux a partir

des tubes positifs du test de présomption.
» Test de présomption
A partir de ’eau a analyser, porter aseptiquement :

o 5 fois 10 ml dans 5 tubes contenant 10 ml de milieu ROTHE D/C.
o 1 fois 1 ml dans 1 tube contenant 10 ml de milieu ROTHE S/C.
o 1fois 0.1 ml dans 1 tube contenant 10 ml de milieu ROTHE S/C (Figure 10).

» Incubation
L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48 heures.
» Lecture

o Sont considérés comme positifs les tubes présentant un trouble microbien.

o Lalecture finale se fait selon les prescriptions de la table du NPP (Annexe 03).
» Test de confirmation

o Le test de confirmation est bas¢ sur la confirmation des Streptocoques fécaux
éventuellement présents dans le test de présomption.

o Les tubes de ROTHE trouvés positifs feront donc 'objet d’un repiquage a I'aide d’une Ose
bouclée dans tube contenant le milieu EVA LITSKY.

o Bien mélanger le milieu et I'inoculum.
» Incubation
L’incubation se fait cette fois-ci a 37°C, pendant 24 heures.
> Lecture
o Sont considérés comme positifs, les tubes présentant a la fois :

o Un trouble microbien.
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o Une pastille violette (blanchatre) au fond des tubes.

i

Eau a
Analyser
5X10 ml 1 ml 0.1 ml

LGOHRR A &
Nosd) N N
—~ ™ ) Y b N o
1 N1 N1 N N =
L N W \_/ \_/
ROTHE D/C ROTHE S/C ROTHE S/C
é Incubation & 37 °C pendant 48 h >

Tube positif : présence de
trouble bactérien

Test confirmatif

)
P, Repiquage sur Milieu Eva Litsky
N
./
Incubation & 37 °C pendant 24h
Présence de trouble l
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Figure 10. Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux (Hamed et al., 2016).
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3.2. Recherche de Streptocoques fécaux ou Streptocoques du groupe D par filtration sur
membrane

o Remplir par la suite 'entonnoir avec 100 ml d’eau a analyser.
o Actionner de la méme fagon la pompe a vide pour permettre le passage de I'’eau a travers

la membrane.
o Retirer ensuite la membrane a I'aide d’une pince stérile et la placer dans une boite de Pétri
de 45 mm de diamétre contenant de la gélose SLANETZ

o Cette membrane sera incubée a 37°C, pendant 24 heures (Figure 11).

» Lecture et interprétation

o Apres 24 heures d’incubation, les streptocoques fécaux apparaissent sous forme de
Petites colonies rouges, marron ou roses, lisses, légérement bombées.

o Ne dénombrer que les boites refermant entre 15 et 300 colonies.

Filtration d= 100 mld zan

@*— Entonnoir

«—— DMMembrane0.43u Fampe de

Rﬂl .

37°C, 24 heures

Streptocoques fécaim

Figure 11. Méthode de Recherche de Streptocoques fécaux ou Streptocoques du

groupe D par filtration sur membrane (Lebres, 2002).
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3. Recherche et dénombrement des anaérobies sulfito-réducteurs (ASR)
4 A partir de 'eau a analyser :

o Prendre environ 20 ml dans un tube stérile, qui sera par la suite soumis a un chauffage de
I'ordre de 80°C pendant 10 minutes, dans le but de détruire toutes les formes végétatives
des ASR éventuellement présentes, et reste seulement la forme sporulée des bactéries.

o Apres chauffage, refroidir immédiatement le tube, sous I'eau de robinet.

o Répartir ensuite le contenu de ce tube, dans 4 tubes différents et stériles, a raison de 5 ml
par tube.

o Ajouter environ 18 a 20 ml de gélose Viande Foie, fondue puis refroidie a 45°C,
additionnée d’une ampoule d’Alun de fer et d’'une ampoule de Sulfite de sodum.

o Meélanger doucement le milieu et I'inoculum en évitant les bulles d’arr et en évitant
I'introduction d’oxygene.

o Laisser soldifier sur paillasse pendant 30 minutes, puis incuber a 37°C, pendant 24 a 48
heures (Figure 12).

o La premiere lecture doit absolument étre faite a 16 heures et, la deuxieme lecture se fera a

24 heures et la troisiéme et la derniere a 48 heures (Benbouzid et Fares ,2017).
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20 ml (Sml‘'tube)

Chauffage a 80°C /Smin
Refroidissement a 45°C sous
I’eau de robinet

Ajouter 15 ml de gélose VF+4gouttes
De sulfite de sodiu+2 gouttes d’alun
de fer

Incuber a 37°C/24h puis
48h

S’il y a présence des colonies noires
entourés d un halo noir : Présence de
clostnidium sulfito réducteurs

(20 CD

Figure 12. Recherche et dénombrement des Clostridium sulfitoréducteurs (Zouag et
Belhadj, 2017).

