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Introduction

Introduction

La vie dépend de leau, tous les étres humains devraient disposer d’un
approvisionnement satisfaisant en eau. Un meilleur accés a une eau de boisson saine peut se
traduire par des bénéfices tangibles pour la santé. Tous les efforts doivent étre consentis pour
obtenir une eau de boisson saine que possible (Maoudombaye et al., 2016).

L'eau représente un pourcentage important de la constituant de tous les étres vivants.
Etant donné que le corps d'un adulte est composé & 60% d'eau, il est nécessaire de boire au
moins 1,5 litre d'eau par jour (Diop, 2006). Ne seulement un nutriment vital, il joue également
un réle important dans de nombreuses fonctions physiologiques telles que la digestion,

I'absorption, la thermorégulation et I'élimination des déchets (Kirkpatrick et al., 2008).

La vie sur terre n'aurait pas pu exister sans cette substance a la fois basique et
complexe, c'est donc un ¢lément noble qu’on doit protéger pour les générations futures

(Henri, L, 2012) .

La principale source d’approvisionnement d'eau potable en Algérie est l'eau de
surface, mais un nombre croissant de personnes et de villes se tournent vers les nappes

phréatiques, qui contiennent d'énormes quantités d'eau utilisable (Ayad and Kahoul, 2017).

L'eau est considérée comme potable lorsqu'elle est exempte de composants chimiques
et biologiques susceptibles d'altérer temporairement ou définitivement la santé humaine
(Joanne et al., 2010).

Avant d'étre consommé, l'eau doit étre filtrée. Elle doit répondre a un large éventail
d'exigences et de normes pour étre acceptée comme potable. Par conséquent, une procedure de
filtration est généralement toujours nécessaire pour améliorer la qualité de I'eau (Ammari,
2019) .

Pour prévenir les maladies d'origine hydrique et préserver la santé publique, il est
essentiel que I'eau soit de bonne qualité organoleptique, physicochimique et microbiologique.
Des directives de protection ont été élaborées dans ce but au fil du temps. La plupart de ces

exigences sont utilisées surtout a deux niveaux, a savoir les risques chimiques et les risques
1
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microbiologiques, dans les réglementations sanitaires (World Health Organization, 2008).

Le laboratoire d'analyse est crucial pour le suivi d'une station d'épuration puisqu'il est
chargé de s'assurer que l'eau est potable apres traitement et de planifier toutes les actions qui
doivent étre prises avant cette opération, en utilisant des analyses pour produire les résultats

necessaires (Henri, L, 2012).

Parmi les microorganismes qui peuplent 1’eau du citerne pour déterminer la
contamination bactérienne sont les germes totaux, les coliformes totaux et fécaux, les
streptocoques fécaux et les Clostridium sulfito-réducteurs, qui sont tous détectés dans l'eau
pour estimer la contamination bactérienne (Fewtrell and Bartram, 2001).

L'objectif de ce travail consiste a évaluer la qualité microbiologique de I'eau de citerne
vendue dans la wilaya de Biskra en comparant avec la qualité microbiologique de I’eau filtrée.
Ce manuscrit est divisé en deux parties :

Une partie bibliographique dans laquelle un ensemble de données et d'informations
concernant notre theme ont été collecte. Cette partie est partagée entre deux chapitres comme
suit :

e Le premier chapitre est un rappel sur I'eau d'une fagon générale
e Le deuxieme chapitre présente les microorganismes de l'eau et les maladies a transmission
hydrique.

La deuxieme partie est consacrée a la méthodologie adoptée pour realiser la partie
expérimentale.

Une conclusion suivie de perspectives vient achever notre manuscrit.



Premiere partie :
Synthese bibliographique



Chapitre 01 :
Geénéralités sur I’eau



Chapitre 01 Généralités sur 1’eau

Généralité
Si la terre est la planete bleue, il n'y a rien d'accidentel (BELHADJ, 2017). Presque 70%

de la surface terrestre est couverte d'eau. Il s'agit d'un excellent dissolvant utilisé dans la

plupart des organismes vivants (Bernard Claude, 2007).

1 Propriété de I’eau
1.1 Propriétés physiques

1.1.1 Masse volumique.
Elle varie en fonction des températures et des pressions. Dans le cas de I'eau pure sous

pression normale, elle traverse un maximum d'environ 4 °C (exactement 3,982 °C) .

1.1.2 Tension superficielle

Il est aisement formé par I'expérience de l'aiguille flottant a la surface de I'eau dans un
verre. Cette tension superficielle due aux liaisons hydrogene entraine aussi une montée de
I'eau dans un tube capillaire (Kemmer, 1984). Il diminue avec la température croissante, et

augmente avec l'ajout de sels dissous (Degrémont, 2005).

1.1.3 viscosité

On parle souvent de frottement intérieur. Lorsque la température augmente, la viscosité
diminue, le traitement se facilite, les opérations de sédimentation et de dégazage s'accélérent.
La présence de sels dissous accroit la viscosité parce que le degré d'association est plus élevé
(Ouali, 2008).

1.2 Propriétés chimiques

L'eau est lI'un des agents ionisants les plus connus étant donné que la plupart des
substances sont hydrosolubles, souvent appelées solvants universels. L'eau se combine a
certains sels pour former des hydrates et réagit aux oxydes métalliques pour les acides. On
I'utilise comme catalyseur dans plusieurs réactions chimiques importantes. L'eau est de toute
évidence une molécule trés polaire. Il s'agit d'une propriété qui a des répercussions

considérables sur les systemes de vie (Bertrand, 2008).

1.3 Propriétés optiques
La transparence de I'eau dépend de la longueur d'onde de la lumiere passant a travers

celle-ci (Degrémont, 2005). L'eau est transparente aux rayons ultraviolets (UV), absorbe le
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rouge visible ce qui explique la couleur bleue de I'eau. Les propriétés optiques sont utilisées
dans le contrdle de I'efficacité de traitements d'épuration et pour mesurer certaines formes de
pollution (Ouali, 2008)

2 Cycle de I’eau

La circulation de I'eau au sein des différents compartiments terrestres est décrite par son
cycle biogéochimique (Bertrand, 2008), le cycle de I'eau qui est présenté sur la figure 1 (Sari,
2014) .

Condensation

Nelges Precipitations

Nappe d'eau souterraine OC‘.ﬂ

Figure 1: cycle de I'eau (Sari, 2014)

L’eau s’évapore constamment au-dessus des océans, des lacs et des foréts, elle est
condensée sous forme de nuages et ensuite transportée dans le ciel par vent. Dans le ciel, les
nuages se condensent sous forme de vapeur d’eau autour des particules de poussiére, puis
tombent en précipitations sous forme de pluie ou de neige, sous I’action de phénomenes
météorologiques complexes ou interviennent surtout les vents et les différences de

température (Ayad, 2016).

3  Critéres de potabilité

Pour étre consommée, l'eau doit respecter des criteres de qualité stricts définis par le

Ministére de la Santé. Les criteres applicables a l'eau potable sont les suivants (Amina and
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Khawla, 2015). :

3.1 Qualité microbiologique

L’eau ne doit contenir ni parasite, ni virus, ni bactérie pathogene.

3.2 Qualité chimique
Les produits chimiques qui ne sont pas des sels minéraux sont soumis & des normes trés

strictes. Elles sont appelées « indésirables » ou « toxiques ».

3.3 Qualité physique et gustative

L’eau doit étre limpide, claire, aérée et ne doit présenter ni saveur ni odeur désagréable.

3.4 Substances indésirables

Leur présence est tolérée tant qu’elle reste inférieure a un certain seuil.

4  Potabilité de I'eau

4.1 Eau potable

La consommation humaine d'eau porte plusieurs noms, dont « eau de robinet », « eau de
source» et «eau minérale ». Une eau potable ne comprend pas les organismes nuisibles, les
composes chimiques dangereux ou les substances radioactives. Elle a un bon go0t et une belle

apparence. Elle ne sent pas mauvais et n'a pas une couleur desagréable (Ammari, 2019).

On dit que l'eau potable ne présente aucun risque pour la santé des consommateurs
(Freddy, 2010).

Les réserves disponibles d'eau naturelle se composent d'eau souterraine (infiltration, eau
souterraine), d'eau de surface retenue ou en débit (barrages, lacs, rivieres) et d'eau de mer
(Degrémont, 2005).

4.2 Classification des eaux destinées a la consommation humaine

4.2.1 Eau du robinet

La source de l'eau de robinet est diverse, elle peut provenir du sol ou des eaux de
surface qui ont été élevées dans les lacs, les riviéres et les fleuves. L'eau du robinet subit de
nombreux traitements avant datteindre le robinet du consommateur afin de répondre aux
normes réglementaires de potabilité. Ainsi, en termes d'origine et de pureté, l'eau de robinet

differe fondamentalement de I'eau embouteillée (Ammari, 2019).
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4.2.2 Eaux embouteillées

Elles doivent provenir de nappes souterraines trés protégées et mises a l'abri de toute
souillure, Elles sont mises dans des bouteilles en plastique ou en verre (TRAORE, 1996).

L'eau potable mise en bouteille peut provenir soit de :

4.2.2.1 Eau minérale naturelle

Les eaux minérales naturelles, d’origines souterraines et exemptes de pollution
humaine, se distinguent par leur pureté originelle et par la consistance des éléments qui
composent leur composition en minéraux et oligo-éléments. Cela leur confére des propriétés
de promotion de la santé reconnues par I'Académie nationale de médecine. lls sont soumis a
des centaines de contrbles quotidiens qui garantissent leur qualité et leur pureté (I’Académie
national de Médecine, 2015).

