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Introduction

l. INTRODUCTION

Depuis le début du siécle, I’environnement a été soumis a la pression croissante des
activités humaines dont les effets se sont fait rapidement sentir. Le fort développement de la
technologie et I’'important essor industriel ont donné de nouvelles dimensions aux risques de
d’intoxication et aujourd’hui le nombre de populations exposées aux contaminants
environnementaux ne cesse d’augmenter. Le nombre de nouveaux produits chimiques
synthétisés qui viennent s’ajouter chaque année aux plus de 2 millions de substances déja
répertoriees et plus de 100 00 substances sont commercialisées. La plupart se retrouvent dans

I’environnement a la fin de leur cycle de vie (Depldege et Fossi, 1994).

L’espace marin dont la superficie représente 71% du globe terrestre, constitue une
immense réserve de ressources énergétiques, minérales et biologiques qui est a la base de
I’alimentation de I’immense majorité de la population mondiale (Mc-Cauley et al., 2000 ;
Long, 2000).

Les eaux marines peuvent étre particulierement soumises a des pollutions
microbiennes dues aux développement industrielles, agricole et urbain (Leclerc et al.,
1982). Ces pollutions peuvent étre aussi dues au transport maritime (30% du trafic maritime
mondial) et les activités domestiques avec des rejets en mer estimés & 6.10° tonnes chaque
année (Gallini, 2008).

La contamination microbiologique des eaux est une contamination de par des corps
et des substances étrangéres tels que des micro-organismes (bactéries, virus et parasites)
(Guiraud, 1998). Dont certains cas, elle peut étre pathogene pour I'homme. Parmi les
supports capables de piéger les bactéries présentes dans I'eau, et de les maintenir en vie, les

supports inertes, les sediments et les animaux marins (Jorgensen, 1960).

Beaucoup d’organismes marins accumulent les contaminants a de trés fortes
concentrations dans leurs tissus. Parmi ces organismes, on mentionne les bivalves qui
s’adaptent a la filtration (de 100 a 650 I/heure /Kg d'animal vivant), pour en tirer les éléments
nécessaires a leur survie (plancton) (Brissou et Denis, 1980). Ce processus permet 1’obtention

de différentes particules, comme les toxines et aussi les bactéries et les virus.



Introduction

Les bivalves sont exposés au risque de la contamination beaucoup plus que d’autres bio-
indicateurs. Du fait que, leurs tubes digestifs est plus longs, ainsi ils favorisent un temps de

rétention plus élevé (Dahel, 2009) n’existe pas dans la biblio

En raison de cette capacité de filtration et d’accumulation importante des particules et
polluants, les bivalves ont été retenus comme bio-indicateur de la contamination. 1ls ont été

utilisés pendant de nombreuses années par excellence (Jorgensen, 1960).

La consommation des bivalves contaminés, expose le consommateur a un risque de toxi-
infection: Fiévre typhoide, Salmonellose, Dysenterie, Choléra, Gastro-entérite virale et
Hépatite A (Creteur, 1998).

Pour préserver le consommateur, la communauté européenne (1991) a édictée des
normes de concentration en Coliformes fécaux, pris comme indicateur de contamination
potentielle des eaux par des germes pathogenes : 102 E. coli /100ml dans les eaux de

baignades.

Par inquiétude, la directive européenne 91/492/EC (Communauté européenne, 1991) définit
les criteres microbiologiques pour les bivalves; cette derniere établit que, la qualité
microbiologique de ces aliments doit étre contrélée en mesurant les teneurs en Coliformes
fécaux (moins de 300 pour 100g), Escherichia coli (230 pour 100g), et les salmonelles

(absence).

Dans ce concept, notre étude a été basée sur I’analyse bactériologique des ces
indicateurs (Coliformes et les streptocoques fécaux aussi la recherche de certains germes
pathogenes: Salmonella, Vibrio, et les Staphylocoques) sur un échantillonnage de 1’espéce
Donax trunculus effectué au niveau de deux sites de prélévements (El-Bettah et Sidi Salem)
durant la saison froide (Février, 2017) afin de, pouvoir déterminer de la qualité
bactériologique de ce produit comestible par le dénombrement des indicateurs de

contamination bactériologique.
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1. LA POLLUTION

La pollution est la dégradation d'un écosystéme par l'introduction, généralement humaine,
de substances ou de radiations altérant de maniére plus ou moins importante le fonctionnement

de cet écosysteme.

La pollution de I'air, provoquée par des polluants dits atmosphériques, elle accompagne
les progres de la civilisation.

Ainsi que, la pollution du sol désigne toutes les formes de pollution touchant n'importe
quel type de sol (agricole, forestier, urbain, etc.). Un sol pollué devient a son tour une source

possible de diffusion directe ou indirecte de polluants dans I'environnement.

Effectivement, la pollution de I'eau peut avoir diverses origines urbaines, industrielles et
agricoles, ces types de pollutions assemblés progressent 1’état de la contamination des milieux

marins (Goeury, 2014).
1. Types de pollution

= Pollution physique
Elle peut étre thermique, radioactive ou due au transport de matiéres en suspension. Ces
derniéres créent la turbidité qui donne a I’eau un aspect peu agréable, causent des dommages aux
organismes marins et freinent le développement des organismes photosynthétiques. Aussi, dues au
rejet des radio-isotopes ou d’eaux chaudes, la conséquence est une 1’¢1évation de la température
des eaux naturelles, ce qui modifie le taux d’oxygene. Conduisant ainsi, @ une augmentation de
I’activité cellulaire et une accélération de la respiration. On outre, une diminution de la diversité du
phytoplancton et un pouvoir de prolifération d’espéces thermophiles (Ghizellaoui, 1994;
Duvigneaud, 1974).
= Pollution chimique
Les pollutions chimique sont nombreux et d’origines diverses : déchets industriels minéraux
et organiques (Kneese, 1967). Ce sont les engrais agricoles, les pesticides, les composes
organochlores, les hydrocarbures, les détersifs et certains éléments traces (plomb, arsenic,

mercure...etc.) bio-accumulables dans les chalnes alimentaires depuis le plancton, jusqu’a


https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89cosyst%C3%A8me
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pollution_de_l%27air
https://fr.wikipedia.org/wiki/Pollution
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sol_(p%C3%A9dologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Environnement
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I’homme. Provoquant ainsi, des altérations graves des organes (Ramade, 1998 ; Gomella et
Guerree, 1978).
= Pollution microbienne

La pollution microbienne est principalement liée aux eaux usées urbaines. Ces dernieres
sont trés chargées en virus, en parasites et en bactéries pathogénes (Guiraud, 1998).
Toutes sortes de microorganismes considérés pathogenes pour I'nomme, allant des parasites, des
bactéries et des virus sont véhiculées par les eaux. Si ces organismes sont capables de survivre
en mer, ils peuvent infecter les baigneurs ou contaminer les animaux marins (coquillages,
oursins) et induire ainsi, des maladies chez I'hnomme qui consomme ces animaux crus (Soudane,
1968).

2. Les polluants

Le polluant est un contaminant d'un ou de plusieurs compartiments (air, sol, eau) ou d'un

organisme, ayant une incidence sur ces derniers au-dela d'un seuil ou norme.

La présence des micro-organismes pathogenes peut présenter un risque sanitaire lors de la
baignade ou de la consommation des bivalves (Brisou, 1968). Les principaux agents
bactériens incriminés dans les toxi-infections d’origine alimentaire sont Salmonella et

Campylobacter.

Les taux des germes: Listeria monocytogenes ( ), Escherichia coli () , Staphylococcus( ),
Yersinia enterocolitica( ), Salmonella (30,6%), Listeria monocytogenes (27,6%),
Campylobacter (5,5%) sont estimés comme étant responsables des plus fortes mortalités aux
USA (Mead et al., 1999). Ainsi, poser des probléemes tant hygiéniques que toxicologiques et
économiques, particulierement dans les pays tropicaux (Glatman et al., 2000; Gelman et al.,
2001; O’Sullivan et al., 2002 ; Dortu et al., 2009).

L’ingestion de ces polluants peut présenter un véritable danger pour les especes marines.
Les micropolluants perturbent la physiologie des especes et se concentrent dans les sediments

et le long des chaines trophiques jusqu’a I’lhomme (ELM, 2011).


https://fr.wikipedia.org/wiki/Contaminant
https://fr.wikipedia.org/wiki/Air
https://fr.wikipedia.org/wiki/Sol_(p%C3%A9dologie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Eau
https://fr.wikipedia.org/wiki/Norme
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3. La pollution marine

L’eau est I’¢lément autour duquel se maintient et se développe la vie. L’humanité se trouve
depuis quelques années devant une explosion démographique, une expansion industrielle et une
croissance alarmante de la pollution des eaux (Vaillant, 1973).