4.1. Recherche et dénombrement des spores des bactéries anaérobies sulfito-réductrices

etde Clostridium sulfito-réducteurs par filtration sur membrane

o Filtration dans une membrane de porosit¢ de 0,2 pm.

o Placer la membrane dans une boite de fagon a ce que la face quadrillée adhere au fond de
la boite.

o Verser par la suite environ 18 ml de gélose TSC.

o Apres solidification sur paillasse, cette boite sera incubée couvercle en bas a 36 = 2°C pdt
20 + 4 h puis 44 + 4 h (Figure 13).

o Compter les colonies caractéristiques noires apres 20 + 4 h puis apres 44 =4 h.
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o Rapporter le nombre total de colonies a 100 ml d’eau analysé (Mouffok, 2008).

Filtration de 100 ml d*sau

@'— Entonnoir

+—— Membrane 0,2 um Rampe de

Filtration
Pompe 23 postes
| |

37°C, 24 heures

|

Figure 13. Recherche et dénombrement des spores des bactéries de Clostridium

sulfito-réducteurs par filtration sur membrane (Lebres, 2002).

4. Recherche et dénombrement des Pseudomonas sp

Pour la recherche des Pseudomonas sp nous avons effectué¢ un ensemencement sur le milieu

sélectif Cétrimide.
> Mode opératoire

Etaler 0,5 ml de solution mére d’eau analysée a la surface de la Cétrimide, Incuber a 37°C

pendant 24 heures.

> Lecture
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Les colonies de dénombrement de Pseudomonas sp apparaissent avec une couleur blanc
créme ou plus ou moins jaunatre et un aspect muqueux et sont parfois accompagnées dune

production de pigment bleu-vert.
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Partie 03

Résultats et discussion

I. Résultats

Dans ce chapitre nous présentons les résultats et la discussion des analyses physico-

chimiques et bactériologiques effectuées sur I'eau de la bache a eau et 'eau de robinet dans

I’hopital Mohamed Boudiaf de Ain-Sefra de la wilaya de Naama.

Nous avons comparées nos résultats avec les normes algériennes et les normes de 'OMS

qui ont

substances tolérées. Les

consommateur.

défini la

concentration maximale

1. Résultats des analyses physiques et chimiques

admissible  est

teneurs supérieures peuvent étre dangereuses pour la

la  quantit¢ maximale de

sant¢ du

Tableau 5 représente les résultats des analyses physico-chimiques de ’eau analysée dans

notre étude.
Tableau 5. Résultats des paramétres physico-chimiques.
Eau de Bache a Eau de Robinet N’01:me Normes OMS
eau algérienne
Température
() 17.1 16.8 25 25
pH 7.75 7.77 >6,5et<8,5 6,5-9
Conductivit¢ 1818 1813 2800 2000
(nS/cm)
Turbidité
(NTU) 0.406 0.346 5 4
TDS (mg/l) 916 911 PVG <600
Salinité (mg/1) 0.92 0.92 PVG PVG

1.1.Température (T°C)

C’est une caractéristique physique importante, elle joue un role dans la solubilit¢ des sels

et surtout des gaz, donc sur la conductivité.
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D’une facon générale, La température des eaux est influencée essentiellement par les
variations climatiques (Dib, 2009), aussi une température supérieure a 25°C favorise le

développement des micro- organismes dans les canalisations (Maiga, 2005).

Dans notre étude nous avons mesuré¢ la température et les résultats montré que la

température de la bache a eau est 17.1°C, et la valeur de température de I'eau de robinet
16.8°C.

25
20 1
7~ -
U J/"
N ~
o 15 -
E
< ~
\h .l'fz
E“ 10 +°
%)
2
5 i -~
0 -~ ~
Eau de bache a eau Fau de robinet Normes

Figure 14. Les valeurs de température des eaux analysées.

1.2. Potentiel d’hydrogéne (pH)

Ce parametre donne le degré d’acidit¢ ou d’alcalinit¢ d’une eau. C’est le reflet de la

concentration d’une eau en ions hydrogenes (Maiga, 2005)..

Les résultats montrent que la valeur de pH de I'eau de la bache a eau est pH=7.75, et de
I'eau de robinet pH=7.77.
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Z
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Eau de bach a eau Fau de robinet

Normes

Figure 15. Les valeurs de pH des eaux analysées.

1.3. Conductivité électrique (CE)

La conductivité électrique augmente avec la concentration des ions tels que les ions de
calcum (Ca?"), de sodium (Na%), de chlorures (CI) (Rodier etal, 2009) en solutions et la
température (Dib, 2009).

Les résultats montrent que la valeur d’analyse d’eau de la bache a eau est 1818 pS/cm et

pour I'eau de robinet est 1813 uS/cm.
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Conductivité électrique (us/cm)
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0
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e
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v

S

Eau de bache a eau

Eau de robinet
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Figure 16. Les valeurs de Conductivité¢ électrique des eaux analysées.
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1.4. Les sels totaux dissous (TDS)

La détermination des sels totaux dissous (TDS) dans une eau potable n’a pas de base
fondée sur la santé. Leur présence dans I'eau favorise la corrosion et I'incrustation. A teneur
¢levée, ils sont répréhensibles pour les consommateurs car ils entrainent un goilit désagréable a

I'eau (Orelien, 2017).

Les valeurs de TDS dans notre résultat pour I'eau de la bache a d’eau est 916 mg/l, et la
valeur de TDS de I’eau de robinet est 911 mg/l.