4.2.2.2 Eau de source

De plus, lI'eau de source a une origine souterraine, elle est naturellement potable et
embouteillée a la source. La principale distinction entre I'eau minérale et I'eau de source est
que l'eau minérale naturelle a une composition stable et connue pour ses proprietés
thérapeutiques. La composition de I’ecau de source n'est pas constante, elle peut changer. L'ecau
minérale est maintenue a une concentration stable de minéraux et d'oligoéléments. La
concentration de minéraux et d'oligoéléments dans I'eau de source est imprévisible et non

garantie (Ammari, 2019).

4.2.2.3 Eau rendue potable par traitement

Pour avoir de l'eau potable, il faut tout d'abord que cette eau soit prélevée dans la nature,
dans un fleuve, une riviére ou dans le sous-sol (une nappe phréatique). Cette eau n'est souvent
pas potable en I'état, elle nécessite un traitement pour pouvoir étre consommeée par I'Homme.
Une fois traitée, elle est stockée dans un chateau d'eau puis transportée dans des tuyaux vers
les habitations (maisons, immeubles, mais aussi écoles, commerces, entreprises,...). Apres le

Captage puis acheminement jusqu'a l'usine de potabilisation (HAFSI and DJAIDJ, 2022).

4.3 Les procédés de traitement des eaux destinées a la consommation humaine

La station effectue les procédés de traitement suivants :

o Prétraitement (dégrillage, dessablage, debourbage, tamisage et aération) .

o Préchloration.
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Coagulation-Floculation
Décantation.

Filtration sur sable.
Désinfection (post-chloration).

Stockage de I'eau.

Chacune de ces etapes de traitement comprend des techniques spécifiques pour

ameéliorer la qualité de I'eau (Bara, 2016).

5 Besoin en eau

Les deux tiers du corps humain sont formés d'eau, une cellule contient environ 80 %
d'eau. Le besoin quotidien d’un adulte est d’environ de 35g/kg rapportés au poids corporel,
ceci signifie qu’un adulte de 70 kg a besoin d’environ 2,5 L d’eau potable par jour, soit
50.000 a 60.000 L au cours d’une vie. Les hommes peuvent vivre plusieurs semaines sans
manger, mais peuvent seulement survivre 5 a 6 jours sans boire. L'eau s‘écoule par les reins, la
respiration, la transpiration et d'autres voies, elle est remplacée par des boissons et de I'eau
dans les aliments. Par exemple, des légumes et des fruits contiennent 90 % (Bliefert and
Perraud, 2001).
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1. Microorganismes de I’eau
Une variété de microorganismes pathogenes peut se trouver dans l'eau destinée a
l'alimentation humaine. Ce sont des bactéries, des virus, voire des champignons et des

algues...etc.

1.1. Germes totaux
Il s'agit de germes qui capables de former des colonies de tailles et de formes différentes
dans un milieu de culture nutritif agar aprés incubation a 30°C pendant 72 heures, se

développent dans des conditions aérobies et aéro-anaérobies facultatives (Tourab, 2013).

1.2. Coliformes totaux
Les coliformes sont des indicateurs de la contamination de I'eau et des aliments. La
détermination et la concentration de ces bactéries dans I'eau constituent un outil de controle

indispensable pour connaitre leur qualité (Fernandez-Santisteban, 2017).

1.3. Coliforme fécaux
Les CF forment un sous-groupe de bactéries de coliformes qui fermentent le lactose a
une température comprise entre 44 a 45 °C pendant 24 heures. Ce groupe comporte plusieurs
souches différentes (Citrobacterfreundii, Entérobacteraerogenes, Klebsiella...etc.), la souche

type est E.coli (Fondation Nationale de la Santé, 2013).

Les CF ne se trouvent que chez les animaux, ce qui fait d’eux un indicateur intéressant.

Leur présence dans I’eau traduit donc nécessairement une contamination fécale (Diop, 2006).

e Escherichia coli
E. coli est considéré comme le meilleur indice de contamination fécale. Leur présence
dans l'eau entraine une contamination fécale et peut donc contenir des microorganismes
pathogenes. Méme si la plupart de ces bactéries sont non pathogenes, elles peuvent poser un
risque pour la santé. De sorte que la qualité de I'eau, provoque mauvaises odeurs et saveurs
(Fondation Nationale de la Santé, 2013).

1.4. Streptocoques fécaux
Le terme « streptocoques fécaux » designe les streptocoques généralement présents dans
les féces de I'nomme et des animaux. Les SF se multiplient rarement dans 1’eau polluée et leur
persistance est supérieure a celle d’E. Coli et des coliformes (Organisation mondiale de la

Santé and Programme international sur la sécurité chimique, 2000). La présence de SF
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indique que le systeme de traitement de l'eau ne fonctionne pas de maniére satisfaisante
(Madni et al., 2022).

1.5. Clostridium sulfito-réducteur
Les C.S.R sont des bactéries commensales de I'intestin ou saprophytes du sol, elles sont
généralement considérées comme des témoins de contamination fécale ancienne ou
intermittente (BORDJAH, 2011).

1.6. Salmonelles
Les Salmonelles sont en général considérées comme pathogenes bien que leur virulence

et leur pouvoir pathogene varient énormément (DELARRAS et al., 2010).

1.7. Staphylocoque
Les Staph est une bactérie a Gram positif, non mobile, qui peut résider en tant que
porteur commun chez I'nomme, bien que sa gamme d'hotes puisse s'‘étendre a des animaux tels
que les chiens, les chats, les moutons, les bovins et la volaille (Katakweba et al., 2016; Weese
and van Duijkeren, 2010).

1.8. Levure et moisissures
e Levures: Elles sont aérobie facultatives donc se développent en surface avec une
formation des boutons (mycéliennes), il y a des levures peuvent avoir des effets fatals
dans les aliments, elles provoquent des changements désagréables dans les aliments :

odeurs ou gouts anormaux, aspect trouble(BICHI et al., 2021).

e Moisissure: Les moisissures aboutissent a une modification de la valeur
nutritionnelle du produit, a I’apparition de flaveurs indésirables, dans d’autres cas
certaines moisissures élaborent des substances toxiques qui peuvent provoquer des
intoxications (BICHI et al., 2021).

2. Maladies a transmission hydrique
En Algérie, malgré les avancées réalisées dans ce domaine, certaines M.T.H subsistent

(Montiel, 2004).parmi lesquelles :

2.1. Fiévre typhoide ou la paratyphoide
Fievre typhoide ou la paratyphoide est une maladie qui se transmet par voie fécale par

ingestion d'aliments ou d'eau contaminés. Le réservoir est strictement humain et la
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contamination se produit par les feces de patients ou porteurs sains. Les signes cliniques
provoquent une fiévre prolongée jusqu'a 39°- 40°C, des taches rosées sur la poitrine ainsi
qu’une splénomégalie et une hépatomégalie des malaises, une anorexie, des céphalées, une
constipation ou une diarrhée, et apparaissent. Se manifestent habituellement une a deux
semaines apres la pénétration du germe et peuvent durer plusieurs semaines (Essayagh et al.,
2020).

2.2. Choléra
Le choléra est contracté principalement par [lingestion d'eau souillée ou de
nourriture qui est une infection diarrhéique aigué, épidémique et strictement humaine causée

par une bactérie, Vibriocholerae (Nswal, 2022).

2.3. Gastro-entérites bacteriennes
Les gastro-entérites bactériennes sont répondues de deux mécanismes
physiopathologiques différents selon les bactéries en cause, et elles sont moins frequentes que

celles d’origine virale (Berthulom, 2022).

2.4. Hépatite A
Le virus de Hep A est une infection répandue dans le monde entier qui provoque une
inflammation du foie. 1l s'agit d'un agent important des maladies virales d'origine alimentaire
et hydrique (Lowther et al., 2019).

2.5. Amibiase

L’amibiase est causée par un protozoaire unicellulaire du genre Entamoeba
qui infecte le co6lon de I’homme. Entamoebahistolytica est I’'une de la sous classe des
amibes capable d’envahir les tissus, est considérée comme pathogéne pour I'homme. Ces

amibes étant ubiquitaires, elles sont présentes dans I’air, la poussiere, 1’eau,

etc (Pamatika et al., 2022) .

2.6. Giardiase
La giardiase est une infection causée par le protozoaire Giardia SPP. Qui s‘attrape par
transmission directe ou indirecte, la voie hydrique étant la plus importante. Elle est considérée
comme l'une des zoonoses les plus importantes dans la routine clinique vétérinaire, avec une

large distribution mondiale (Beltréo et al., 2022).
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3. Normes de la qualité bactériologique de I’eau potable

Les deux groupes de microorganismes les plus utilisés comme indicateurs de
contamination bactérienne sont les CT et les CF, 1’objectif visé et I’absence de coliforme dans
100 ml d’eau, mais si cet objectif n’est pas atteint le réglement sur 1’eau potable a proposé les

normes motionner dans le tableau (Tab 1) :

Tableau 1. Norme et recommandation pour la qualité bactériologique de I'eau potable

(Journal Officiel de la République Algérienne, 2000)

Les germes Les normes
Germe totaux <10UFC/ml
Coliforme totaux <10UFC/100ml
Coliforme fecaux(E,coli) abs
Clostrodium sulfito reducteur <5UFC/100ml
Streptocoque fecaux abs
Staphylocoque abs
Salmonella abs
Levure et moisissure <1-100UFC/100ml

11
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1 Site d’étude

1.1 Choix de station

Trois (3) stations de traitement des eaux potable ont été choisies pour cette étude
comme le montre la (figure 2) : Torchi (Tolga), Boukhalfi (Bouchagrone) et Harek Derraji
(Filiache) .Ces stations, d'apres des années du service, ont pu réaliser un succes remarquable
en produisant et fournissant une quantité d'eau douce importante. Elle basait dans le

dessalement des eaux sur le principe d'osmose inverse.

e [’eau des citernes : Sous forme des eaux transportées a partir des Wilaya voisine.