Les eaux ont recu une grande quantité de polluants provenant de différents sources
(Reddy et al., 2007). D’aprés le Programme des Nations Unis pour I’Environnement (PNUE),
plus de 80 % de la pollution des mers proviennent de la terre via les fleuves ou par
ruissellement et déversement a partir des zones cétiéres (ELM, 2011).

Presque 20 % des polluants présentent les rejets d’hydrocarbures ou d’autres substances
chimiques, les pertes de cargaison ou les immersions de déchets et les rejets atmosphériques
(ELM, 2011).

La pollution microbiologique du milieu marin peut étre d’origine humaine ou d’origine

animale du fait de déjections au sol et d’épandages (ELM, 2011).
3.1 Devenir des polluants dans le milieu marin

Les contaminants rejetés dans 1I’environnement finissent par se retrouver dans les milieuX
aquatiques, en particulier estuariens et cotiers, ou ils peuvent avoir des effets a court et a long
terme (Burton, 1992). Les processus qui définissent le devenir des contaminants dans les
différents compartiments de [D’environnement (physique ou biologique) sont la

bioconcentration, la bioamplification et la bioaccumulation.

3.2 La bioaccumulation

La bioaccumulation désigne la capacité des organismes de concentrer dans leurs tissus
un contaminant, méme si ce contaminant n’a aucun rdle métabolique et s’avére toxique
(Connell, 1990; Rand et al., 1995; Connell et al., 1998). D’aprés PECETOC (1996), le
résultat net de I’accumulation, de la distribution et de 1’élimination de cette substance
polluante dans un organisme est lié a son exposition dans 1’eau ou dans un autre biotope, a la

nourriture, et aux sédiments ou 1’air.
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= Facteurs agissant sur I’accumulation
La filtration est conditionnée par divers paramétres, une température optimale comprise
entre 18 et 22°C. A D’extérieur de cette fourchette, la filtration est ralentie et fortement perturbée
(Rowse et Fleet, 1984).

La salinité est variable selon les espéces considérées qui supportent généralement de large
gradient de salinité (espéces euryhalines). Une forte et brutale des salures peut toutefois entrainer
une mortalité importante des coquillages.

L’accumulation de microorganismes dans les bivalves est liée au genre de 1’espéce
contaminée et sa taille (Rowse et Fleet, 1984). Les bivalves utilisent I’oxygéne dissous dans I’eau
de mer environ 28 a 35 mg/l pour un bon fonctionnement de 1’appareil respiratoire (His et Cantin,
1995).

Une turbidité de 1’eau excessive entraine un ralentissement du pompage par le coquillage et
donc une filtration moindre (Le Bec et al., 2002).

4. La contamination bactériologique

C’est la pollution biologique du milieu marin, caractérisée par la  présence de
microorganismes (bactéries)  dans 1’eau qui servent généralement de nourriture a de
nombreux organismes marins .elle est considérée comme dangereuse, si les agents présents
sont pathogénes elle peut entrainer la propagation de certaines maladies infectieuses, ce qui
limite la pratique d'activités récréatives (baignade) et la péche notamment des mollusques
bivalves. De plus, elle est souvent ponctuelle, par conséquent se préte difficilement a une
identification précise. (Vaillant, 1973). Ces bactéries peuvent étre commodément classées en
deux grandes catégories (Tab.1).
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Tableau 01: Les bactéries pathogenes transmises par les produits de la mer (Huss, 1995).

Bacteries indigene (groupe 1)

Bacteries non indigene (groupe 2)

Clostridium botulinum
Vibrio cholera

Vibrio sp.

Vibrio paraphaemolyticus

Salmonella sp.
Shigella
E.coli

Staphylococcus aureus

Autres Vibrions
Aeromonas hydrophila
Plesiomonas shigelloides

Listeria monocytogenes

NB: Les bacteries du groupe 01 sont communes et un peu partout présentes dans les milieux

aquatiques des différentes régions du monde.

5. La survie des bactéries dans le milieu marin
Les microorganismes peuvent survivre plus ou moins longtemps en fonction des
parametres physiques, chimiques et biologiques du milieu.
= Lalumiere
L’action bactéricide des rayons ultra-violets (UV) de la lumiére solaire est connue
depuis longtemps et la variabilité saisonniere (hiver-été) de la survie des germes peut étre
observée en fonction de la présence ou de I’absence de la couche nuageuse.
Une turbidité élevée de 1’eau limite la pénétration des rayons UV dans 1’eau et
contribue également a réduire I’efficacité des rayons UV vis a vis des cellules microbiennes.
= Latemperature
Il est important de connaitre la température de 1’cau avec précision. En effet, celle ci
joue un réle dans la solubilité des sels et surtout des gaz (Dahel, 2009). La température influe
sur l'activité biologique dont dépend la production totale et sur la répartition des especes, par

exemple sur la péche (Aminot et Kerouel, 2004).
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= Lasalinité
C'est la concentration des corps chimiques qui, en solution dans I'eau, se dissocient sous
forme de cations. Un litre d'eau de mer contient environ 35g de sel, dont 30g de chlorure de
sodium. La salinité influe sur la répartition des micro-organismes (Dahel, 2009).

6. Les risques liés a la contamination bactériologique des bivalves

Les bactéries qui contaminent les fruits de mer sont considérées comme pathogenes
pour I’homme (Altemeyer et al., 1990), Ils sont représentées par :

- Les bactéries entériques responsables de fiévre thyphoide (Salmonella typhi,
Salmonella paratyphi A, B et C), de choléra (Vibrio cholerae) et de gastro-entérites
(Escherichia coli, Yersinia enterolitica, Campylobacter jejuni et Shigella dysenteriae).

- Les bactéries non entériques (Staphylococcus aureus, Streptococcus D et
Pseudomonas aeruginosa).

Les maladies microbiennes alimentaires représentent au niveau mondial un nombre
considérable de déces, et dans les pays en voie de développement ces maladies ont des
conséquences particulierement graves sanitaires, politiques et économiques (Kaferstein et al.,
1997).

Les toxi-infections alimentaires restent une des principales causes de morbidité aux Etats-
Unis d'’Amérique par exemple, on estime que 76 millions de cas surviennent chaque année,
entrainant 325 000 hospitalisations et 5 000 décés. En Europe, la mortalit¢ due aux
intoxications alimentaires est peu importante, mais un nombre de 50 000 gastro-entérites
aigués par million d’habitants par an est couramment avancé ( Tholozan et al., 1997).
Ainsi, aux USA, entre 1990 et 2000, on arépertorié 66 epidémies impliquant 3299 cas dues a
I’ingestion de mollusques bivalves (Smith DeWaal et al., 2001). Entre 2000 et 2004 au
Maroc, 7 118 cas de toxi-infections alimentaires ont été rapportés dont plus de 86% sont
d’origine bactérienne (Cohen et al., 2006).

7. Les risques liés a la consommation des coquillages

Les mollusques marin particulierement les bivalves (moules, huitres, coquilles Saint-

Jacques et Donax trunculus...etc.) ont une grande capacité de filtration (Smith et al., 2001 ;
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Potasman et al., 2002). En effet, pour satisfaire leurs exigences nutritionnelles et
respiratoires (Rowse et Fleet, 1984). IIs filtrent I’eau de mer et concentrent les particules, les
toxines et les microorganismes présents dans leur environnement (Hackney et Dicharry,
1988). En une heure, un seul bivalve peut filtrer jusqu’a 300 fois son poids d’eau. Cette
technique d’alimentation expose davantage les mollusques a I’accumulation des polluants.
Dont, les bivalves joueraient un role prépondérant dans la transmission de diverses
affections, tel que la fiévre typhoide et paratyphoide, le cholera et I’hépatite virale de type A
(Livingstone et Gallacher, 2003).

8. Lasurveillance de I'eau

En raison ’augmentation de la consommation des produits de la mer et notamment des
produits crus (Tantillo et al., 2004), avec 1’évolution actuelle de la réglementation sanitaire
concernant ces produits. Une surveillance bactériologique des produits de la péche est
nécessaire pour prévenir les infections d’origine alimentaire, et nécessite I’emploi de
méthodes d’analyses de bactériologie alimentaire fiables et standardisées. Or il n’existe pas
aujourd’hui de méthode de référence réellement efficace pour la recherche et le dénombrement
des bactéries dans les aliments. Par ailleurs, ’utilisation des tests biochimiques ne permet pas
toujours I’identification de I’espece et il est souvent nécessaire de recourir aux techniques

moléculaires (Hirsch, 2002).