1000 A
900 -
800 -
700 -
600 -
500 -
400 -
300 -
200 -

100 ~ /

Eau de bach a eau Eau de robinet Normes

AN\

TDS (mg/1)

Figure 17. Les valeurs de TDS des eaux analysées.

1.5. Salinité

Dans notre résultat la valeur de salinit¢ pour I'eau de la bache d’eau est 0.92 mg/l, et pour
I'eau de robinet 0.92 mg/l.
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Figure 18. Les valeurs de salinit¢ des eaux analysées.

1.6. Turbidité

Les résultats d’eau analysée montrent que la valeur de la turbidit¢é d’eau de la bache a eau

est 0.406 NTU et pour I'’eau de robinet aussi 0.346 NTU.
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Figure 19. Les valeurs de turbidit¢ des eaux analysées.
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1.7. Les éléments de la pollution

Ce sont des composants présents dans les eaux a trés faible quantité. Une teneur qui

dépasse la valeur Limite de cet ¢lément indique la présence d’une pollution organique. Parmi

ces ¢éléments :
1.7.1. Le calcium (Ca?*)
Le calcium est un autre élément qui constitu¢ la dureté de I'eau et sa teneur varie

En comparant les résultats des deux échantillons, I'eau de robinet  présente une

concentration 67.52 mg/l inféricure a celle obtenue dans I'eau de la bache a eau 99.92 mg/1.

200 1
180 1
160 1
E‘, 140
~ 120 7 _
Nﬁ z_.//
€ 100 7
E
2 80 1
3} -
=
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40 -
20 7 - .
0 -__/ /"’
Eau de bache a eau Eau de robinet Normes

Figure 20. Les valeurs de Calcium (Ca?*) des eaux analysées.

1.7.2. Le magnésium (Mg2*)

D’aprés les résultats des analyses de Mg?" de leau analysée nous remarquons que les
deux échantillons ont des teneurs inférieures a 50 mg/l qui sont la teneur maximale admissible

par TOMS.
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Le résultat pour I'eau de la bache a eau 19.20 mg/l et la valeur de I'eau de robinet est plus
¢levé 21.3 mg/l.

50 1
45
40
35 A
30 A
25 A
20 A
15 7
10 A

SOV

Magnésium (Mg,*) mg/l

S

Eau de bache a eau Eau de robinet Normes

Figure 21. Les valeurs de Magnésium (Mg2*) des eaux analysées.

1.7.3. Les chlorures (CI)

L’eau contient presque toujours des chlorures mais en proportions trés variables. Leur
teneur augmente généralement avec le degré de minéralisation de I'eau.
Les mesures des concentrations en chlorures dans les eaux analysées, pour l'eau de robinet

206 mg/l, et la valeur de I’eau de la bache a eau 205.8 mg/l.
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Figure 22. Les valeurs de Chlorures (CI)) des eaux analysées.

1.7.4. Sulfate (SO42)

Des fortes concentrations en sulfates dans I'eau de boisson entrainent des nuisances
d’ordre organoleptiques et sanitaires. En effet, ils provoquent des troubles gastro-intestinaux

et peuvent donner un gotit désagréable (Rodieret al., 2005).

Dans notre résultats la concentration de sulfate (SO42) dans I'eau de la bache a eau 101.2

mg/l, tandis que la valeur de I'eau de robinet est supérieure environ 130.33 mg/l.
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Figure 23. Les valeurs de sulfate (SO42) des eaux analysées.
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1.7.5. Ammonium (NHj")

Nous résultats montrent que la concentration d’Ammonium NH4" dans ’'eau de la bache a

eau est 0.01 mg/l tandis que le taux d’ammonium dans I’eau de robinet est nul.
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Figure 24. Les valeurs d’Ammonium (NH4*) des eaux analysées.

1.7.6. Phosphate (PO3;)

L’origine des phosphates dans les eaux est le plus souvent liée aux rejets urbains et a la
dissolution des engrais chimiques (OMS, 2000) et I'érosion des sols agricoles enrichis en
phosphore.

Les résultats du dosage des phosphates dans les échantillons étudiés, montrent une

absence totale de ces éléments dans ’eau de la bache a eau et dans ’eau de robinet.

Les valeurs de I'eau analysée est conformes aux normes Algériennes qui sont < 0.5 mg/l.
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Figure 25. Les valeurs de Phosphate (PO34°) des eaux analysées.

1.7.7. Nitrates (NO3)

Les ions nitrates représentent la forme la plus oxygénée de l'azote. C’est une forme tres
soluble, La transformation de se dernier en nitrites présenter un risque pour la santé, par la
modification des propriétés de I’hémoglobine du sang en empéchant un transport correct de
I'oxygene par les globules rouges (Benbouzid et Fares, 2017).

Dans nous résultats la valeur de Nitrate dans I'eau de la bache a eau 18.80 mg/l, et la
valeur de Nitrate pour I'eau de robinet est de 13.60 mg/l.
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Figure 26. Les valeurs de Nitrates (NO™) des eaux analysées.
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Une eau contenant des nitrites est suspecte car cette présence est souvent liée a une

détérioration de la qualit¢ microbiologique. Dans I'eau de distribution une quantité de nitrites

supérieure a la norme algérienne fixée a 0.1 mg/l (JORA, 2011), peut étre nocive pour la

santé.