©

Figure 1.La carte géographique montre la localisation des trois stations consultée

e Sachant que chaque site d’étude a des propriétés qui sont indiquée dans le (tab 2) :

Tableau 2 .La localisation, la profondeur et les coordonnees géographiques de chaque site
d'étude

Site Localisation Le nom de station Profondeur | COrdonne géographique
(m) Latitude | Longitude
Site 1 Tolga Torchi 230 34.70287 5.40689
Site 2 Bouchagroun Boukhalfi 200 34.72043 5.47003
Site 3 Filiache Harekderraji 250 34.84035 5.77292

12
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2 Matériels et milieux de cultures utilisés
2.1 Matériels

2.1.1 Auterrain
a. Flacons : pour I’échenillage (polyéthyléne et verre).
b. Glaciere : assure le transport des échantillons a basse température.

c. Pistolet a flamme.
2.1.2 Au laboratoire

2.1.2.1 Outils
- Flacons stérile.
- Bec benzene.
- Boites de pétrie.
- Tubes a essais.
- Eprouvettes graduées.
- Pipettes 1000ml.
- L’anse de platine.
- Lalame.
- Portoirs.
- Tige.
- Barreaux magnétiques.
- Erlenmeyer.

*Ainsi que Couteau stérile ; papier aluminium.
2.1.2.2 Appareillage

- Etuve : pour l'incubation.

- Four pasteur : pour la stérilisation.

- Autoclave : pour l'autoclavage (verreries).

- Bain marie : pour dissolution des milieux de culture.

Vortex.

*Avant chaque utilisation, la verrerie doit étre soigneusement lavée, rincée, séchée et

stérilisée au four Pasteur a 180°C pendant 30 minutes.
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2.1.3 Milieux de cultures et les additifs

Des milieux de cultures solides et liquides sélectives ont été utilisés pour la recherche et

I'isolement de différentes flores présentes dans I'eau analysée (voir Annexe 04).

On a plusieurs milieux de culture , additifs et réactifs qui sont mentionner dans le tableau (tab

3) ci dessous :

Tableau 3 .Les milieux de cultures, les additifs et les réactifs

Milieux de cultures

Additifs et réactifs

PCA Alun de fer
BP Tellurite de potassium
VF Sulfite de Sodium
TSE NAOH
TSI Eva litsky
RHOTE Violet de Gentiane
VRBL Lugol
VRBG Ethanol
Hektoen Fushine
Sabouroud Huile d'immersion

3 Meéthodologie de travail

3.1 Analyses microbiologiques

Les échantillons recueillis sont acheminés au laboratoire de microbiologie de

département de la S.N.V de I'universit¢ Mohamed Khider, Biskra, pour faire ’objet d’une

recherche de germes.

Les germes recherchés dans cette étude ont été choisi selon les directifs du Journal

Officiel de la République Algérienne (Journal Officiel de la République Algérienne, 2000),

ils sont les suivants :
- Les germes totaux.
- Les coliformes totaux.
- Escherichia coli. (E-coli).
- Les entérocoques (streptocoques D).
- Salmonelle.
- Clostridium sulfito réducteur.
- Staphylocoque.

- Levure et moisissure.

14
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3.2 Prélévement d’eaux

Un prélevement correct est indispensable a I'obtention de résultats significatifs. Il doit
étre considéré comme une phase préliminaire de I'analyse, on devra donc prélever I'eau avec
toute la précaution aseptique.

Pour chaque station on a apprendre 2 prélevement successive dans le méme jour :
- 1 prélevement d’eau de source filtrée.
- 1 prélevement d’eau de citerne.

Cette opération a répété durant tous les prélevements pendant une période de deux
semaines, car I’échantillon doit pas dépasse les 8 heures de conservation d’abord on va les
détailler ca ultérieurement.(voir annexe 2)

On a utilisé des flacons en verre de 100 ml, stérilisés dans l'autoclave a 120°C pendant
30 min. Au moment du prélevement de I'échantillon, il est nécessaire de flamber le robinet
avec un pistolet a flamme avant de l'ouvrir avec un maximum de débit pour éliminer l'eau
stagnante. Ensuite les flacons sont remplis rapidement mais pas jusqu'au bord, et cela pour
permettre une meilleure homogénéisation de I'échantillon ; les flacons doivent porter les
mentions suivantes :

- L'origine de l'eau.

- Ladate et I'heure du prélevement.

3.3 Transport des echantillons

Toutes les analyses doivent étre effectuées des que possible, car les paramétres initiaux
de l'eau peuvent changer au cours du transport. Les échantillons ne doivent pas étre exposes a
la lumiére du soleil pendant le transport et doivent étre transportés dans une glaciére
isotherme a des températures inférieures a 4°C. L'analyse microbiologigue doit commencer
dans les 8 heures suivant le prélevement de I'échantillon afin de ne pas altérer I'écologie

bactérienne de I'eau. (Rejsek, 2002).(voir annexe 5)

4 Protocol d’analyse

4.1 Préparation des dilutions décimales
La quantité d'échantillon apportée au laboratoire doit étre suffisante pour les besoins de
l'analyse. Le diluant TSE est utilisé jusqu'a la dilution 102 afin d'effectuer une série de
dilutions décimales. En utilisant la méthode décrite ci-dessous :
- On préléve un volume de 10 ml de la SM avec une pipette.

- On verse ce volume dans un tube a essai.
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- Les tubes de dilution utiliser doit étre marqué (10%, 102, 1073).

- A laide d'une pipette graduée stérile, prélever 1 ml de la suspension mére et le placer
dans le tube a bouchon fileté contenant 9 ml de TSE sans pénétrer dans le diluant
comme le montre la (fig 3). 1l s'agit d'une dilution 102,

- Homogénéiser soigneusement le tube et jeter la pipette dans un récipient approprié
(ISO 6887-1, 2017).

=M TSE

| pp— p—

1t 1= 103

Figure 3. Schéma de préparation de série de dilution

4.2 Recherche des germes totaux

La recherche des germes totaux est basée sur ’aptitude de microorganismes de se
développer sur milieu ordinaire, ce qui exclut un nombre important de germes : c’est le cas
des bactéries filamenteuses, des bactéries sulfureuses et ferrugineuses, des germes anaérobies,
etc.

La gélose PCA est préconisée pour le dénombrement de la FTAM comme.

A. Mode opératoire
La détermination de la FTAM se fait par un prélévement aseptique a 1’aide d’une pipete
stérile, on préleve 1ml de la dilution 10 et placé dans une boite de pétri stérile, puis on coule
la gélose PCA et mélanger la boite par un mouvement de forme 8, on procéde de la méme
facon pour I'ensemencement d'autres dilutions 1072 et 10 (’ensemencement en masse) on le

voit ici (fig 4).
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Figure 4.Schéma des étapes de recherche de la flore totale aérobie mésophile (FTAM).

B. Incubation
Les boites doivent étre retournées et laissées en incubation pendant 72 heures a 37°C
(1SO 6222, 1999; Rodier et al., 2009).

4.3 Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux (E-coli)

De nombreuses especes bactériennes de la famille des Enterobacteriaceae sont incluses
dans la catégorie des coliformes totaux. Il s'agit de bacilles anaérobies facultatifs, Gram-
négatifs, non sporulés, présentant des caractéristiques structurelles et de culture distinctes a
35-37°C, et sensibles au chlore (Rodier et al., 2009).

Les CF ou coliformes thermotolérants sont un sous-groupe des CT a Gram négative
capables de fermenter le lactose a une température de 44°C. L’espece la plus fréquemment
associée a ce groupe bactérien est Escherichia Coli (E.coli). lls sont considérés comme indice

de contamination fécale (Leclerc et al., 2000).

La gélose VRBL est un milieu sélectif pour l'isolement et la numération des coliformes
totaux et fécaux dans I'eau, le lait et les autres produits laitiers, le matériel de laiterie et autres

denrées alimentaires.

A. Mode opératoire

- Mettre 1 ml de la dilution 10,102,104 analyser dans 3 boites de pétrie.
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- Faire couler la gélose VRBL dans ces boites puis les fermées et agiter soigneusement

par technique de huit dans la zone stérile, attendre la solidification de la gélose.
B. Incubation et lecture

Incuber & 37°C pendant 24 a 48h pour les CT tel qu'indiqué ici (fig 5) et a 44°C
pendant 24 & 48h pour les CF. Les boites de gélose VRBL subiront une lecture en tenant
compte du fait que les coliformes se présentent le plus souvent sous forme de colonies de

couleur roses a rouges avec ou sans halo de précipitation (Liégeois et al., 2003).