Cette surveillance repose sur l'utilisation d’organismes marins comme bio-indicateurs, vu
leur capacité a concentrer les contaminants (RMM, 2007).n’existe pas
L’espéce Donax trunculus est largement distribué le long de la cote méditerranéenne et
fréquemment utilisé dans les études de pollution marine (Gaspar et al., 1999 ; Moukrim et
al., 2004 ; Usero et al., 2005; Beldi et al., 2006; Sifi et al., 2007). De plus, cette espece
existe dans des densités plus élevées dans les plages sableuses le long du golfe d'Annaba en
Algérie (Degiovanni et Moouza, 1972) et consommer par la population locale (Beldi et al.,
2006).
9. L’espeéce bio-indicatrice
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La bio-surveillance de la qualité de 1’environnement est fondée sur 1’implication des

bioindicateurs qui sont des organismes ou des groupes d’organismes utilisés pour déterminer

la présence, 1’abondance et la biodisponibilité des contaminants de I’environnement par
I’intermédiaire des concentrations mesurées dans ces organismes pris dans leur totalité dans
un ou plusieurs organes et tissus (Chambost et Manciet, 2002). Un bio-indicateur doit :
- Etre identifiable facilement et sans ambiguité au rang de 1’espéce et étre une espéce
dont la biologie et 1’écologie sont bien connu.
- Etre abondant et largement distribué,
- Etre facile a récolter et a manipuler;
- Avoir une durée de vie suffisamment longue
- Etre de taille suffisante pour fournir la quantité de tissus necessaire pour les analyses
individuelles;
- Etre resistant au stress du fait de la manipulation au cours de la récolte ou en
laboratoire;
- Etre intégrer les caractéristiques environnementales du site de prélévement

- Etre de bon bioaccumulateur des contaminants. (Phillips, 1980; Bryan et al., 1985).

10. L’importance alimentaire des bivalves

Dans de nombreuses parties du globe, les produits de la péche constituent la premiére
source de protéines animales pour les populations. Ces produits renferment les poisson et les
bivalves (Glatman et al., 2000 ; Gelman et al., 2001 ; O’Sullivan et al., 2002 ; Dortu et al.,
2009) . En 2000, il a été produit dans le monde 130 millions de tonnes de poissons et de fruits
de mer (FAO, 2002).

Les mollusques bivalves sont des produits grand public (Reddy et al., 2007). Ce sont
des aliments consommés souvent crus (huitres) ou peu cuits (moules) (Smith et al., 2001 ;
Potasman et al., 2002). Ils jouent un r6le important dans I'équilibre de I'écosysteme et
constituent une ressource commerciale importante dans beaucoup de pays (McLachlan,
1996). Leurs importance dans la chaine alimentaire aquatique est démontrée dans plusieurs
études (Gaspar et al., 1999 ; Moukrim et al., 2004; Usero et al., 2005; Beldi et al., 2006;
Sifi et al., 2007).

10
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1. LES MOLLUSQUES BIVALVES

Les mollusques forment un vaste embranchement du régne animal qui renferme toutes
les especes a corps mou, majoritairement aquatiques. Les mollusques peuplent surtout, les
mers et les océans, mais il existe aussi des espéces d'eau douce. Certains vivent dans le
milieu terrestre. On en connait environ 70 000 especes, mais leur nombre total est compris
entre 100 000 et 200 000 especes. lls jouent un réle non négligeable dans les chaines
alimentaires (Spadem et Adagp, 1972).

Le phylum des mollusques est généralement considéré comme un groupe

monophylétique. Néanmoins, cette position a été récemment contestée (Bourlat et al., 2008),

On distingue actuellement huit classes : Caudofoveata, Solenogastres, Monoplacophora,
Scaphopoda, Polyplacophora, Gastropoda, Cephalopoda, et Bivalvia (Haszprunar et al.
2008). La science qui traite les mollusques se nomme la malacologie et celle qui traite

uniquement des coquillages, la conchyliologie.

Les bivalves sont des mollusques aquatiques d'eau douce et d'eau de mer, nommée aussi,
Pelecypoda ou Lamellibranchia. Cette classe comprend notamment les palourdes, les huitres,
les moules, les pétoncleset de nombreuses autres familles de coquillages comme les
Veneridae et les Donacidae. Leur corps aplati latéralement est recouvert d'une coquille
constituée de deux parties distinctes et plus ou moins symétriques (Spadem et Adagp, 1972).
Bien caractérisée par la présence d’une coquille calcaire composée de deux valves mobiles
autour d’une charniere, qui sert de protection au corps de I’animal qui est segmenté et présente

trois régions principale la téte, le pied et la masse viscérale.

Les bivalves colonisent les milieux marins et les eaux douces. Ils vivent soit fixés sur
un substrat dur (huitres, moules), soit enfouis ou a la surface des substrats meubles (coquille
Saint-Jacques, palourde, coque, praire) (Goulletquer P, 1997). lls sont nécessairement en
accord de leurs exigences physiologique fondamentales: comme la respiration et leur mode

d’alimentation qui les obligent a vivre dans les eaux (Spadem et Adagp, 1972).
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Leur mode d’alimentation se base sur la filtration, de quantités de matieres particulaires.
Les bivalves ‘filtreurs’ sont capables de refléter la contamination des métaux présents sous
forme dissoute et particulaire (sédiments, phytoplancton, matiéres en suspension) (Davenport,
1979). Généralement, les bivalves ont des sexes séparés et rejettent leurs gameétes dans le
milieu extérieur ou a lieu la fécondation (Turgeon et al., 1998). Leur cycle de développement
est réparti en plusieurs stades: phase de repos sexuelle, phase de développement, phase de

maturité, et phase de ponte.

1. Donax trunculus

Le Donax trunculus (Linnaeus, 1758) est un mollusque bivalve marin, appartient a la famille
des Donacidae (Fig.1). Il est connue sous 1’appellation de telline et désigner par les pécheurs «
haricot de mer ». Ce petit coquillage de 2 a 5 cm, menu d’une coquille de couleur blanc jaunatre ou
brunatre, peut étre orné de bandes concentriques et de rayons plus ou moins violacés a I’extérieur
et blanc souvent maculé de violet a I’'intérieur (Fig.2). Il présente une ressource alimentaire

commerciale importante dans beaucoup de pays (McLachlan, 1996).

Figure 01: Donax trunculus
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(A) (B)

Figure 02: Morphologie externe (A) et interne (B) de la coquille de D. trunculus.

2. Description de I’espéce
2.1 Morphologie externe

Ce bivalve présente une symétrie bilatérale, constitué de trois parties (Fig. 3):

- Latéte qui porte les yeux.

- Le pied qui est une masse musculaire ventrale a fonction locomotrice.

- La masse viscérale dorsale recouverte par le manteau qui entoure la cavité palléale

et qui donne la coquille. (Bougis, 1976; Grimes, 1994).
A l'arriére, entre la masse viscérale et le manteau se trouve la cavité palléale ou s‘ouvrent

I'anus, les organes excréteurs et les conduits génitaux.
La surface externe des valves est assez brillante, entierement blanche, ou avec une coloration
variable sur fond blanc, la plupart du temps claire. Quant a la coloration interne, elle peut étre

entierement blanche ou plus au moins maculée de violet ou de brunatre (Poutier, 1978)
(Fig.3).
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Figure 03: Anatomie externe

2.2 Morphologies interne

L'ensemble des bivalves sont des invertébrés qui ne possedent pas de squelette interne
(Edouard & Christian, 1992) (Fig.4).

Le tube digestive

IIs possédent deux orifices : la bouche et lI'anus.

La cavité buccale (pharynx) ou débouchent les glandes salivaires comporte une

radula chitineuse a nombreuses dents.

Avec l'estomac, on observe une glande trés volumineuse: I'hépatopancréas

(sécrétion d'enzymes digestives et stockage de produits de réserve)

L'intestin : court, se termine a I'anus (Edouard et Christian, 1992).

Le systéme nerveux

Le “crane" de nature cartilagineuse, protége un véritable centre nerveux qui

comprend:

vers le haut, les ganglions cérébrosides avec le nerf optique.

vers le bas et l'avant, les ganglions pédieux (avec les nerfs des tentacules et

I'entonnoir).
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- vers le bas et vers l'arriere, les ganglions pleuro-viscéraux auxquels se rattachent
les nerfs palléaux (ganglions étoilés) et les nerfs Viscéraux.
= L'appareil circulatoire
Il comprend un vaisseau dorsal dont une partie est différenciée en un organe contractile,
le ceeur.

- Le cceur, logé dans le péricarde (reste du coelome) est formé d'un ventricule et de
deux oreillettes ou chaque oreillette recoit le sang oxygéné de la branchie par une
veine branchiale.

- Du ventricule partent une ou deux artéres aortes.