Dans nous résultats les valeurs de Nitrites dans les échantillons de I'eau analysées est

nulles et dance conformes aux normes algériennes qui 0.1 mg/l.
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Figure 27. Les valeurs de Nitrites (NO;) des eaux analysées.

1.7.9. Fer (Fe)

Ce métal a Détat ferreux est assez soluble dans I'eau, sa présence dans I'eau certes ne

présente aucun inconvénient du point de vu physiologique mais, des teneurs trés importantes

sont considérées comme indésirables (Rodier., 1996).

Nous résultats montrent que la valeur de fer de I'eau de la bache a eau est 0.20 mg/l, et

pour I'eau de robinet est 0.17 mg/l.
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Figure 28. Les valeurs de Fer (Fe) des eaux analysées.
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2.  Résultats des analyses bactériologiques

L’analyse bactériologique permet de mettre en évidence la pollution fécale de I'eau. Ces
analyses ont ét¢ effectuées au niveau du laboratoire de microbiologie Universit¢ de Naama en
milieu liquide (la méthode NPP) et au niveau du laboratoire de 'ADE par la méthode de
filtration.

D’une maniere générale, les risques microbiens les plus importants sont liés a I'ingestion

d’eau contaminée par des feces humaines ou animales.

Les paramgtres microbiologiques sont les premiers a prendre en compte en maticre
d’alimentation en eau potable parce qu’ils peuvent avoir des effets directes sur la sant¢ du
consommateur .En effet, L’examen bactériologique est le moyen le plus précis de détecter les
pollutions fécales récentes, et d’apprécier par conséquent la qualit¢ de 'eau du point de vue

sanitaire.

2.1. Résultats des analyses dans le milieu liquide

Les résultats du dénombrement par la méthode de NPP des différentes bactéries, criblés dans

I'eau analysée sont représentés dans le tableau 6 et photos (2 a 8).
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Tableau 6 : Résultats des analyses bactériologiques de I’eau analysée en milieu liquide.

Parameétres Eau de Eau de bache Normes Normes OMS
robinet algérienne
Flore aérobie
mésophile totale a 37 1 1
°C apreés 72 heures 10/ml 100Germe /ml
Flore aérobie
mésophile totale a 22 8 4
°C apres24 a 72
heures
Coliformes totaux a _ 10 /100ml 0 n/100ml
37°C aprés 24 a 48 h. +
Coliformes fécaux a B B
44°C apres 24 2 48 h. 0 n/100ml 0 0/100ml
Streptocoques Fécaux _ _ 0 n/100ml 0 0/100ml
Clostridium _ _
Sulfitoréducteurs 0 n/20ml 0 n/20ml
Pseudomonas sp 0 0 Non mentionné¢ | Non mentionné

Négative :- absente.

Positive : + présente.
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2.1.1. Germes Totaux (37°C et 22°C)

Ces germes regroupent tous les micro-organismes aérobies facultatifs qui apparaissent

sous formes des colonies de taille et de forme différencié.

Photo 2. Résultats de la recherche des germes totaux.

2.1.2. Coliformes totaux

Dans le cas de notre étude, Les résultats des analyses de l'eau de la bache a eau

confirment une absence totale des coliformes totaux.

Et pour I'eau de robinet :

% 5 tubes de 10 ml de bouillon BCPL a double concentration : + soit 1.
¢ 1 tube de 1 ml de bouillon BCPL a simple concentration :- soit 0.
¢ 1 tube de 0.1ml de bouillon BCPL a simple concentration : - soit 0.

Le NPP sera 100 si on se réfere a la table. On lit 2.2 coliformes dans 100 ml d’eau de

robinet.
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Photo 3. Résultats de la recherche des coliformes totaux.

2.1.3. Coliformes Fécaux

Les coliformes fécaux(E.coli) sont absents totalement dans les 2 tubes positive de test

présomptif de 'eau de robinet.

Photo 4. Résultats de teste confirmatif en milieu Schubert de coliformes fécaux.
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2.1.4. Streptocoques fécaux
Les analyses bactériologiques effectuées sur les échantillons d’eaux de I’hopital :

Montrent une absence des Streptocoques fécaux. Ou le trouble microbien est absent dans les

tubes.

Photo 5. Résultats de la recherche des streptocoques fécaux en milieu Rothe.

2.1.5. Clostridium Sulfitoréducteurs

L’analyse microbiologique de ce paramétre montre I'absence de colonies entourées d’un

halo noire dans I'eau de bache et ’eau de robinet analysées. Donc I'absence de Clustridium

Sulfitoréducteurs.
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Photo 6. Résultats de la recherche des Clostridium Sulfitoréducteurs en milieu VF.

2.1.6. Pseudomonas sp

D’apres les résultats obtenus, I'eau de robinet et 'eau de bache ont enregistré I'absence

totale de ces germes.

Photo 7. Présentation des résultats de la recherche des Pseudomonas sp.
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2.2.Résultats des analyses par méthode de filtration sur membrane

La méthode de filtration sur membrane est consiste a la recherches des Coliformes totaux
et fécaux, Streptocoques fécaux, et Clostridium Sulfitoréducteurs. Cette méthode est plus
précise que la méthode NPP.