101 102 103

|
oo

meélanger la boite par un mouvement
de forme 8

|

Incubation a 37C°pendant 24h

Figure 5.Schéma des étapes de recherche de coliforme totaux

18



Chapitre 03 Matériel et méthodes

C. Test biochimie confirmative

o Test de TSI

A l'aide d'une anse de platine et d'une plaque de Petri VRBL (SM 44°C), prélever une
colonie et I'inoculer dans un tube TSI comme illustré ci-dessous (fig 6) (Liégeois et al., 2003).

Incubation et Lecture

Incuber a 37°C pendant 24h. Plusieurs caractéres peuvent étre étudiés (production de
gaze, réduction de H.S, fermentation de glucose et de lactose) comme indiqué plus bas (Tab
04).

VRBL apres I'incubation

°?

| TSI TSI TSI )

‘ Incuber 37°C pendant 24h ‘

Figure 6.Schéma de test de confirmation TSI pour les coliformes fécaux
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Tableau 04. Caractére biochimique de la galerie classique (Azaizia Hedda, 2013).

Milieu Caracteres lecture figure
recherché
TSI -Fermentation -Virage de

du glucose, couleur vers le

lactose, jaune : glucose

saccharose lactose

-Production de : | .saccharose sont

gaz et H,S positive (+).
-Formation de
tache noire :
H,S(+).
-Bulle de gaz
dans le culot :
gaz(+).

5

\ ollow Slant Yellow Stant Red Sla
trol Red Slant Red Slant Yellow Slant \e_llow Siant R :
v Red Butt Yellow Butt Yellow Butt Yellow Butt Yellow B

NoGas  NoGas ¢ IS +HS

NoHS NoHX  NoHX

4.4 Recherche et dénombrement des clostridium sulfito-réducteur

Il s'agit de bactéries Gram-positives produisant des spores qui mesurent 4 a 6 m de long

et 1 a 2 mde large. Clostridium perfringens (spores) est le type le plus reconnaissable. On les

trouve aussi bien dans les excréments humains et animaux que dans la flore tellurique

naturelle (Arimondo et al., 2000). L'intérét de rechercher ces signes est qu'ils sont

particulierement résistants aux procédures de nettoyage en raison de leur capacité a sporuler
(Liégeois et al., 2003).

Cette recherche s’effectue sur le milieu (VF) ce dernier est utilisé pour la recherche du

mode respiratoire des bactéries, ainsi que pour l'isolement en profondeur des anaérobies.

A. Mode opératoire

- Placer 1 ml d’eau a analyser (SM) dans un tube a aisée le porter au bain marie a 80°C

pendant 10min pour cassé les spores.

- Apres 10 min placer les tube dans un bécher avec I’eau froide, afin de se refroidir

rapidement.

- Ajouter dans chaque tubele milieu de culture VF.
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- Ajouter 0.5 ml de solution de surfit de sodium et quelques gouttes de la solution
d’alune de fer, mélanger sans faire de bulle. Ajouter I'huile de paraffine pour

élimination des gaz dissous selon l'illustration ci-dessous (fig 7).
B. Incubation et lecture

Faire une lecture apres incubation a 37°C pendant 48h. Considérer comme résultant

d’une spore de bactérie C.S.R toute colonie noire entourée d’un halo noir

sSM 10°* 102

\ J

placer les tubes dans un bécher avec 1'eau froide

viond
¢ foie

Ajout 15ml vionde foie +surfit de sodium
+alune de fer -+ 1'huile de paraffine

Figure 7.Schéma représentant la recherche des anaérobie sulfito-reducteurs

4.5 Recherche des Streptocoques fécaux

Ce sont des bactéries sphériques groupeées en chaines, Gram positif. Catalase négatif et
anaérobies facultatives. Ce groupe est divisé en deux sous-groupes: Entérocoques et
Streptocoques (Rodier et al., 2009).
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Le Bouillon de Rothe est utilisé pour la confirmation lors des recherches et

dénombrements des SF dans les eaux d'alimentation et résiduaires, les produits surgelés et les

autres denrées alimentaires par la méthode du nombre le plus probable.

A. Mode opératoire

La recherche s'effectue en 2 étapes, un test présomptif en bouillon de Rothe et transfert

des cultures positives pour confirmation sur milieu d’EVA Litsky.

B. Milieu de culture

* Milieu de Rothe (D/C).
* Milieu de Rothe (S/C).

* Milieu de confirmation Eva Litsky.

» lere étape : Test présomptif
On ensemence de la fagon indiquée ci-dessous (fig 8):

= 3 tubes de 10 ml de bouillon de Rothe (D/C) avec 1 ml d'eau a analyser.
= 3 tubes de 10 ml de bouillon de Rothe (S/C) avec 1 ml de la dilution 10-1
= 3 tubes de 10 ml de bouillon de Rothe (S/C) avec 1 ml la dilution 10-2
= 3 tubes de 10 ml de bouillon de Rothe (S/C) avec 1 ml la dilution 10-3
* Bien mélanger le milieu et I’inoculum.
* L’incubation est faite a 30 °C pendant 24 a 48 heures.

* La lecture finale se fait selon les prescriptions de la table du NPP.

* Les tubes présentant un trouble microbien sont considérés comme positifs et sontsoumis au

test confirmatif.
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3x10 Il 0,1
AVENA NN NN
MM YEVEY CRVEY
RV "R ‘BT R
L L J w L w L w v w
ROTH D/C ROTH 5/C ROTHS/C

Incubation 37C°/24h, 48h
N N
\
Tube négative Tube positive
Test présomption

Figure 8.Schéma représentant le test présomptif pour les streptocoques fécaux
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> 2éme étape : Test confirmatif

Nous prélevons 2 a 3 gouttes de chaque tube positif présentant un trouble bactérien, que
nous repiquons dans des tubes contenant 9 ml de milieu Eva Litsky. Par la suite les tubes sont
incubés a 30°C pendant 24 a 48h.

L'apparition d'un trouble microbien confirme la présence de Streptocoques fécaux,
parfois la culture s'agglomere au fond du tube en fixant le colorant et en formant une pastille
violette des significations identiques a celle du trouble bactérien tel que montré ci-dessous

(Fig 9).

S

l

Repigquage sur miilieu Ewva

!

rmiiliewu Ewva

|

Imcubation I 7FCyY24h

Apparition de
troubla

Figure 9.Schéma représentant le test confirmatif des streptocoques fécaux

24



Chapitre 03 Matériel et méthodes

4.6 Recherche et dénombrement de salmonella

Les salmonelles sont des bactéries @ Gram négatif, mobiles avec des ciliés péritriches,
aéro-anaérobies facultatives, positives pour la catalase, négatives pour lI'oxydase et positives
pour la nitrate réductase. Elles sont également incapables de fermenter le lactose ou de
produire de l'uréase, sont dépourvues de béta-galactosidase et présentent un H2S positif ou
négatif, sont négatives pour la lysine décarboxylase et positives pour l'indole négatif (Nikaido
et al., 2012).

Le bouillon de RV est utilisé pour I'enrichissement sélectif de Salmonella dans les
denrées alimentaires
La gélose Hektoen est un milieu sélectif pour I’isolement et la différenciation des

baciles Gram(-) (enteropathogenes, en particulier les Salmonelles sp. et les Shigellasp).

A. Mode opératoire
» Pré enrichissement en milieu non sélectif liquide
- Ensemencement de la prise d’essai dans de TSE a temperature ambiante, puis
incubation a 37°C pendant 18h.
» Enrichissement en milieux sélectifs liquides
- Ensemencement du bouillon Rappaport (9ml) avec la culture (Iml).
- Incubation du bouillon Rappaport a 30-35°C pendant 18h
> Isolement et identification
Des stries ont été appliquées sur de la gélose Hektoem, puis incubé a 37 °C pendant 18 a
24 h.
» Confirmation
On utilise le milieu TSI. A I’aide d’une anse contenant des colonies prélevées on
ensemence la pente puis le culot d’un tube par piqure centrale. L’incubation se fait a 37°C

pendant 48 a 72h comme indiqué plus bas (Fig 10).
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Figure 10. Protocole de recherche de salmonella
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4.7 Recherche et dénombrement des Staphylococcus
La gélose Baird Parker (BP) est un milieu d'isolement utilisé pour la recherche et

dénombrement des staphylocoques a coagulase positive dans les produits alimentaires.

A. Mode opératoire

- Le tellurite de potassium et le jaune d'ceuf sont ajoutés a raison de 1 ml pour 20ml de

milieu de base BP.

- Transférer a l'aide d'une pipette stérile 0,1 ml de chaque dilution décimales 102 & 10!
a la surface de la gélose BP, jaune d'ceuf et tellurite de potassium selon l'illustration ci-
dessous (figure 11).

- Etaler soigneusement I'inoculum le plus rapidement possible a la surface de la gélose
en essayant de ne pas toucher les bords de la boite avec rateau étale sterile pour chaque boite.

- Les boites seront incubées couvercle en haut a 37°C pendant 48 heures.

102 10-= 10-=

l

Incubation a 27C°pendant 24h

l

Figure 11.Technique de recherche et de dénombrement de staphylocoque
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B. Lecture
Les colonies caractéristiques des staphylocoques sont petites noires et entourée d'un
halo clair. Les colonies reconnus comme caractéristiques sur ce milieu seront soumises a des

tests d'identification biochimique suivant:
% Test de catalase

La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobics strictes et
anaérobies facultatives. Le dégagement de bulles de gaz indique la présence de la catalase
(test catalase +). Sur une lame propre et séche, une goutte d'oxygénée a 10 volumes a été
déposée a l'aide d'une pipette Pasteur et I'inoculum bactérien a €té ajouté. L'observation a été
immédiate comme indiqué plus bas (Fig 12) (DELARRAS, 2007).