- Le sang renferme un pigment respiratoire a base de cuivre: I'némocyanine.
(Edouard et Christian, 1992)

= L'appareil respiratoire

Il est constitue selon les espéces une ou deux branchies lamelleuses couvertes de cils

vibratiles filtrant les particules en suspension dans I’eau, grace a deux tubes: le siphon inhalant

et le siphon exhalant qui respectivement aspire et rejette ’eau (Doumenc, 1993).

coquille

I glande digestive

estomac

ganghion cérébropleural

~

= musde sdducteur antérieur

Intestin

bouche

manteau

Figure 04: Anatomie interne.
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3. Ecologie et biologie
3.1 Ecologie
Les bivalves du genre Donax sont d’importants constituants de la macrofaune

superficielle des plages de sable fin (Ansell, 1983).

C’est une espece comestible, sédentaire qui vit en bordure de mer, sous quelques
centimetres de sable mouillé. Cette espéce se rencontre dans les zones Méditerranéenne,
Lusitanienne, Mauritanienne, Indopacifique et Sénégalienne. lls sont des animaux adaptés a
un fouissage rapide et peu profond en milieu sableux plus ou moins agité (Degiovanni et
Mouéza, 1972). Cette espece habite les environnements fortement énergiques sur les plages
sablonneuses ou elle est exposée aux rythmes de marée, a l'action intense de vague et a
I'instabilité de sédiment (Brown et McLachlan, 1990).

Dans ces environnements, les populations de D. trunculus sont capables d'atteindre des
tres fortes densités (Gaspar et al.., 1999 ; Wilson, 1999). En effet, cette espéce fouisseuse,
présente une grande capacité de résistance aux variations des facteurs physico-chimiques du
milieu dans la mesure ou ces variations ne sont pas trop brutales (Marobin et al.., 2007). Ce
taxon peuple les zones de déferlement des vagues (Degiovanni et Mouéza, 1972). Dans le
golf d’ Annaba, la présence abondante de D. trunculus est signalée sur un sédiment de sable fin
terrigene entre 5 et 7 m, et sur un fond vaseux de 20 m (Degiovanni et Mouéza, 1972) et dans
plusieurs endroits de ce golf (El-Battah, El chatt et Sidi Salem...ect.) (Beldi, 2007).

3.2 Biologie

= Nutrition

Les tellines sont des organismes ayant une éthologie alimentaire de type suspensivore,
se nourrissant de phytoplancton. (Mouéza et Chessel, 1976 ; Mouéza et Frenkiel, 1973) a
montré que D. trunculus filtre ainsi les particules de matiére organique en suspension les plus
fines, 1a ou I’hydrodynamisme favorise la présence des particules en suspension empéchant

la sédimentation rapide de la matiere organique.

Les particules nutritives sont acheminées vers la bouche tandis que les particules non

sélectionnées sont éliminées sous forme de pseudo-feces par le siphon exhalant.
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4. Reproduction et développement

4.1 Cycle de vie

C’est une espéce gonochorique (Fisher et al.., 1987). Cette espéce présente des sexes
séparés, qui peuvent se distinguer durant la période d’activité sexuelle par la coloration de la
gonade. Cette derniere se trouve au dessus du pied (Lucas, 1965), elle apparait bleu intense
chez les femelles a produit sexuel bleu granuleux, jaunatre ou blanchatre chez les males a
produit sexuel blanc et visqueux (Gaspar et al.., 1999). lls deviennent reproducteurs a une
taille de 15 a 16 mm (Rarnon, 1993).

La fécondation est externe, les gametes sont expulsées a travers le siphon exhalant
(Mouéza, 1971). L’ceuf se développe dans 1’eau (Elston, 1990). Il donne naissance a des
larves veligeres qui sont des organismes planctoniques de quelques dixiéemes de millimétres
(Carriker, 1961 ; Kennedy, 1996), capables de nager grace a une couronne de cils appelée
le velum (Elston, 1990).

Les larves menent une vie planctonique libre peut étre quelques jours ou quelques
semaines (Cassier et al., 1967; Mouéza, 1971). Lorsqu’elle est entrainée vers des fonds
propices a son développement, elle se fixe sur le substrat et entame sa métamorphose jusqu’au
stade juveénile (Fig.5). Seule une petite fraction des larves produites trouvera un substrat pour
s’installer (Carriker, 1961 ; Kennedy, 1996). Une fois fixé, I’animal ne quitte plus son site
de fixation, le velum se résorbe, la plupart des tissus et des organes se réorganisent donnant

I’adulte avec un ceeur, des reins, des branchies, des gonades (Goulletquer, 1997).
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Figure 05: Cycle de vie des bivalves

4.2 Cycle de reproduction

Le cycle de reproduction présente d’importantes variations (Mouéza, 1971), il est
déclenché par des facteurs tels que le bloom phytoplanctonique ou la présence dans 1’eau des
gametes d’individus de la méme espéce (Goulletquer, 1997). La période d’activité sexuelle
présente une période de repos durant ’automne et I’hiver et une période d’activité qui débute
au printemps et qui se termine en été (Mouéza, 1971; Aouadene, 2003 ; Amira, 2008 ;

Hamdani et Soltani, 2011 ; Hamdani, 2013).

D’aprés, la période de repos de cette espéce sur la cote algéroise s’étale de Novembre a
Janvier (Mouéza, 1971). Durant cette période, I’individu augmente de poids par accumulation
de réserve dans le tissu somatique (Bayed, 1990). Quand a la période d’activité, elle est
comprise entre Février jusqu’a Septembre (Mouéza et Frankiel, 1973 ; Ansell et al., 1980).
D’aprés Neuberger et al. (1990) D. trunculus se reproduisent a la fin de I'été avec un

pourcentage des individus juvéniles dans la population augmente considérablement.
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IV. MATERIEL ET METHODES

1. .Présentation de la zone d’étude

Le golfe d’ Annaba est situé¢ a I’extréme Est de I’ Algérie, il est limité par les deux caps :

cap Rosa a I’Est (8°15” E, 36°58’ N) et cap de Garde a I’Ouest (7°16° E, 36°68° N), distant

d’environ 40 Km 1’un de I’autre avec une profondeur maximale qui ne dépasse pas 65 m. Le

golfe recoit les eaux douces par le biais de deux oueds : I’oued Mafragh a I’Est et Seybouse

au Sud-Est, dont le débit est tres irrégulier suivant les saisons. Ces oueds apportent des

matieres minérales et organiques de différentes origines terrigene, agricole, domestique et

industrielle (Khelifi et al., 2006 ; Ounissi, 2007). De plus, la zone regoit d’autres rejets des

effluents urbains (Khammar, 2007) et industriels de plusieurs usines localisées sur la cote, en

particulier les produits phytosanitaires de FERTIAL prés de la rive au Sud du golfe (Saker,

2007) (Fig.06).
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Figure 06: Carte montrant la localisation des sites de prélevement le long

du golfe Annaba (@ : les sites Sidi Salam et El-Bettah, © : EI-Oued Seybouse, Mafragh et

Bendjaa)
1.1 Choix des sites

Le choix des sites étudiés a été basé sur I’abondance de I’espéce Donax trunculus au

niveau des sites d’échantillonnage et de leur emplacement par rapport aux différents rejets de

la source de pollution (rejets des oueds et des zones industrielles). Deux sites de prélévement

de D. trunculus ont été choisis, de I’Est vers I’Ouest (Fig.6).
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= Site d’El-Bettah
Le site se trouve a (36° 50’ N et 8° 50° E), il a été choisi au niveau de la baie
d’Annaba pour le prélévement des échantillons en raison d’une forte abondance de
I’espece utilisé et de son éloignement des agglomérations populaires. Ce site est
soumis a un régime hydrodynamique important qui contribuerait a la dilution des

polluants (Fig.6).

= Site de Sidi Salem
Est situé dans le golf d Annaba, au niveau du littoral Est algérien. Le golf est limité a
I’Est par le Cap Rosa (8°15 LE et 36°58 LN) et a | Ouest par le Cap de Garde (7°16 LE et
36°58 LN). La distance séparant les deux caps est d’environ 40 km. La plage de Sidi Salem se
trouve a mi-distance entre les deux caps. Elle est caractérisée par I'embouchure de 1’oued
Seybouse et 1I’existence de céne évacuant les déchets du complexe ASMIDAL spécialisé dans

la fabrication d’engrais et de produits phytosanitaires (Attoum et al., 2001 ) (Fig.07).

‘ Oued Bedjimaa

/s

Figure 07 : Image satellitaire montrant le site : Sidi Salem

2.  Choix et présentation de I’espéce étudiée (Donax trunculus)

Les mollusques, en particulier les bivalves, sont des modeles d’intérét (Rittschof et
McClellan-Green, 2005). Les mollusques bivalves tels que Donax trunculus sont communs
et souvent abondants dans les sites choisis. L’espéce D. trunculus représente un produit
alimentaire trés important pour la population local. Elle possede les caractéristiques d'un bio-

indicateur: une taille suffisante pour réaliser des analyses, faciles a échantillonner, un large
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distribution, une vie sédentarité et un mode de nutrition de type suspensivore font de lui un
excellent bio-indicateur de toutes sorte de contamination, la contamination organique et

métallique (Cossa, 1985) et exceptionnellement bactériologique.