Tableau 7. Résultats des analyses bactériologiques de I’eau analysée par la méthode
de Filtration.

Parameétre Eau de Eau de bache Normes Normes OMS
robinet algériennes
Coliformes totaux _ _
a37°C aprés 24 a 0 n/100ml 0 n/100ml
48 heures.
Coliformes fécaux _ _
a44°C apres 24 a 0 n/100ml 0 n/100ml
48 heures.
Streptocoques B _
fé caux. 0 n/100ml 0 n/100ml
Clostridium
Sulfitoréducteurs. B B 0 n/20ml 0 n/20ml

e [’analyse microbiologique de Coliformes totaux et fecaux, Clostridium Sulfitoréducteurs

par cette méthode montre que tout les résultats de ces 3 paramétre a été négative.

Photo 8. Résultats de la recherche des Coliformes totaux et fécaux, Clostridium

Sulfitoréducteurs Par filtration sur membrane.
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II. Discussion

L'eau est I'élément essentiel a la vie, il représente un pourcentage trés important dans la
constitution de tous les é&tres vivants. Une eau destinée a la consommation humaine est
potable lors qu’elle est exemptée d’éléments chimiques et/ou biologiques susceptibles, a plus

ou moins long terme a la sante des individus.

Dans les établissements de santé I'eau constituant un réservoir pour de nombreux germes
responsable de multiple infection, parfois grave, peuvent étre contractées au cours d’un séjour

dans ces établissement

Pour les analyses dans notre étude En principe analyser I'eau de trois hopitaux de la

wilayaa de Naama : L’hopital d’Ain-Sefra, de mechria et 'hopital de Naama.

Mais a cause de la désamination de Covid-19 qui est un virus trés pathogéne et transmis
facilement par un simple contact, en plus de leur effet infectieux i ya des symptomes plus ou
moins fréquents tell que : Fiévre, toux seche, fatigue, courbatures, maux de gorge, maux de

téte, perte de 'odorat ou du gott, et dans des cas graves: il ya la difficulté de respirer.

Ce qui a conduit a la fermeture des universités aussi le blocage de transport.

Et pour tous ca on a décider de prendre seulement les résultats de I'eau de I'hopital de Ain-

Sefra.

Les résultats des analyses physico-chimique de I'eau analysée porté dans le tableau 05,
pour les analyses physiques comme le pH, conductivité, température et tout est conformes aux

normes algériennes et normes de 'OMS.

Et pour les parametres tels que la turbidit¢ la salinité, le nitrate, le sulfate, le fer, le
calcum, Chlorures, le magnésium, et sont présents a de trés faibles concentrations dans tous
les échantillons que se soit I'eau de robinet et 'eau de la bache a eau. Et pour le nitrite, et le
phosphate est carrément nul pour tous les échantillons d’eau. Aussi 'ammonium qui est nul

dans I'eau de bache a eau et présent avec trés faible concentration dans I'eau de robinet.

Pour une eau de bonne qualité¢ bactériologique est consisté au I'absence totale des germes

pathogenes, ce qui conforme a la norme national et nternational (Rodier., 2005). L’examen
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bactériologique est le moyen le plus précis de détecter les pollutions fécales récentes, et

d’apprécier par conséquent la qualit¢ de ’eau du point de vue sanitaire (Diop, 2006).

Les résultats portées sur le tableau 06 montre que les teneurs des germes totaux de touts
les échantillons pour I'eau de robinet et 'eau de la bache a eau restent toutes fois conformes

aux normes prescrites par la réglementation algérienne (100 UFC/ml a 37°C).

Et qui concerne les coliformes totaux, on a trouvé dans P'échantillon de I'eau de robinet
2.2 UFC/ml et pour I'eau de la bache a eau est 0 UFC/ml De fagons générale, elles n’ont pas
surpassée les imites fixées par les normes algériennes (<10 UFC/100ml).

Les coliformes fécaux sont absents totalement dans tous les prélevements de I'eau
analysée. Cela confirme labsence d’une pollution fécale et I'eau de I'hopital est bien traitée.
Pour les analyses en milieux liquide et pour I'analyse par filtration sur membrane tout les

résultats a été négative. Cette méthode est plus précise que l'autre.

En ce qui concerne les Streptocoques fécaux le test présomptif (Rothe) témoigne leur
absence dans I’eau analysée. Ceci montre que I'eau de touts les échantillons est conforme aux

normes algériennes (0 UFC/100ml).

L’analyse des touts Iéchantillon de I'eau montré également I'absence totale de

clostridium sulfito réducteur, pseudomonas.

Enfin, Les résultats de P'analyse physicochimique et microbiologique ont montré que I'eau
destinée dans I'hopital d’-ain-sefra ne renferme pas des germes de contamination ou des
germes pathogénes, ce qui répond aux normes Algériennes, a 'OMS et a differentes

organisations internationales de la santé.