\
\'\o
-
Absence de bulles : catalase — Présence de bulles : catalase +
Arrét de I'identification Poursuite de lN'identification

Figure 12. Schéma montre le test de catalase
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% Test de coagulae
Le principe de ce test est simple; on met en contact du plasma incapable de coaguler
seul avec un peu de bouillon Cceur-Cervelle ou a été cultivé le germe étudié, on prépare le
milieu d'enrichissement ou on préléve les colonies des Staphylococcus aureus qu'on
ensemence dans un tube contenant le milieu Ceeur-Cervelle et incubation & 37°C pendant 24

heures

Aprés l'incubation dans un tube, mettre 1 ml de milieu d'enrichissement avec 1ml de
plasma humain ou lapin et incuber le tube pendant 24 heures a 37°C. L'observation est

possible a partir de 2h d'incubation comme indiqué plus bas (Fig 13).
*Remarque

Il est indispensable de réaliser un témoin négatif en mélangeant du bouillon plasma afin

de vérifier que ce bouillon ne coagule pas lui-méme (le plasma stérile).

On peut également réaliser ce test par une agglutination sur une lame propre et seche
on met en contact une goutte de plasma sanguin humain avec une goutte de bouillon

ensemence par le germe éetudié (ou une colonie), il y aura une agglutination visible I'ceil nu.
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-

Incubation & 37C° pendant 24h

Apparition de trouble

0,1ml BBC ajouté 0,3ml et incubé a3 37C° pdt 24h

& &

Figure 13. Schéma montre le test de coagulase
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«+ Coloration de Gram:

e Préparation du frottis
-Faire un repiquage des bactéries en milieu liquide ou solide.
-Faire un frottis sur une lame en étalant une goutte de la suspension microbienne.
-Laisser sécher le frottis.
-Ensuite, faire la fixation en passant rapidement la lame 3 fois sur la flamme d'un bec
Bunsen ou par une technique équivalente.
- Apreés refroidissement, faire la coloration.
e La coloration
-Ajouter une goutte de Violet de Gentiane au frottis pour la coloration pendant 1
minute, apres rincer par l'eau distillée.
-Ajouter une goutte de lugol pour fixer la couleur et rincer avec I'eau distillée aprés une
seconde de la fixation.
-Rincer par I'Ethanol pour la décoloration.
-Ajouter une goutte de Fushine et laisser 30 secondesaminute, puis rincer toujours avec
I'eau distillée.
- laissé la lame sécher dans une zone stérile de 10 a 15 min.

e Observation

Observer par un microscope optique (Grossissement x 100) apres I'ajout d'une goutte
d'huile d'immersion tel que montré ci-dessous (Fig14).

(i e

/

) e (e

Figure 14.Protocole utilisé pour la coloration de gram
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4.8 Recherche et dénombrement des levures et moisissures

Le milieu gélosé de Sabouraud est un milieu sélectif pour la culture fongique et
principalement utilisé pour l'isolement des dermatophytes, des levures et de divers autres
champignons pathogénes et non pathogénes.

A. Ensemencement et incubation

Ajouter éventuellement de la Gentamicine ou du Chloramphénicol. Homogénéiser et
couler en boites de Pétri stériles. Transférer I’échantillon a analyser et étaler a ’aide d’un

étaleur stérile. Incuber & 32°C £ 1°C pendant 3 & 7 jours.

B. Lecture et interprétation

Dénombrer séparément les levures et les moisissures dans les boites contenant entre 15

et 150 colonies de la fagon indiquée ci-dessous (Fig 15).

101 102 103

|

Incubation a 37C°pendant 5 jour

|

Figure 15.Protocole de recherche de levure et moisissure
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5 Expression des résultats
Pour l'expression des résultats une seule méthode a été utilisée pour tous les analyses
microbiologiques en calculant le nombre N de microorganismes dénombrée a l'aide de

I'équation suivant:

__x¢
~ (ny +0.1n,)d

N

N: Nombre d'UFC par gramme ou par ml de produit initial
>C: est la somme des colonies sur toutes les boites comptées
ni: est le nombre de boites comptées a la premiére dilution
ny: est le nombre de boites comptées a la seconde dilution

d: facteur de la premiére dilution retenue.
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Chapitre 04 Résultats et discussion

1 Résultats des analyses microbiologiques

1.1 Germes totaux
1.1.1 Caractéristiques macroscopiques
L'aspect des colonies de la FTAM obtenue sur les boites de pétri est montré dans la
figure ci-dessous (fig 16) :
— La forme est ronde et lenticulaire en masse.
— Lataille est moyenne et petite.

— La couleur est blanchatre crémeuse.

Figure 16. Résultat de recherche de la flore aérobie mésophile sur milieu PCA (photo
original, 2023)
A. Avant I’incubation (témoin)

B. Apres I’incubation (présences des colonies)

1.2 Coliformes totaux

1.2.1 Caractéristiques macroscopiques

L'aspect des colonies des coliformes totaux obtenu sur les boites de pétri est montré
dans la figure indiqué plus bas (Figl7).
— La forme circulaire, lenticulaire.
— Le relief convexe Le contour régulier.
— Lataille moyenne La surface lisse.

— La couleur colonies pourpres entourées d'un halo pourpre.
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N

Figure 17.Résultat de recherche des coliformes totaux sur milieu VRBL (photo original,
2023)
A. Avant I’incubation (témoin)

B. Apres I’incubation (présences des colonies)

1.2.2 Test biochimique
e TestTSI
Le principe du milieu repose sur I’aptitude ou I’incapacité des entérobactéries a
fermente le glucose (avec ou sans dégagement de gaz), le lactose, le saccharose et a réduire
les sulfates en sulfures qui, en présence de fer, donne un précipité noir de sulfure de fer

comme indiqué ci-dessous (fig18).

Figure 18.Résultat de test TSI VRBL (photo original, 2023)

A. Avant I’incubation (témoin)

B. Apres I’incubation
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1.3 Coliformes fécaux
1.3.1 Caractéristiques Macroscopiques
Les colonies obtenues présentent les aspects suivants comme en témoigne la prochaine

figure (fig19):

% La forme circulaire.

% Le relief convexe.

% Le contour régulier.

+» Lataille moyenne.

¢ La surface lisse.

«¢+ La couleur colonies pourpres entourées d'un halo pourpre.

Figure 19. Résultats de recherche des coliformes fécaux sur milieu VRBL
(photo original, 2023)
A. Avant I’incubation (témoin)

B. Apres I’incubation (présences des colonies)

1.4  Streptocoques fécaux
Les tubes ensemencés par le milieu ROTH ne contient aucun trouble ce qui signifie

I’absence totale des colonies de streptocoques fécaux que le prochain figuier montre (fig 20)

Figure 20. Résultat de recherche des streptocoques fécaux (photo original, 2023)
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1.5 Staphylocoque
1.5.1 Caractéristiques macroscopiques
La figure 21 montrent I’aspect des colonies dont :
— La forme est circulaire.
— Lataille est moyenne (leur taille est de 0,5 a 2 mm a peu pres).
— Lerelief est convexe, brillant et opaque.
— Le contour est régulier.
— Lasurface est lisse.

—La couleur est noire (en raison de la réduction de la tellurite de potassium qui est
ajoutée dans le contenue du milieu qui joue le role d'agent sélectif), entourées d'auréoles clair
et transparentes qui est le résultat de la dégradation de jaune d'ceuf car les staphylocoques
produisent de la 1écithinase qui dégrade le jaune d'ceuf en provoquant ainsi la formation de
zones claires autour des colonies correspondantes et I'activité de la lipase entraine l'apparition

d'une zone de précipitation opaque.

Figure 21. Résultats de recherche des Staphylocoques sur milieu Baird Parker (photo original,
2023)

A. Avant I’incubation (témoin)

B. Apres I'incubation (présences des colonies)

1.5.2 Caractéristiques microscopiques

D'apres le résultat de I’examen microscopique, les souches isolées sont sous l'aspect de
coques violées en petits amas c'est-a-dire Gram positif (+), le mode de regroupement dit en
«grappe de raisin » ou isolés par paires ou en tres courte chaine, immobile et dépourvus de

spores comme le montre la figure suivante (fig 22) :
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Grappe de raisin

diplocoque

Figure 22. Observation microscopique des staphylocoques (photo original, 2023)

1.5.3 Résultats des tests de confirmation

% Test catalase

Le test de la catalase est positif (+) due au dégagement gazeux, la figure 23 indique que la
souche est capable de dégrader le peroxyde d'hydrogéne (H202) grace a I'enzyme qu'elle synthétise (la

catalase).
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Les staphylocoques sont capables de décomposer I'eau oxygénée grace a la catalase

selon la réaction suivante sur la figure ci- dessous (fig 23) (Liégeois et al., 2003).

H,0; > 12 0,+H,0

1

Catalase

Figure 23. Résultat du test catalase pour les staphylocoques (photo original, 2023)

++ Test coagulase

Les résultats de la figure 24, indique I'apparition d'un caillot observé en inclinant le tube a 90°
apres 2 heures et 24 heures ainsi une agglutination visible a I'ceil nu, donc le test de la coagulasse est
positive. Cette enzyme est capable de faire coaguler le plasma sanguin, il joue un réle important dans
le pouvoir pathogéne de la bactérie. La mise en évidence d'une activité coagulasse libre chez une
souche de Staphylococcus est un des critéres d'identification de Staphylococcus aureus en médecine
humaine (Delarras, 2007).
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A
B:
A’
B’ :

Aprés
I'incubation

Prendre une colonie par l'anse
de platine et posée dans le
tube de plasma

il

Apreés

Fincubation
—

Figure 24. Résultat de test de la coagulation en milieu cceur cerveau et en tube (photo
original, 2023)

Avant I’incubation (témoin).
Apres I’incubation (présences des colonies).
Avant I’incubation (témoin).