2.1 Position systématique

La position systématique est la suivante:
Embranchement: Mollusques.
Classe: Bivalves.
Sous classe: Eulamellibranches.
Super ordre: Hétérodontes
Ordre: Veneroida
Famille: Donacidae
Genre: Donax

Espeéce: trunculus.

2.2 Intérét de ’espéce

Dans de nombreuses parties du globe, les produits de la péche constituent la premiere
source de protéines animales pour les populations. Ces produits renferment les poisson et les
bivalves (Glatman et al., 2000 ; Gelman et al., 2001 ; O’Sullivan et al., 2002 ; Dortu et al.,
2009). Au Sénégal, la péche maritime fournit environ 90 % La péche est la premiére source
de devises devant le tourisme et constitue de ce fait un secteur vital pour le pays. L’Europe est
la principale destination des produits de la péche sénégalaise. Elle absorbe a elle seule environ
52 % des exportations (DOPM, 2004). En 2003, la production totale de poissons maritimes
est estimée a 444111 tonnes, tandis que les exportations s’élévent a 95675 tonnes, soit 21,5 %
de la production totale. La moyenne nationale de la consommation de poisson par habitant est
estimée a 28,1 kg par an, loin devant la viande (17,1 kg par an) (FAO, 2004).

Les mollusques bivalves sont des produits grand public (Reddy et al., 2007). Ce sont
des aliments consommés souvent crus (huitres) ou peu cuits (moules et les fruits de mer)
(Smith et al., 2001; Potasman et al., 2002). Ils jouent un réle important dans I'équilibre de
I'écosysteme et constituent une ressource commerciale importante dans beaucoup de pays

(McLachlan, 1996). Leurs importance dans la chaine alimentaire aquatique est démontrée
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dans plusieurs études (Gaspar et al., 1999 ; Moukrim et al., 2004 ; Usero et al., 2005 ;
Beldi et al., 2006 ; Sifi et al., 2007).

3. Récolte de I'espéce
L’espéce bivalve utilisée dans la présente étude est le Donax trunculus. Un
échantillonnage réalisé dans les deux sites (El-Bettah et Sidi Salem) durant le mois de février
2017. La recolte a été effectuée a la main a raison de 50 individus par site. Les échantillons
sont immédiatement transportées dans des portes mangees stériles en plastique, puis les
transporter dans une glaciere a température comprise entre +2 et 15°C jusqu’au laboratoire
pour étre triées sans dépasser 24 heures. L’analyse bactériologique nécessite une étape de

préparation.

4. Préparation de I’échantillon

Prendre des individus encore vivants et non endommagés, puis les rincés avec de I'eau
potable. Ensuite, se laver les mains avant d'ouvrir les coquilles a l'aide d'un couteau stérile.
Apres ouverture, le contenu entier (chair et liquide intervallaire) est recueilli dans des tubes
de 10 ml contenant du tryptone-sel SDP l'ensemble est émergé dans un bac contenant de la
glace. La préparation est soumise au broyage par un broyeur homogénéisateur, Ultra-Turrax,
préalablement stérile. Finalement, centrifugé (15000 tr/mn pendant 30secondes) pour obtenir un
broyat homogéne considéré comme la solution meére 1/3 de I'échantillon a tester (OMS,
1983).

5. Analyse bactériologique des I’échantillon (D. trunculus):

L’analyse des échantillons de bivalves doit se faire dans les heures qui suivent la
récolte, afin d’éviter une prolifération et une modification de la communauté bactérienne.
Aucun échantillon ne doit étre conservé pendant plus de 24h (Delarras, 2000). Les analyses
bactériologiques effectuées a partir de la solution mere 1/3 sont les suivantes: dénombrement des
Coliforme fecaux et Streptocoque fécaux et la recherche des germes pathogénes: Vibrions,

Salmonella, Staphylocoque et E. coli.

22



Matériel et méthodes

5.1 Controle de routine

5.1.1 Recherche et dénombrement des Coliformes fécaux
= Les Coliformes totaux

Ce sont a des bactéries de forme batonnet, non sporogones, gram négatifs, oxydase
négatifs, facultativement anaérobies, capables de croire en présence de sels biliaires ou
d’autres agent de surface possédant des activités inhibitrices de croissance similaires, et
capables de fermenter le lactose avec production d’acide et d’aldéhyde en 48 heures, a des

températures de 35 a 37°C.
= Les Coliformes fécaux

Les Coliformes fécaux, ou Coliformes thermo-tolérants, sont un sous-groupe des
Coliformes totaux capables de fermenter le lactose a une température de 44,5 °C. L’espéce la

plus fréquemment associée a ce groupe bactérien est I'Escherichia coli.

Afin d’examiner [’existence ou I’absence des individus de ce groupe on réalise les

deux tests suivants:
a. Test présomptif
A partir de la solution mére, on porte aseptiquement:

- Ajouter 1ml, dans 05 tubes contenant 10 ml de VBL muni d’une cloche de
Durham, conforme aux normes NF T 90-413, ISO 4831 et 1ISO 3811.

- Lire a prés 48 heures d’incubation a 37 et sans étre en contact avec 1’air, seront
considérés comme positifs les tubes qui présentent a la fois un trouble microbien
accompagné d’un virage de couleur vers le jaune et un dégagement gazeux se
considerent comme positifs.

Le dénombrement des Coliformes se réalise selon les prescriptions de la table du

NPP.

b. Test confirmatif

Les tubes de VBL qui montrent un résultat positif apres le test de présomption font
I’objet d’un repiquage a 1’aide d’un ose bouclé dans des tubes contenant le milieu eau

peptonée exemple d’indole, I’incubation se fait a 44°C pendant 24 heures.
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La lecture des tubes qui présentent a la fois un anneau rouge a la surface (témoin de la
production d’indole par Escherichia coli), aprés adjonction de 2 a 3 gouttes du réactif
de Kovacs et un dégagement gazeux se considere comme positif. Le dénombrement

s’effectue selon les prescriptions de la table du NPP. (Fig.08).
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Figure 08: Recherche des E. coli. J
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5.1.2 Recherche des Salmonelles

Ce sont des bacilles a Gram(-), nom sporules, le plus souvent mobiles, elle fermente le
glucose avec ou sans production de gaz et réduisent les nitrates en nitrite, elles sont oxydase

(-), catalase(+) et aérobie — anaérobie facultative (Souna, 2011).

Parmi les Entérobactéries on a choisi les Salmonelles pour les étudier. Ces dernier se
présentent sous forme de bacilles a Gram (-), lactose (-), qui fermente le glucose avec
production de gaz et de H,O (Aberkane et al., 2011). Ce type de germe peut étre recherche

et dénombrer dans le milieu de culture de gélose SS.
» Mode opératoire
1%jour (Pré-enrichissement)

Introduire 5Sml de I’homogénat de solution mére 1/3 dans 5 ml d’eau peptone puis

incuber a37°C pendant 16-24 h (Navoun, 2005).
Zéme

jour (Enrichissement)

Introduire 2ml de la culture précédent dans un tube contenant 20 ml de bouillon au
sélénite-cystine, conforme aux normes ISO 6579, NF VV08-052 (Delarras, 2000).

3éme -

jour (Isolement et identification)

La gélose sélective est été utilisée: gélose SS qui sont ensemencées par technique

de quadrant puis incubées a 37°C (Navoun, 2005).
» Lecture des boites et identification

Aprés 24 heurs, des Salmonelles se présentent sous forme des colonies incolores a

centre noir (H,S positif) sur SS.
Purifier les souches qui apparaissent puis incuber a 1’ Api20E pour I’identification.

Conclure sur la présence ou I’absence de Salmonella dans 25 g de chair et de liquide

intervallaire. (Fig.09).
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+ 5ml d'eau peptone Premiére enrichissement

Incubation a 37C pendant 24h

% 2ml de culture presuﬁnt

20ml Bouillon

de sélénite Cystine Deuxiéme

Incubation a 37C pendant 18a 24 h @ enrichissement
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- Coloration de Gram
- Observation macroscopique

Lliigure 09: Recherche des Salmonellesj
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5.1.3 Recherche des Vibrions

Les Vibrions se présente sous forme de bacilles a Gram (-) droite ou incurves (BGN)
tres mobile, possédant une oxydase, aero-anaérobies facultatifs, elle fermente le glucose avec
ou sans production de gaz ni d’H,S (Abess et Tabet, 2014).