Trés nécessare de wérifier I'eau des hopitaux parce que il ya des risques sur les

personnels hospitalier et les patients, surtout les patient immunodéprimé.
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Conclusion

L’eau fait partie de notre environnement naturel, tout comme l'air que nous respirons et la
terre qui nous porte et nous nourrit. Elle constitue un des éléments familiers et indispensables
de notre vie quotidienne. Le probléme majeur de I'eau destinée a I'alimentation humaine a été
longtemps d’ordre sanitaire. Ce probleme découlé de Texistence de microorganismes
(bactéries, virus, protozoaires, parasites) transmissibles de nombreuses infections dangereuses

chez ’homme.

Les résultats des analyses microbiologiques effectuées sur les prélevements ont révélé une

absence totale des germes pathogenes et des germes de contamination fécale.

Les échantillons de I’eau de robinet et de I'eau de la bache a eau analysés ont présenté des

aspects microbiologiques conformes aux normes des services de contrOles algériens, et aussi

OMS.

Les résultats des analyses physico—chimique, une différence notable dans les teneurs
mesurées de chaque parametre étudié pH, Température, Conductivité, turbidité, TDS, salnité,
CO3, CI, Ca*", Mg?*, HCO3", SO4%, Fe, NH'4, PO4, NO3~, NO2 . Dans la majorité des cas
I'eau de la bache a eau et de robinet sont considérés comme une eau a I'équilibre et répondent

aux normes de potabilité.

A la lumiére des résultats obtenus au cours de ce travail, nous pouvons conclure que I'eau
distrbu¢é dans I’hopital de Amn-Sefra est de bonne qualité physico-chimique ainsi que

bactériologique et dépourvue de tous les germes pathogeénes.

L’analyse de I’eau reste toujours nécessaire pour protéger le consommateur.
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1

1. Parametres de qualité de I’eau de consommation humaine

Tableau 1. Parameétres avec valeurs limites (JORA)

GROUPE DE PARAMETRES UNITES VALEURS LIMITES
PARAMETRES
aluminium mg/1 0.2
ammonium mg/1 0.5
baryum mg/1 0.7
Bor mg/1 1
Fer totale mg/1 0.3
Fluorures mg/l 1.5
Manganése ug/l 50
Nitrates mg/1 50
Nitrites mg/1 0.2
Oxydabilité mg/1 02 5
Phosphore mg/1 5
Antimoine pg/l 20
Argent pg/l 100
Arsenic ug/l 10
Paramétres Cadmium pg/l 3
chimiques Chrome total ug/l 50
Cuivre mg/1 2
Cyanure pg/l 70
Mercure pg/l 6
Nickel pg/l 70
Plomb ug/l 10
Sélénium pg/l 10
Zinc mg/1 5
Chlore mg/1 5
Escherichia Coli n/100ml 0
Entérocoques n/100ml 0
Paramétres Bactéries
microbiologiques sulfitoréductices n/20ml 0
y compris les spores
Couleur mg/l Platine 15
Parameétres Turbidité NTU 5
organoleptiques
Parametres physico- Alcalinité mg/1 en CaC03 500
chimiques Calcium mg/1 en CaC03 200
en relation avec la Chlorures mg/1 500
structure Concentration en Unité pH >65et<9
naturelle des eaux ions hydrogéne
Conductivité a 20°C uS/cm 2800
p . . Dureté mg/l en CaC03 200
arameétres physico-
chimiques Potassium mg/1 12
en relation avec la
structure naturelle des Résidu sec mg/1 1500
eaux (suit). Sodium mg/1 200
Sulfates mg/1 400
Température °C 25




Annexe

Annexe 2
Milieux de culture

1. Préparation des milieux de culture

La plupart des milieux se présentent sous forme déshydratée, ce qui assure une

composition constante, un stockage facile et une préparation simplifice.

La préparation d’un milieu de culture peut se faire soit a partir d’'une poudre lyophilisée,

soit directement a partir d’une gélose de base en flacons que I'on peut couler telle quelle, ou

Ienrichir en facteurs de croissance avant de la conditionner en boites de pétri.

+ On utilise Milieu déshydraté

Peser la quantit¢ adéquate de poudre du milieu a préparer, et la diuer dans de l'eau
distillée stérile dans une fiole jaugée.

Homogénéisée, puis dissoute totalement par chauffage (plaque chauffant). Le temps et la
température peuvent varier d'un milieu a l'autre

Conditionner le mélange liquide en flacons en verre stérile ensuite les fermer afin de les
(stérilisé).

La stérilisation se fait par autoclavage. Enverront lheur.

Les milieux sont ensuite laisses a refroidir jusqu'a 50°C dans l'autoclave (ne pas les sortir
avant car la différence de températures provoquerait une dépression au sein des flacons).

IIs peuvent ensuite étre conserves a 4°C en les mettant en réfrigérateur jusqu'a I'utilisation.