Apres I’incubation.
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1.6 Clostridium sulfito-réducteurs

Aprés I’incubation, on remarque 1’absence des colonies noires ou niveau de la paroi du tube

comme le montre la figure ci-dessous (fig 25) :

Figure 25. Résultats de recherche de Clostridium sulfito-reducteur sur milieu VF (photo originale,
2023)

1.7 Salmonelles
Aucune colonie de salmonelle n’a été isolée au cours de cette étude.

On a montre sa dans la figure ci-dessous (fig 26) :

Figure 26. Résultat de recherche des salmonella sur milieu Hektoen (photo original, 2023)

A. Avant I’incubation (témoin)

B. Apres I’incubation
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Chapitre 04

1.8 Levure et moisissure

Aspects

Aspects microscopique

brement et interprétation de présence de germes

7

enom

Tableau 05. Résultats de d

Genres ; Résultat obtenus Résultat obtenus
macrasconiaues
L’aspect - téte aspergillaire apparait noire
o macroscopique est et radiée.
2 remarqué, un b -vésicule globuleuse.
= mycelium aérien F -phialides inserées sur la
> blanc a jaune ésicule par des métules.
a uisnoiratre comme le - les conidies sont globuleuses
(7))
< montre apres quelques brunes.
jours avec un aspect *Ce qui suggere que c'est
radié et granuleux I'Aspergillus niger.
-tétes radiées sur mycélium
basal
. Téte aspergillaire).
& Colonie jaune-vert, ( € asperguis ) .
. tBtes radiées sur -Uni ou bisériée, radiée.
E o -Vésicule sphérique (25-45um).
= mycelium basal et .
> -Grosses conidies (3,5-4,5um).
= quelques colonnes PR \
L o -vert échinulées, globuleuses a
) dans le mycélium
< ‘- subglobuleuses .
aérien
*Donc c’est I’aspergillus
.M_D—:_hl
-les spores, qui se développe
Aspect en forme de pinceau dense.
macroscopique de -Le conidiophore est simple
o Penicillium. est une ou ramifié, et est terminé par
» moisissure de couleur des groupes de phialides en
3 gris-bleu a gris-vert. forme de bouteille.
Mu les colonies sont -Les spores (conidies) sont
Q denses, poudreuses et produites en chaines séches
< duveteuses. . Le au bout des phialides, avec la

développement est
correct a partir de 7a
10 jours de culture

spore la plus jeune a la base
de la chaine.
-elles sont presque toujours.

Vertes
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1.8.1 Qualités microbiologiques

Pour apprécier de la qualité microbiologique de I’eau filtrée et de I’eau de citernes vendue dans
la région de Biskra, nous avons procédé au prélevement de 6 échantillons dont 3 prélévements ont été
fait au niveau de 3 stations d’eau filtrée et 3 a partir des citernes qui portent I’eau provenant de ces 3

stations qui montre le tableau (tab 6) suivant :

Tableau 6.les résultats du dénombrement de la microflore de I'eau analysée

Germe
Site G.Tx10 | C.Tx10 C.F CSR SF Staph LM Salmonella
EchantiNon
(Ayeau | 0 0 0 0 0 30 0
Site 1 filtrée
Tolga
(Tolga) | @ eaude | ¢y | o | o 0 | pré 30 0
citerne
©eau | 5760 | 0 0 0 0 0 20 0
Site 2 filtrée
(Bouchagroune) | (D) eaude | 4 g5 | 575 | o | g 0 pré 30 0
citerne
Eyeau | 0 0 0 0 0 0 0
Site 3 filtrée
filiach
(fillache) | (F) eau de | 5 0 o | o 0 0 20 0
citerne
Norme
Algerienne <10/1 | <10/100 | abs | <5/20 | abs abs [<1-100/100| abs
UFC/ml

G.T : germe totaux

C.T : coliforme totaux

C.F : coliforme fécaux

CSR : clostridium sulfito-réducteur
L.M : levure et moisissure

Pré : présence

Abs : absence

SF: streptocoque

Staph: staphylocoque
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2 Discussions

2.1 Germe totaux

Germes totaux
(7p)
-g 10 8.11
O =
g E 8 5.3
: 6
g,
88 ) 0762 105 ® germe totaux
25 puss o> & 2
0
o
Z A B C D E F

Figure 27.Taux de contamination des differents prélevements par les germes totaux

En général, une quantité excessive de germes semble indiquer des problemes de
traitement ou un entretien inadéquat du réseau. Les saprophytes sont des microorganismes
présents naturellement dans l'eau qui se développent a 22°C. Ceux qui se développent a 37°C,
la température du corps humain, proviennent d'animaux a sang chaud ou d'hommes. Méme
s'ils ne sont pas forcément des germes pathogénes. Cette distinction n'est pas tres précise car
de nombreux germes, généralement considérés comme saprophytes (Figarella and Leyral,
2002).

Nous avons remarqué la présence de quelques colonies dans les échantillons B, C, D et
F mais leur nombre reste au-dessous de la limites des normes Algérienne, dont les
échantillons C et D ont une qualité satisfissent alors que les échantillons B et F ont une
qualité acceptable.

Une absence totale des germes totaux dans les échantillons A et E (00 germes/ml) a été
signalé, ce qui rend ces échantillons conformes a la réglementation Algérienne qui impose
I'absence des germes totaux dans 100 ml d'eau préleveée.

Nos résultats sont inférieurs a ceux trouvés par AMIRAT et NECIRI (2017) qui ont remarqué
un taux de contamination par les germes totaux entre 0,44.10% et 4.46x10* UFC/ml au niveau

de I’eau de citerne vendue dans la Wilaya de Ouargla.
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2.2 Coliforme totaux

Coliformes totaux

5.7

Coliforme totaux

0 0 0 0 0
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A B E F

Nombre des colonies
UFC/101ml
N

Figure 28.Taux de contamination des differents prélevements par les germes totaux

La reviviscence bactérienne (formation d'un biofilm sur les parois des conduites d'eau
potable), particulierement lorsque les concentrations de chlore libre sont faibles, est la cause
de la présence totale de coliformes dans un réseau de distribution d'eau potable (Kim and
Park, 2006) .

D’aprés les résultats consignés dans le Tableau 6 Un seul échantillon (D) parmi
I’ensemble des échantillons analysés montre la présence des coliformes totaux avec un taux
qui dépasse la limite de la norme Algérienne (1 UFC/10 ml). Donc on peut dire que 1’eau de
citerne du site 2 est une eau de qualité non satisfaisante et qui constitue un danger pour la
santé de consommateur.

La charge en coliformes totaux trouvee dans notre étude est supérieure a celle trouvée
par BOUSBIA et BIAD (2018), lors de I’étude de la qualité microbiologique de 1’cau de
consommation provenant du citernage de la région de Tassoust-Jijel en remarquant I’absence
totale de ce germe. Par contre AMIRAT et NECIRI (2017) ont signalé un taux de coliformes

totaux inférieur (0,32 x 10* UFC/ml) pour I’eau de citerne vendue dans la ville d’Ouargla.

2.3 Coliforme fécaux
La présence des coliformes fécaux dans I’eau indique qu’une contamination bactérienne
s’est introduite dans le réseau (Figarella and Leyral, 2002) .
D’apres les résultats obtenus dans le Tableau N06, on observe I’absence totale des
coliformes fécaux dans les 6 échantillons analysés, ceci montre que les eaux de tous les sites
consultés sont conforment aux normes (Journal Officiel de la République Algérienne, 2000).

L’absence des coliformes fécaux dans les échantillons d’eau peut étre expliquée par
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I’absence de contamination bactérienne d’origine fécale, qui est due au traitement par le
chlore qui inhibe les bactéries pathogenes (MOKDADI and MESSAI AHMED, 2015).

Des résultats similaires sont été trouves par BOUSBIA et BIAD (2018) alors
qu’AMIRAT et NECIRI (2017) trouvent des valeurs supérieures (0,2x 103UFC/ml).

2.4 Streptocoques fécaux

Selon (Rodier and bazin, 2005), pour étre certain d'une contamination fécale d'une eau
d'alimentation, la présence de Streptocoques fécaux doit étre accompagnée de coliformes
fécaux, et indiquerait une contamination fécale plus ancienne de l'eau (Figarella and Leyral,
2002).

D’aprés les résultats consignés dans le Tableau N°, nous avons remarqué 1’absence des
streptocoques dans tous les échantillons (00 germes/l), ce qui est conforme a la
réglementation Algérienne qui impose l'absence de streptocoques fécaux dans100ml d'eau
prélevés (Journal Officiel de la République Algeérienne, 2000). Ce résultat montre clairement
que l'eau filtrée des 3 sites ainsi que 1’eau distribuée par les camions citernes qui chargent

I’eau a partir de ces sites a une bonne qualité microbiologique en termes de streptocoque.

Le résultat obtenu est similaire a celui trouvé par BOUSBIA et BIAD (2018) qui ont
noté¢ I’absence des streptocoques fécaux et inférieur a la valeur obtenue par AMIRAT et

NECIRI (2017) qui ont trouvé un taux de 0,4x 102UFC/ml.