» Mode opératoire
1%jour (Enrichissement)

Le premier enrichissement s’effectuer dans des tubes contenants 5ml de I’eau peptonée

salée alcaline(EPA) a double concentration puis incuber a 37°C pendant 18-24 heures.

2°™jour (Isolement)

L’isolement se réalise sur la gélose GNAB, conforme aux normes NF V 45-111 et NF
ISO 8914 suivie d’une incubation a 37°C durant 24h.

> Lecture des boites et identification

Les boites de gélose GNAB subiront une lecture en tenant compte du fait que Vibrions
se presentent le plus souvent sous forme de grosses colonies lisses et transparent

caractéristique (identification morphologique et biochimique).

Sur GNAB: les colonies sont rondes, plates, bord réguliers, surface lisse brillantes,
translucides sous forme de goutte de rosées. Une identification morphologique basée
essentiellement sur 1’état frai et la coloration de Gram. Ensemencement d’une galerie

biochimique classique ou bien de la galerie AP120 E (Fig.10).
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Figure 10: Recherche des Vibrions. J
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5.1.4 Recherche des Staphylocoques

Les Staphylocoques sont des cellules sphérique de 0.5 a 25 um, généralement
regroupées en amas, ils sont immobiles et ne forment pas de spores et habituellement non
capsulés. lls sont aérobies ou anaérobies facultatifs, Gram (+), catalase (+), fermentent les
sucres en produisant de l'acide lactique (Leclerc et al., 1995).

» Principe

Le milieu Chapman est un milieu sélectif, permettant la croissance des germes
halophiles. Ce milieu contient un agent inhibiteur (forte concentration en chlorure de
sodium) parmi a ces germes figurent au premier rang des bactéries du genre

Staphylocoques.

» Mode opératoire

- A partir de la solution mére, on ensemence 0,1 ml par rateau toute la surface des
boites des Pétri contenant le milieu Chapman.

- A partir de la solution de la dilution 1/30 on ensemence 0,1 ml par rateau toute la
surface des boites des Pétri contenant le milieu Chapman. Par la suite, les boites sont
incubées a 37°C pendant 48h.

> Lecture

- Ce milieu reste rouge, les colonies sont mannitol (-) car elle ne fermente pas le
mannitol, 1égére alcalinisation du milieu par I’utilisation de peptones dans leur
métabolisme énergétique.

- Si le milieu devient jaune, les colonies sont mannitol (+) car elle fermente le

mannitol dans leur métabolisme énergétique avec acidification du milieu.

Les colonies suspectes sont confirmées par un examen microscopique apres coloration
de Gram. (Fig.11).
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Figure 11: Recherche des Staphylocoques. J
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5.1.5 Recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux

Les Streptocoques du groupe D (possédent I’antigéne du groupe D) sont des couques a
Gram (+), catalase (-), immobile, anaérobie facultatif, et non sporulant formant quand ils sont

cultivés en milieu liquide des diplocoques et / ou chainettes.

On réalise deux tests successivement: un test présomptif en milieu de Rothe, et un test
confirmatif en milieu Eval-litsky. L’incubation dans les 2 tests se fait en 37°C pendant 2 a
48h (Manuel de Bergey, 1984).

. Test présomptif

Mode opératoire
- Préparer une série de 03dilutions (1/30,1/300 et1/3000) dans 3 tubes contenant 9 ml de
Tryptone sel a partir de la suspension mére au 1/3.
- Prélever 1ml de dilution 1/30 et mettre dans 03 tubes contenant 9ml de milieu Rothe
slc.
- Prélever 1ml de dilution 1/300 et mettre dans 03 tubes contenant 9ml de milieu Rothe
slc.
- Prélever 1ml de dilution 1/3000 et mettre dans 03 tubes contenant 9 ml de milieu
Rothe s/c.

L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48 h.

Lecteur

Les tubes présentant un trouble microbien seront considérés comme positifs et la lecture

finale s’effectue également selon les prescriptions de la table du NPP.

. Test confirmatif

mode opératoire

Le test de confirmation est basé sur la confirmation des Streptocoques du groupe

éventuellement présents dans le test de présomption.

Les tubs due Rothe trouvés positif feront donc 1’objet d’un repiquage a I’aide d’un ose

bouclé dans un tube contenant le milieu Eva-Lisky, bien méelangé le milieu et I’inoculum.

L’incubation se fait cette fois ci a 37°C, pendant 24 heures.
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» Lecture

Seront considerés comme positifs les tubes présentant a la fois:

- Un trouble microbien.
- Une pastille violette (blanchéatre) au fond de tube

- La lecture finale s’effectue selon les prescriptions de la table du NPP. (Fig.12).
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Figure 12: Recherche des Streptocoques.
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6. ldentification des bactéries isolées

6.1 Examen macroscopique des caracteres culturaux

L’aspect des colonies dépend du milieu, de la durée et la température d’incubation. Il ne

pourra étre décrit convenablement qu’a partir des colonies bien isolées.
La description des colonies doit mentionner plusieurs éléments:

- Lataille

- Laforme : bombée, plate, ombiliquée, a centre suréleve.
- L’aspect de la surface : lisse, rugueux.

- L’opacité : opaque, translucide, transparent.

- La consistance : grasse, cremeuse, seche, mugueuse.

- Pigmentation (Delarras, 2003).

6.2 Examen microscopique apres coloration de Gram
= Les étapes de coloration de Gram
- Apartir de la culture a étudier préparer un frottis.
- Réaliser une coloration simple au violet de Gentiane, laisser agir pendant 1 minute.
Ajouter le Lugol et laisser agir pendent 1 minute.
- Laver a I’eau puis a ’alcool.
- Recolorer avec la Fuchsine, laissé agir pendant 30 secondes (Delarras, 2003).
= Lecture
Observer au microscope :
- Les bactéries Gram (-) sont roses.
- Les bactéries Gram (+) sont de coloration violette (Delarras, 2003).
6.3 Examen lié aux caracteres biochimiques
a. Examen lié aux caracteres biochimiques
= Test catalase
» Principe
La catalase est une enzyme présente chez la plupart des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. La catalase permet la dégradation de H,0 oxygénée en eau et oxygene

libre qui se dégage sous forme gazeuse selon la réaction suivant :
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2H,0,— 2H,0+ O,

» Technique

La technique consiste a déposer une colonie de la culture a test sur une goutte d’eau
oxygeénée (Delarras, 2003).
» Lecture

Si les bactéries examinées possédent une catalase, on observe un dégagement immédiat
de bulles gazeuses. Si un dégagement de bulles de gaz (oxygene) apparait, le test est dit positif
(Delarras, 2003) (Fig.13).
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Figure 13: Test catalase. J

37



Matériel et méthodes

= Lagalerie APl 20E
> Principe

La galerie API 20 E est un systeme pour l’identification des Entérobactéries et autre
bacilles Gram négatifs, utilisant 20 tests biochimiques standardisés et miniaturisés, ainsi

qu’une base de données.

La galerie APl 20 E comporte 20 micro-tubes contenant des substrats sous forme
déshydratée. Les tests sont inoculés avec suspension bactérienne. Les réactions ou révélés par
I’addition de réactifs (Delarras, 2000).

> Mode opération
L’opération s’effectue selon les étapes suivantes:

- Réunir fond et couvercle d’un biote d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau
distillée dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.
- Remplir les tubes et les cupules des tests : | CIT |, | VP|, | GEL|, avec
la suspension bactérienne.
- Remplir uniqguement les tubes (et non les cupules)  des autres tests.
- Créer une anaérobiose dans les tests: ADH, LDC, ODC, URE, H,S en
remplissant leurs cupules avec I’huile de paraffine. (fig x)
- Incuber a37° C pendant 18-240heures (Delarras, 2000).

> Lecture

Noter sur la fiche de résultat touts réaction spontanées et réveler les tests nécessitants

I'addition de réactifs.

- test VP: ajouter une goutte de réactifs VP1 et VP2 et attendre au minimum 10 minutes
(Apparition d’une couleur rose franche ou rouge indique une réaction positive).

- Test TDA: ajouter une goutte de réactif TDA (Apparition d’une couleur marron foncé
indique une réaction positive).

- Test IND: ajouter une goutte de réactif de Kovacks. (Formation d’un anneau rouge obtenu

en 2 minutes indique une réaction positive).
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La lecture de ces réactions se fait selon le profil numérique a I'aide de catalogue
analytique API 20E (Delarras, 2000) (Fig.14).

/" Inoculation de la galerie Détail d'm tube

49PBBEERER FBEERRRRRA =

Miun
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Figure 14: réalisation d'un API systeme 20E.

= lagalerie API Staph
» Principe

La galerie API Staph comporte 20 micro-tubes contenant des substrats déshydratés. Les
tests conventionnels sont inoculés avec une suspension bactérienne saline qui reconstitue les
milieux (Aouissi, 2010).