2. Composition des milieux de culture bactériologique etréactifs :
A. Composition des milieux de culture solide

= Gélose PCA

Tryptone 5,00 g
Extrait autolytique de levure 250 ¢g
Glucose 1,00 g
Agar agar bactériologique 12,0 g

pH 7,0 £0,2




=  Milieu de Schubert

Annexe

Tryptophane 0,2g
Acide glutamique 02¢g
Sulfate de magnésium 0,7¢g
Sulfate d'ammonium 04¢g
Citrate de sodium 0,5¢g
Chlorure de sodium 2¢g
Tryptoneoxoid 10g
Mannitol 7,5¢
Eau distillée 500 ml
Tampon phosphate pH 7,6 500ml
* Gélose McConkey
Peptone 200 g
Lactose 10,0 g
Sel biliaires 15¢g
Cristal violet 0,001 g
Rouge neutre 0,05¢
Chlorure de sodium 50¢g
Agar 15,0
= Gélose viand de foie
Peptone viande-foie 30,0¢g
Glucose 20¢g
Amidon soluble 20¢g
Sulfite de sodium 25¢g
Citrate de fer ammoniacal 05¢g
Agar agar bactériologique 11,0 g
pH 7,6 +£0,2
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=  Cétrimide

Peptone de gélatine 16,0g
Peptone de caséine 10,0g
Bromure de tétradonium (cétrimide) 0,2g
Acide nalidixique 15,0 mg
Sulfate de potassium 10,0 g
Chlorure de magnésium 14¢g
Agar 10,0g

B. Composition des milieux de cultures liquides

= Bouillon de Rothe

Polypeptone 20,0 g
Glucose 50¢g
Chlorure de sodium 50¢g
Phosphate monopotassique 27¢g
Phosphate dipotassique 2,7¢g
Azide de sodium 0,2¢g
pH 6,8 +0,2

= Bouillon lactose au bromocrésol (B.C.P.L.)

Extrait de viande de boeuf ogr
Peptone 10gr
Lactose 10gr
Pourpre de bromocrésol 0.6gr
Eau distillée 1000 ml
pH: 6,7
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Bouillon de Litsky

Polypeptone 20,0 g
Glucose 50¢g
Chlorure de sodium 50¢g
Phosphate monopotassique 2,7¢g
Phosphate dipotassique 2,7¢g
Azide de sodium 0,3g
Ethyl-violet 0,5 mg
pH 6,8 +0,2

Bouillon Giolitti et Cantoni

Tryptone 10,0 g
Extrait de viande 50¢g
Extrait de levure 50¢g
Glycine 1,2¢g
M annitol 20,0 g
Pyruvate de sodium 30¢g
Chlorure de sodium 50¢g
Chlorure de lithium 50¢g
Tween 80 1,0 g

pH 6,9+0,2
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3. Matériel

1. Matériel de prélévements

e Des flacons stérilisés en plastiques et en verre pour les prélévements des échantillons.
e D’un glaciér pour le transport des échantillons.
e D’un marqueur pour identifier les flacons.

e Des gants.

e (Coton.
e Alcool
e Pince.

2. Matériels physiques et chimiques

> Matériels :

e Appareil de mesure (conductimétre, ph métre, turbédimétre).
e Papier absorbant.

e Pissette.

e Erlenmeyer.

o fiole jaugée.

e Bécher

e Capsule en porcelaine.

e Balance analytique.
e FEtuve réglable.

> Réactifs :

e Peroxosulfate de potassium K2S>0s.

e Acétate d’ammonium et d’acide acétique.
e Chlorhydrate d’hydroxylamine.

e Phénanthroline.

e Sulfanilamide.

e NED (di chlorhydrate N-(naphtyl-1)).

e Réactif de diazotation.

e Acide ascorbique.

e Réactif (Molybdate Acide).
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e Acide chlorhydrique.

e Solution de chlorure de baryum.

e Solution ammoniacale tampon (NH4OH).

e Indicateur coloré¢ NET.

e Solution d’E.D.T.A (Ci0 Hi4 N2 Os 2H20).

e Solution d’hydroxyde d’ammonium (NH4+OH).
e Solution d’hydroxyde de sodium (NaOH).

e Murexide

3. Matériels microbiologiques

Matériel de stérilisation : Four Pasteur, bec Bunsen, autoclave;

Matériel de pesée : Balance de précision;

M atériel d’incubation : étuves a 30°C, 37°C et 44°C;

Matériel divers : pipettes, pipettes graduées, micro-pipettes, béchers, porte-tubes, boites
de Pétri, pipettes Pasteur, flacons, vortex, tubes a essai stériles, Fiole, erlenmeyer,
éprouvettes graduées, boites de Pétri stériles, réfrigérateur; pince, Anse de platine,

microscope optique, lames et lamelles, compteur de colonies.

Milieux de culture et réactifs :

TGEA

Bouillon lactosée au pourpre de bromocrésol (BCP)

Bouillon de Rothe : est utillis¢ pour effectuer le test présomptif de recherche et de
dénombrement des entérocoques dans les eaux d’alimentation, les produits surgelés et les
autres produits alimentaires par la méthode du nombre le plus probable.

Bouillon de Litsky a DP’éthyle-violet : est utilis¢é pour effectuer le test confirmatif de
recherche et de dénombrement des streptocoques fécaux (entérocoques) dans les eaux
d’alimentation, les eaux résiduaires, les surgelés et les autres produits alimentaires par la
méthode du nombre le plus probable.

Bouillon de Giolitti et Cantoni : est un milieu d’enrichissement sélectif utilis¢é pour la
recherche et dénombrement des staphylocoques a coagulase positive dans les produits

alimentaires.
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Gélose Chapman —Mannitol Salt Agar : est un milieu sélectif pour l'isolement et la
numération des Staphylocoques, 1 permet également de difrencier les especes
fermentant le mannitol de celles qui ne le fermentent pas.