2.5 Staphylococcus

Leur taux éleve indique une mauvaise hygiene. Les toxines staphylococciques peuvent
persister aprés la mort des staphylocoques, ce qui rend cette recherche particulierement
intéressante (Liégeois et al., 2003).

Durant la recherche des Staphylocoques Sp, on a remarqué la présence de quelques
colonies dans les échantillons B et D. Les staphylocoques trouvés dans l'eau proviennent
principalement de la peau, de la bouche, du nez et de la gorge des baigneurs et
occasionnellement d'une pollution fécale. Donc on peut dire que ’eau de citerne qui charge
I’eau a partir des sites 1 et 2 présente un danger pour la santé des consommateurs.

Le résultat de la recherche des staphylocoques obtenu dans cette étude est a ’opposition
des résultats obtenus par Bousbia et Biad (2018) qui ont montré 1’absence totale de ce germe

dans ’ensemble des échantillons testés.

2.6 Clostridium sulfito-réducteurs

L’analyse des 6 échantillons de 1’eau a révélé I’absence totale des sulfito-réducteurs
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¢galement I’absence de spores de Clostridiumsp, c’est une indication d’absence d’une
contamination ancienne. Selon la réglementation Algérienne, une eau potable ne doit pas
contenir des Clostridiumsulfito- réducteurs dans 20ml qui sont souvent considérés comme des
témoins de pollution fécale et I’absence de colonies noires dans 1’ecau analysées montre que
notre eau répond aux normes. Cette absence s’expliquerait par le fait que ces eaux sont bien
traitées au chlore avant leur distribution (Kahoul et al., 2015) .

Nos résultats exprimer la méme similitude avec ceux obtenus par BOUSBIA et
BIAD(2018) et AMIRAT et NECIRI (2017).

2.7 Salmonelles

Les résultats des Salmonella montre que tous les échantillons de 1’eau A, B, C, D, E, F
contient OOUFC/100ml donc ces échantillons sont conformes a la norme Algérienne d'eau
potable qui excluent sa présence. L'absence totale de Salmonella est due a non-contamination

des échantillons étudiés par ces germes.

2.8 Levure et moisissure
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Figure 29. Taux de contamination des différents prélevements par levure et moisissure

Les levures et moisissures sont des champignons microscopiques qui ne doivent pas étre
présents dans 1’eau. Bien que le développement des levures ne soit pas pathogéne, il dégrade
la qualité marchande. Les moisissures, quant a elles, présentent un risque sanitaire car elles
produisent des mycotoxines dans les aliments (Guiraud and Galzy, 1980).

Concernant l'analyse fongique les résultats obtenus au cours de notre expérimentation
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indique clairement que le nombre de levure et moisissure dans l'eau et trés faible dans les
échantillons A, B, C, D et F tandis que dans I’échantillon E, il y a une absence totale de la
flore fongique.

Le résultat obtenu est supérieur a celui trouve par BOUSBIA et BIAD (2018) qui ont
noté I’absence totale des levures et moisissures.

3 Etude comparative de la qualité microbiologique entre I’eau filtrée et ’eau de

citerne
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Figure 2. Comparaison entre les résultats de dénombrement des germes entre I'eau filtrée et I'eau de

citerne dans le site 1.

Le résultat de la comparaison des analyses microbiologiques entre 1’eau filtrée et 1’eau
de citerne du le site 1 est présenté dans la figure 30.

On a remarqué I’absence totale des germe totaux, coliforme totaux, coliformes fécaux,
staphylocoque, streptocoque, Clostridiumet Salmonella dans 1’eau filtrée du site 1, il convient
donc de s'assurer par des tests bactériologiques que I’eau filtrée est sain et de bonne qualité.

Ce si peuvent étre expliqué par rigoureuse au niveau de station de filtration suivi par des
regles de la procéde de traitement et des bonnes conditions de conservation au niveau de
stockage.

Pour I'eau de citerne du site 1, on a remarqué la présence des germes totaux (fig 30) et
des staphylocoques ( Tab 6). Bien que le taux des germes totaux reste inférieur a la limite des

normes fixées par la réglementation Algérienne, la présence des staphylocoques et surtout les
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staphylocoques dorés présentent un risque pour la santé des consommateurs.
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Figure 31.Comparaison entre les résultats de dénombrement des germes entre I'eau filtrée et I'eau de

citerne dans le site 2.

La figure 31 montre le résultat de la comparaison des analyses microbiologiques entre
I’eau filtrée et I’eau de citerne du site 2.

Seuls les germes totaux ont été présents dans 1’eau filtrée du site 2 avec une valeur de 7.62 x
10 UFC/ml mais elle reste inférieure a la limite des normes fixées par la réglementation
Algérienne.

Pour I’eau de citerne du site 2, on a remarqué une contamination par les germes totaux,
les coliformes totaux (1.05 x 10%t 5.75 x 10 UFC/ml respectivement) et les Staphylocoques.la
valeur corresponde aux germes totaux dépasse pas les normes maximales suggérées par le
journal officiel, mais celle de coliformes totaux est supérieure a ces normes.

(Kim and Park, 2006)Les tests d'identification ont montré une présence d’E. Coli, sa
présence indique qu’une contamination bactérienne s’est introduite dans la citerne provoquant
une reviviscence bactérienne (formation d’un biofilm), celle-la peut étre cause,

particulierement, lorsque les concentrations de chlore libre sont faibles (Kim and Park, 2006).
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La présence des staphylocoques dans cet échantillon (D) veut dire qu’il ne répond pas
aux normes qui exigent 1’absence totale de ce germe. On peut dire que cette eau est impropre

a la consommation humaine.
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Figure 32. Comparaison entre les résultats de dénombrement des germes entre I'eau filtrée et I'eau de

citerne dans le site 3.

Le résultat de la comparaison des analyses microbiologiques entre 1’eau filtrée et I’eau de
citerne du le site 1 est présenté dans la figure 32.
Les analyses microbiologiques obtenues dans le 3°™ site ont mis en évidence de I'échantillon
deau de filtre ne contient pas les germe totaux, coliforme totaux, coliformes fécaux,
staphylocoque, streptocoque, Clostridium et Salmonella.

Alors que l'eau de citerne du site 3 a enregistré une présence des germes totaux avec

une valeur de 5.3 x 10 UFC/ml et qui est inférieurs aux normes du journal officiel Algérien.

Concernant I'analyse fongique, les résultats obtenus au cours de notre expérimentation
indiquent clairement que le nombre des levures et moisissures dans l'eau de citerne est sous
les normes du journal Algérien pour les sites 1, 2 et le 3, alors qu’une absence totale de la

flore fongique a été signalé dans 1’eau filtrée de ces 3 sites.
4 Niveau d'hygiene suivant le type de germe

L'interprétation des résultats est faite selon le Journal Officiel de la République

Algérienne n=35 mai 1998 a :
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4.1 Un plan a 3 classes

Suivant les critéres de référence m :

esi les résultats sont inférieurs ou égaux a 3 m: le produit est "satisfaisant".

esi les résultats sont supérieurs a 3 m et inférieurs ou égaux a 10 m le produit est «
Acceptable » (M = 10 m).

esi les résultats sont supérieurs a 10 m, le produit est "non satisfaisant".

4.2

Un plan a 2 classes Pour

Les salmonelles, I’interprétation est faite comme suite:

¢ "Absence" qualité satisfaisante.

¢ "Présence" qualité non satisfaisante.(voir annexe 7).

Tableau 7. Niveau de contamination globale dans les echantillons de I'eau filtrée et de I'eau

de citerne

Quialité dusitel

Qualité dusite2

Qualité dusite3

A B C D E F
FTAM Satisfaisante | Acceptable | Satisfaisante| Satisfaisante| satisfaisante | Acceptable
CT Satisfaisante | Satisfaisante| satisfaisante No::ﬁ:asfal satisfaisante | satisfaisante
C.F Satisfaisante | satisfaisante| satisfaisante| satisfaisante| satisfaisante| satisfaisante
CSR Satisfaisante | satisfaisante| satisfaisante| satisfaisante| satisfaisante| satisfaisante
Streptocoque | Satisfaisante | satisfaisante| satisfaisante| satisfaisante| satisfaisante| satisfaisante

staphylocoque

Satisfaisante

Non
satisfaisante

satisfaisante

Non
satisfaisante

satisfaisante

satisfaisante

salmonella Satisfaisante | satisfaisante| satisfaisante| satisfaisante| satisfaisante| satisfaisante

Leygres et Satisfaisante | Satisfaisante| Satisfaisante| Satisfaisante| Satisfaisante| Satisfaisante

moisissures

Comformité Conforme Non Conforme Non Conforme Conforme
comforme conforme
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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. C'est un élément courant et
nécessaire de notre vie quotidienne, mais lorsque sa qualité se dégrade, il peut devenir

une source de maladie.

Parce que tout le monde la consomme quotidiennement, sa qualité

organoleptique, physico-chimique et bactériologique doit étre surveillée de pres.

Le probléeme majeur de l'eau destinée a l'alimentation humaine a été long temps
d'ordre sanitaire. Ce probléme decoule de I'existence de microorganismes (bactéries.
virus, protozoaires, parasites) transmissibles de nombreuses infections dangereuses

chez I'homme.