» Mode opératoire

L'opération s'effectue selon les étapes suivantes:

e Préparation de la galerie

- Inscrire la référence de la souche sur languette latérale du biote.

- Réunir fond et couvercle du biote d'incubation et répartir environ 5ml d'eau distillée pour
créer une atmosphere humide.

- Sortir la galerie de son emballage individuel et la placer dans la boite d'incubation
(Aouissi, 2010).

e Préparation de I'inoculum

A l'aide d'une anse de platine on préléve 2 ou 3 colonie et les ensemence dans I'ampoule
d' API Staph Medium (Aouissi, 2010).

e L'inoculation de la galerie
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- A l'aide d'une pipette remplir les tubes de la galerie avec API Staph Medium ensemencé
des tests NO3 a PNPG. Ne remplir que les tubes et non les cupules, sans dépasser le niveau du
tube.

- Lestests ADH et URE vont étre complété avec I'huile de vaseline.

- Renfermer la boite d'incubation puis incubé a 37 °C pendant 24 heures (Aouissi, 2010).

» Lecture et interprétation

- Les résultats doivent étre notés sur la fiche de résultat.

- la lecture se fait a I'aide d'un tableau de lecture et d'un logiciel d'identification (Aouissi,
2010).
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V. RESULTATS ET DISCUSSION

1. Recherche des Coliformes fécaux

1.1 Test présomptif

Le milieu BVBL a concentration 1,5 avec cloche simple a été utilisé pour mettre en évidence
la présence ou pas des Coliformes fécaux. Aprés incubation a 37 °C dans 1’étuve durant 48
heures les résultats obtenus sont enregistrés (Tab.2).

Tableau2: Résultats obtenus des Coliforme fécaux d’apres le test présomptif.

Série 1 Serie2 Serie3
Solution mére 1/3 | Dilution 1 /30 Dilution 1/300

Tube 01 + - -
Tube 02 + - -
Site EI- Tube 03 + - +
Bettah Tube 04 + + -
Tube 05 + - -

Nombre de tube
de gaz (+) 5 1 1
Tube 01 - + -
Site Tube 02 + + +
Sidi Tube 03 - - -
Salem Tube04 + - -
Tube 05 + - +
Nombre de tube 3 2 2

de gaz(+)
(+) résultat positif (-) résultat négatif.

- Le dénombrement des Coliformes se fait selon les prescriptions de la table du NPP
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= El-Bettah
511 = 276 CF dans 100 g de CLI.
276.10> —» 100g X = 69.10%/100g
X T % 259 }

= Sidi Salem
322 = 102 CF dans 100 g de la CLI

102 .10° —»  100g } X = 25.5.10°CF/100g
X —> 259

On observe que le nombre des Coliformes fécaux dans le site d’El-Bettah présente une
teneur de 276.10%/100g plus important que celle de Sidi Salem 102 .10°CF/100g. Ces
données dépassent largement les normes guide 300 CF/ 100 g de la chair et du liquide
intervallaire (C.E., 1991).

1.2 Test confirmatif
Apres le repiquage des tubes VBL qui montrent un résultat positif dans des tubes

contenant le milieu (eau peptone exempte d’indole) et incubation a 44°C pendant 24 heures.

La lecture se fait par I’adjonction de 2 a 3 gouttes du réactif de Kovacs et les résultats

sont exprimés (Tab.3).
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Tableau 3: Identification d’E.coli d’apres le test confirmatif.

Seriel Serie2 Serie3
Solution mére 1/3 Dilution 1/30 Dilution 1 /300
Tube 01 Rouge (+)
Tube 02 +
Site Tube 03 + +
El-Bettah Tube 04 + +
Tube 05 +
Nombre de tube de 5 1 1
gaz (+)
Tube 01 +
Site Tube 02 + + +
Sidi Salem Tube 03
Tube04 +
Tube 05 + +
Nombre de tube 3 2 2

de gaz(+)

(+) résultat positif.

(-) résultat négatif

- Les résultats (+) montrent que les tubes sont lac (+) indole (+) donc ceci

correspondons a E. coli.

- Le dénombrement d’E. coli se fait selon les prescriptions de la table du NPP a 5 tubes.

Apres I’effectuation du test, on a signalé les mémes résultats précédents. On a

enregistré une teneur de 276.10% E.coli/100gCLI qui dépasse la valeur guide 230 E.coli /100g

dans les échantillons d’El-Bettah. Concernant ceux de Sidi Salem, on enregistré une teneur

de 102.10?E. coli /100g CLI. Donc, les résultats sont confirmeés.

3. Recherche des Salmonelles

3.1 Pré-enrichissement

Apreés I’incubation a I’étuve a 37°C pendant 24 heures le milieu de pré-enrichissement

(eau peptonée tamponnée) devient trouble (Fig. 15).
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Site A Site B
Figure 15: Phase de pré-enrichissement de Salmonella. A: El-Bettah, B: Sidi Salem

3.2 Isolement et identification: S’effectue sur la gélose SS usée pour I’isolement
sélectif de Salmonella et Shigella.

Tableau 04: Résultats obtenus d'isolement de Salmonella sur la gélose SS.

Résultat

Site de
El —Bettah

Site de
Sidi Salem

Apres 24 heures d’incubation a partir d’un milieu d’enrichissement (eau peptonée
tamponnée) a 37°C aucune colonie bactérienne n’a été détectée dans les deux sites. Ce qui

montre I’inexistence des Salmonelles dans les deux sites donc une teneur de 0/25g CLI.
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4. Recherche des Vibrions
4.1 Enrichissement
Apres incubation a 1’étuve a 37°C pendant 6 a 8 heures les deux tubes contenant le

milieu d’enrichissement (eau peptonée alcalin EPA) apparaissent troubler (Fig. 16)

Site A Site B
Figurel6: Enrichissement de Vibrion. A: site d'El-Bettah, B: site de Sidi Salem.
4.2 lsolement sur la gélose GNAB

Aprés incubation a I’étuve a 37°C pendant 24 heurs sur la gélose GNAB on observe la
présence des colonies bactériennes (Tab.05).

Tableau 05: Résultats obtenus apres isolement des Vibrions sur GNAB.

Caractéristiques

Site - 6 colonies bactériennes blanches cassé,
El-Bettah arrondies, plat, leurs diamétres entre 1 a
3mm.

- 10 colonies blanches, arrondies , bombé,

leurs diamétres entre 1 a 5 mm.

- il existe nombreuses colonies
Site bactériennes (n > 200) sous forme arrondie,
Sidi Salem bombée, de couleur blanc cassé, leurs

diamétres entre 1 a 3 mm.
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Les résultats illustrés dans le tableau 05 montrent que la concentration des bactéries sous
forme de colonie présente les teneurs suivants: dans le site d’El-Bettah sont en nombre de 6 et
10 colonies différentes. Par contre, dans les échantillons récoltés du site de Sidi Salem le
nombre de colonies est plus élevé.

4.3 ldentification

v" La coloration de Gram

Aprés coloration de Gram, I’observation microscopique a montré la présence de coccis
violacé de Gram(-) (Fig. 17).

Site A Site B
Figure 17: Coloration de Gram (x1000). A: El-Bethah, B: Sidi Salam

v Le systeme Api20E
= El-Bettah

Apres 24 heures d’incubation le résultat obtenu est observé dans la (Fig. 18).

Figure 18: Profile biochimique illustrant la présence du germe Pantoea spp.
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Le profil biochimique des souches bactériennes isolées sur gelose GNAB a partir du
site d’El-Batteh montre la présence de I’espéce Pantoea spp. qui appartient a la famille des

Enterobacteriaceae.

= Sidi Salem

Apres 24 heures d’incubation le résultat obtenu est montré dans la (Fig. 19).

i e ‘
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Figure 19: Profil biochimique illustrant la présence du germe Serratia fonticola.

Le profil biochimique des souches bactériennes sur gélose GNAB a révélé
I’existence de I’espece Serratia fonticola prélevée du site Sidi Salem. Ce germe est une
bactérie Gram (-) saprophytes.

5. Recherche des Staphylocoques

Apres 48 heures d’incubation a 37°C sur le milieu Chapman on a détecté la présence de
2 types de colonies différentes (Tab. 06).

Tableau 06 : Résultats obtenus a partir de 1’isolement des Staphylocoques.

Caractéristique

- 63 colonies blanc cassé, arrondies,

plates, lisses et leurs diametres compris —
Solution entre 3mm et 5mm '

Site mere (1/3) |- 23 colonies blanchatres arrondies et
El-Bettah bombées.