Gélose glucosée viande-foie : est utilisée pour le dénombrement des spores de Clostridia
sulfito-réducteurs dans les eaux , et les produits alimentaires.

Gélose cétrimide : est un milieu sélectif destiné pour I'isolement et le dénombrement de
Pseudomonas sp dans les déférents produits d’origine animale au d’autre.

Gélose Sabouraud : milieu sélectif pour l'isolement des levures et moisissures dans les
eaux.

Gélose de MacConkey : Milieu sélectif destiné pour I'isolement des entérobactéries.
Bouillon Rappaport Vassiliadis Soja (RVS): est recommandé comme milieu
d’enrichissement  sélectif pour [Iisolement des Salmonella dans les aliments ou les
échantillons de I'environnement.

Gélose Hektoen : est un milieu de culture servant a isoler les Salmonella.

Eau peptonée tamponnée : utilis¢é pour le pré-enrichissement préalable aux phases
d’enrichissement sélectif et d’isolement des salmonelles.

Gélose Slanetz et Bartley : La Gélose de Slanetz et Bartley est utilisée pour l'isolement et
le dénombrement des entérocoques dans les eaux, par la technique de membranes
filtrantes.

TTC Triphenyl Tetrazolium Chloride : nom anglais du Chlorure de Triphényl
Tétrazolum La gélose au Tergitol 7 est un milieu sélectif, différentiel, pour la recherche et
la numération des coliformes dans les aliments et les eaux.

TSC

> Réactifs

e Alun de fer.

e Sulfite de sodium.

o Tellurite de potassium.
e Réactif de Kovacs.

e Bouillon au tryptophane.



https://fr.wikipedia.org/wiki/Milieu_de_culture
https://fr.wikipedia.org/wiki/Salmonella
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Annexe 3

Tableau 2. Nombre le plus probable et intervalle de confiance dans le cas
du systeme d’ensemencement (NPP).

Nombre de tubes donnant une réaction N.P.P dans Limite de confiance a 95 %
positive sur 100 ml
5 tubes de | 1 tubes de 1 tubes de Limite Limite
10 ml 1 ml 0,1 ml inférieure supérieure
0 1 0 2 0.050 13
1 0 0 2.2 0.050 13
1 1 0 4.4 0.52 14
2 0 0 5 0.54 19
2 1 0 7.6 1.5 19
3 0 0 8.8 1.6 29
3 1 0 12 3.1 30
4 0 0 15 33 46
4 0 1 20 5.9 48
4 1 0 21 6.0 53
5 0 0 38 6.4 330
5 0 1 96 12 370
5 1 0 240 12 3700

Tableau 3. Utilisation de la Table de NPP pour dénombrement les coliformes (eau de

robinet)
Test Nombre Test Nombre
Inoculum Présomption | Caractéristique Confirmation Caractéristique
Trouble | Indole
5 *10ml ~
BCPL D/C _ 1 _ 0
+
1*1ml _ 0 _ 0
BCPL S/C
1*0.1ml _ 0 _ 0
BCPL S/C

Le nombre caractéristique relatif au dénombrement des coliformes totaux est donc 100 ce qui

correspond sur la table NPP a 2.2 coliformes totaux. 000 correspond sur la table de NPP a 0

coliformes fécaux.
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Tableau 3. Utilisation de la Table de NPP pour dénombrement les coliformes (eau de

la bache a eau bache)

Inoculum Test Nombre Test Nombre
Présomption | Caractéristique Confirmation Caractéristique
Trouble | Indole

5 *10ml ~

BCPL D/C _ 0 _ _ 0
1*1ml _ 0 _ _ 0

BCPL S/C

1%0.1ml _ 0 _ _ 0
BCPL S/C

Le nombre caractéristique relatif au dénombrement des coliformes totaux aussi coliformes

fécaux est donc 000 ce qui correspond sur la table NPP a 0.

Tableau 4. Utilisation de la Table de NPP pour dénombrement les Streptocoques (les

mémes résultats pour 1’eau de robinet et 1’eau de bache).

Test Nombre Test Nombre
Inoculum Présomption Caractéristique | Confirmation Caractéristique
Trouble | Pastille
Violet

5 *10ml _ 0 _ _ 0

Rothe D/C _
1*1ml _ 0 _ _ 0

Rothe S/C

1%0.1ml _ 0 _ _ 0
Rothe S/C

Le nombre caractéristique relatif au dénombrement des Streptocoques fécaux 000 correspond

sur la table de NPP a 0 Streptocoques fécaux.
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Annexe 4

Tableau : Résultats des parametres des ¢léments de pollutions.

Eau de robinet Eau de la bache a Normes
eau

Calcium (mg/) 67.52 99.92 200
Magnésium (mg/l) 21.3 19.20 50
Chlorure (mg/1) 206 205.8 250
Sulfate (mg/l) 130.33 101.2 400
Ammonium (mg/l) 0 0.01 0.5
Phosphate (mg/1) 0 0 0.5
Nitrate (mg/l) 13.60 18.80 50
Nitrite (mg/l) 0 0 0.1
Fer (mg/l) 0.17 0.20 0.5
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