Avant d'étre définie comme "eau potable™ et d'étre ingérée sans danger pour la
santé, l'eau brute prélevée dans les rivieres, les lacs et les nappes phréatiques, ou
récupérée lors de pluies, doit subir un certain nombre de processus. Ces opérations

peuvent se faire dans des usines privées ou public.

La présente étude s'inscrit dans le cadre de la protection de la santé humaine, a
travers cette étude comparative de la qualité microbiologique réalisée au niveau de la
station de traitement des eaux potables, nous a permis de déterminer les
caractéristiques microbiologique de deux catégorie d'eau consommable : I’eau brute

apre la filtration et I'eau de citerne de la wilaya de Biskra.

Nous pouvons conclure que les analyses microbiologiques obtenues dans cette
étude confirment clairement que tous les parameétres sont retenus au-dessous des
valeurs guides. Seulement le taux de contamination par les coliformes totaux (57
UFC/10ml) est trés élevées dans I'échantillon 4 (Bouchagroune citerne), a cause de
faible efficacité de la désinfection de citerne, donc ces eaux sont considérer comme
non potable et représentent une contamination pour la population qui la consomme.
On peut alors conclure que I'eau brute apre la filtration est de bonne qualité ainsi que

I'eau de citerne aprés la comparaison aux normes de l'organisation mondiale de la
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santé (OMS) et a celle de la législation algérienne. Ce qu'il faut faire attention pour

tout ce que peut jouer un réle dans le changement néfaste de I'eau.
Ces résultats exigent d’autre et ouvrent de nouvelles perspectives :

- Un décret exécutif doit étre mis en place stipulant que I'eau a l'intérieur des
réservoirs ne dépasse pas vingt-quatre heures, et toute infraction est considérée
comme une infraction a la loi. Son propriétaire sera poursuivi judiciairement. Chaque
fournisseur d'eau doit étre muni d'un bon indiquant le moment du remplissage des
réservoirs.

- Avant de prendre une licence de distribution d'eau nous suggérons pour
s'assurer la qualité des eaux un renforcement des mesure pour eduqué et former le
personnel en matiére d’hygiene et de sécurité alimentaire.

- il faut que les producteurs d'emballage de citerne utilisent une couche externe
qui est en contact direct avec l'eau a des propriétés de haute gamme pour ne pas
dégrader Et ses composants fusionnent avec l'eau devient non potable mise.

- Un programme devant étre impose stipulant que tous les distributeurs doivent
changer de zone de distribution chaque semaine afin de s‘assurer que l'individu

consomme de l'eau de différentes composantes a des fins de santé.
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Annexe

Annexe 1
1. Analyses bactériologiques

Les milieux de culture utilisé durant les analyses et de leurs composants sont les suivants est
le suivant :

*Pca:

] 010 41 6g
SEXEFAIT 08 JEVUIE. ... et 39
SO0, et 15¢g
AU D 1L

pH final : 7.0£0.2 2a 25 °C.

*Bouillon de Rothe

SPOIYPEPEONE. . .o 20.0g
SGIUCOSE. e 5.0g
-Chlorure de SOdiUM. ... 5.0g
-Phosphate MONOPOLASSIQUE. ... ....ee ettt e e e e 2.7¢
-Phosphate dipotassique. Azide de SOdIUM............cooiiiiiiii e 0.2g

pH final: 6,8 0,2 a 25 °C.

*Bouillon Litsky (EVA Litsky) en g/l d'eau distillée :

PP 0N, . .. 20.0g
SGHUCOSE et 5.0g
-Chlorure de SOTIUM. ... .ot e e 5.0g
-Phosphate dIPOLASSIQUE..........ccveiieeie ettt ettt e st e et e e e e s ers 2.79
-Phosphate MONOPOLASSIGUE. .......ccveiveerieirieiteie e ettt et st r e s b b e s e sreesnesneeneas 2.7¢

-Azothydrate de SOdIUM. ... ... e 0.3g
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-Ethyl-violet.
........................................................................................ 0.0005¢g
PIl final: 6,8 +0,2 4 25 °C
*VRBL (gélose lactosée biliée au cristal violet et au rouge neutre)
-Peptone pepsique de VIANAE ..........ccceoives orieriinirce e 7040
-Extrait autolytique de IeVUre ........ccocciiii e 309
] I T (0 1=, 10,09
S T=] I oL LT U ST 159
~Chlorure de SOTIUM ......eeeiiiiiiec e e 509
~ROUGE NBULIE. ... 30,0 mg
O 15 -1 V210 =] SRR 2,0 mg
-Agar agar bacteriologiqUE. .........ccevviiiiiice e 12,0¢
AU D IL
pH du milieu prét-a-I’emploi a 25°C : 7,4 £ 0,2.
» TSI (Triple Sugarlron)
Ingrédients en grammes pour un litre d'eau distillée
-Peptone..............ooeein 20,00 -Chlorure de sodium........................ 5,00
-Extrait de beeuf .................3,00 -Citrate ferrique ammoniacal ............... 0,30
-Extrait de levure .............. 3,00 -Thiosulfate de sodium...................... 0,30
-Saccharose................... 10,00 -Rouge de phénol.......................... 0,025
-Lactose...........ooooeiiiiill 10,00 -Agar......ccovviiiiiiiii, 12,00

-Glucose monohydraté......... 1,00

-pH final a 25°C : 7,4 0,2

*Gelose viande-foie en g/l d’eau distillée

- Base viande-foie................... 30

“GlUCOSE. . 2



pH final : 7,6 £ 0,2

*hektoen

Prote0SE peptone. .....vveneiiie e 12
Extrait de levure ... 3
Chlorure de sodium...........coooiiiiii 5
Thiosulfate de sodium..............cooiiiii 5

Sels DIHAIIES. .. .veeeeee e 9
Citrate de ferammoniacal..................coooiiiiiiiii ., 1.5
SaliCING. ... 2
LACT0SE .ot e, 12
SACCNANOSE. . ... 12
FUChSINE ACI. ... ..o 0.1
Bleu de bromothymol....................c 0.065

N - T 14

Ph final ;7.5+-0.2

Baird parker
FORMULE THEORIQUE

Base déshydratée

-Peptone pancréatique de Cas€ine............ccoevviiiiiiiiiiiiieeenen, 10g

SEXtrait de leVUre. ... lg
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-Chlorure de Hthium. ... ... e S5g

gy CINe. e 12g
-Pyruvate de SOdIUM. ...t 10g
(0 | N 169
SEQUISEIlIBe. .. o 1000ml

pH (25 c) final = 7,2+0,2

Complet :

-Précoulé

-Peptone pancréatique de caseine.............cceevveevinnennnn.. 10g

SEXtraitde levure. ... Ig
-Extraitde Viande. ... ... 5g

- Chlorure de lithium. ..., 5g

2 N ) l6g
SL-gIYCiNe. 12¢g
-Pyruvate de SOdium. ... .. ..o 10g
-Tellurite de potassSium..........cooiiriie i, 0.1ml
-Emulsion de jaune d'ceuf ....... ... 10g
-SUlfamBthazing. .........oooie i 0.05¢g
SEaUdiStill@e. ... 1000 ml

pH (25 c) final = 7,2+0,2
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Annexe 2

Prélevement d'eau de filtration Prélevement d'eau de citerne

Annexe 3

Preparation des milieux
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Annexe 4

Les Milieux utilisé dans les analyses bactériennes au niveau de laboratoire de SNV

Annexe 5Conservation de les échantillons au cour de transporte
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Annexe 6

Préparation des milieux

P
“£ %

.

Annexe 7

Interprétations des résultats d’analyses microbiologiques selon JORA 1998.
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Algisall dnia e pha JS35 (5855 548l sh ihae (e lebani wb Sl G a1 slae o s 2

5l 5 3A0 sl dim o 5 Ssall 52 sl alaa st ) LS

Résumé

Lorsque I'eau satisfait aux exigences suivantes, elle est considérée comme potable: elle doit étre fraiche,
transparente, inodore, incolore et convenablement aérée, Iégérement minéralisée, exempte de germes et de composes
dangereux, et avoir une saveur agréable. Il est nécessaire d'identifier et de compter les micro-organismes présents
dans I'eau pour savoir lesquels, afin de protéger la population des problémes de santé liés a la consommation d'une
eau généralement souillée.

Notre travail de recherche consiste a de terminer la qualité hygiénique de I'eau de consommation au niveau
de 3 stations (Tolga, Bouchagroune et filyach ) en comparant avec I'eau de citerne chargée a partir de ces stations et
vendue au niveau de la Wilaya de Biskra. Les résultats obtenus révele que I'eau filtrée provenant des stations
consultes présente une qualité satisfaisante alors que I'eau de citerne chargée a partir de la station de Tolga et de
Bouchagroune presente un danger pour la sante de consommateur

Mots clés: qualité microbiologique, normes, eau de citerne, eau filtrée.

4 N

Abstract

When water meets the following requirements, it shall be considered potable: it shall be fresh, transparent, odorless,
colorless and properly aerated, slightly mineralized, free from harmful germs and compounds, and shall have a
pleasant flavor. It is necessary to identify and count the microorganisms present in the water to know which ones,
Our research work consists in determining the hygienic quality of drinking water at the level of 3 stations (Tolga,
Bouchagroune and filyach) comparing with the tank water loaded from these stations and sold at the Biskra Wilaya.
The results obtained reveal that the filtered water from the stations consulted is of satisfactory quality whereas the
tank water is loading from the Tolga and Bouchagroune stations presents a danger to the health of the consumer
Keywords: microbiological quality .standards, tank water filtered water
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