-virage du Chapman vers le jaune

- 25 colonies blanc cassé, arrondies, plates,
Dilution leurs diametres varient entre 1mm et 2mm

(1/30) - 04 colonies blanchatres arrondies et
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bombées, leurs diamétres entre 1mm et
2mm.

- pas de virage du Chapman

- 72 colonies blanc cassé, arrondies,

Solution plates, lisse leurs diamétres compris entre
Sidi mere (1/3) | 3mm et 5Smm.
Salem - 16 colonies blanchatres arrondies et

bombées leurs diametres est entre Imm a
2mm.
- pas de virage du Chapman

Dilution - 4 colonies blanc cassé, arrondies,
(1/30) plates, leurs diamétres varient entre 3mm
et 5mm.

- pas de virage du Chapman

= El-Bettah
Solution mére (1/3)
1% type de couleur blanc cassé, on a dénombré 63 CFU.

2eme

type de couleur blanche, on a dénombré 23 CFU.

Il ya un virage au jaune du milieu. Donc, les colonies sont mannitol (+) car elles

fermentent le mannitol dans leur métabolisme énergétique avec acidification du milieu.

Dilution (1/30)

1eme

type de couleur blanc cassé, on dénombré 25 CFU.

2°™ type de couleur blanchéatre, on dénombré 04 CFU.
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Il n'y a pas de virage (le milieu garde la couleur rouge), les colonies ainsi, sont
mannitol (-) car elles ne possédent pas la capacité de fermenter le mannitol, une légére

alcalinisation du milieu par I’utilisation de peptones dans leur métabolisme énergétique.
= Sidi Salem
Solution mere (1/3)

1% type de couleur blanc cassé, on a dénombré 72 CFU.

2°™ type de couleur blanche, on a dénombré 16 CFU.
Dilution (1/30)

- unseul type de colonie blanc cassé, on a dénombré 04 CFU.

Il n'y a pas de virage (le milieu reste rouge) pour la solution mere (1/3) et la dilution

(1/30) les colonies sont mannitol (-).

Les résultats du tableau 07 montrent la présence d’une forte concentration en
Staphylocoques au niveau des deux sites, avec une concentration plus importante de

enregistrée dans les échantillons prélevés d’El-Bettah.

v" ldentification

- Lacoloration de Gram

Aprés coloration de Gram, 1’observation microscopique a montré la présence des

bactéries de formes coccis et de couleurs violacés groupés en amas a gram (+) (Fig. 20).
Site A Site B

Figure (20): Coloration de Gram des Staphylocoques (X 1000).
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- Test catalase

Tableau 07: Résultats obtenus du test catalase des Staphylocoque.

Résultats
Solution
meére 1/3 +
Site
El-
Bettah
Dilution +
1/30
Site Solution +
Sidi meére 1/3
Salem
Dilution + 3
1/30

L’apparition des bulles et le dégagement gazeux de dioxygene montre que les especes

qui ont été isolées sont catalase (+).

- Le systeme Api Staph
= El-Bettah
Aprés 24 heures d'incubation le résultat obtenu est figuré (Fig.21 et 22).
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La solution mére (1/3)

Figure 21: Profil biochimique illustrant la présence du germe Staphylococcus capitis.

Le profil biochimique appliqué a confirmé [1’existence de Staphylococcus capitis sont

des colonies coagulase négative appartenant a la flore endémoque.

La dilution (1/30)

Figure 22: Profil biochimique illustrant la présence du germe Staphylococcus xylosus.

La présence du germe Staphylococcus xylosus a été détectée par la réalisation du profil

biochimique. Ce sont des bactéries ubiquitaires.
= Sidi Salem
Apres 24 heures d'incubation le résultat obtenu est montré (Fig. 23 et 24).

La solution mére (1/3)

Figure 23: Profil biochimique illustrant I’existence du germe Staphylococcus xylosus

Le profil biochimique a prouvé I’existence de Staphylococcus xylosus, bactérie

ubiquitaire, commensale de la peau de I’homme et des animaux.
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La dilution (1/30)

Figure 24: Profil biochimique révélant I’existence de staphylococcus caprae.

L’application du profil biochimique a signalée 1’apparition de Staphylococcus caprae coagulase

().

6. Recherche des Streptocoque de groupe D

6.1Test présomptif

Dans le milieu Roth

Aprés L’incubation a 1’étuve 37°C pendant 24 a 48 heures les résultats sont exprimés

(Tab.08).
Tableau 08: Résultats obtenus du test présomptif pour les Streptocoque D.
Seriel Serie2 Seérie 3
Dilution 1/30 | Dilution 1/300 Dilution 1 /3000
Tube 01 + + -
Tube 02 + + +
Site Tube 03 + + -
El-Bettah | Nombre de tube 3 3 1
(+)
Site Tube 01 + + -
Sidi Salem | Tube 02 + + -
Tube 03 + + -
Nombre de tube|3 3 0
(+)
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(+) résultat positif (-) résultat négatif

- Un trouble (+) signal la présence éventuelle des Streptocoques fécaux qu'il sera
ensuite confirmer par le test de Eva-Litsky,

- La lecture finale par la méthode NPP a 3 tubes.

= El-Bettah

331 =13800 CF dans 100 g CLI
13800.10°______, 100g } X= 3450 .10% / 25g CLI
X — » 259

= Sidi Salem

330 = 7200 CF dans 100 g CLI

7200.10° . 100g } X=1800 .10%/25¢g CLI
X _ 5 25¢

Les résultats de la lecture on signalés une forte concentration de Streptocoque dans
I’échantillonnage d’El-Bettah présentée par la teneur de 1800 .10°/25g CLI, celle-ci est plus
élevé que la teneur enregistrée au niveau du site de Sidi Salem. Cela signifie que le 1% site
2 éme

présente une contamination ancienne plus importante que le site.

= Test confirmatif

Aprés le repiquage des tubes Roth trouvés positif dans des tubes contenant le milieu
Eva-Litsky et I’incubation faite a 1I’étuve a 37°C pendant 24 heures.

Les résultats sont exprimés dans le (Tab.09).
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Tableau 09: Résultat obtenus du test confirmatif de Streptocoque D.

Série n°.... Seriel Serie2 Serie 3
Milieu Roth Dilution Dilution 1 /300 Dilution 1 /3000
1/30

Tube 01 - -
El- Tube 02 - - -
Bettah | Tube 03 + -

Nombre de tube (+) 1 0 0

Sidi | Tube 01 + +

Salem | Tube 02 + +

Tube 03 - -

Nombre de tube (+) 2 2 0

Le dénombrement : se fait par la méthode NPP a 3 chiffre.
= El-Bettah
100 = 108dans 100 g CLI.

108.10°——» 100g } X = 27.10?/25g CLI

X . 25(

= Sidi Salem
220 =630 dans 100 g CLI
630.10°—— 100 g } X=157.5 .10*/25g CLI

X  ——— 25g

D’aprés le test confirmatif on a enregistré des teneurs différentes pour les

Streptocoque D. Cependant, on a signalé une teneur de 27.10%/25g CLI au niveau du site

d’El-Bettah qui a enregistré une teneur proche de celle du guide 25. 10%/25g CLI. De plus,

une teneur plus importante de 157.5 .10%/25g CLI & Sidi Salem.
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On observe que les résultats sont différents et le nombre de Streptocoque D dépasse le

seuil toléreé et le site sidi Salem est plus contaminé que le site EI-Bettah.

Les analyses bactériologiques du Donax tranculus peuplant les deux sites d’étude (El
Bettah et Sidi Salem), font apparaitre des contaminations importantes par les Coliformes
totaux, les teneurs 276.10° CF /100g CLI et 102.10° CF/100g CLI classées par ordre
respectivement, dépassent largement la valeur guide 300 CF/100g CLI. La forte
concentration de ces germes dans l'eau de mer exprime une pollution bactériologique sévére
due a l'absence totale du traitement des eaux et pourrait aussi trouver son origine dans l'impact
du changement global du milieu qui favoriserait la prolifération de ces germes. Similairement,
des teneurs élevées sont rapportés par I'étude bactérilogique de Kerdoussi (2010), sur
I'espéce Perna perna peuplant le golfe d’Annaba d’ou 1'étude a signalée au niveau du site de
Sidi Salem une teneur de 140000 germes/100ml qui dépasse la valeur guide fixée a 1000

germes/100ml.

En ce qui concerne E. coli, qui fait partie de la microflore intestinale de tous les
animaux, y compris les humains. Quand sa présence ne dépasse pas les valeurs tolérées, elle
ne provoque pas de maladie. Dailleurs, elle a une fonction de suppression de bactéries

nuisibles et permet de synthétiser de nombreuses vitamines.

Une importante contamination d’origine fécale avec E. coli a été illustrée dans nos
résultats presentés dans le (tableau 02). Toutefois, le degré de cette contamination varie
d’un site a ’autre pour les deux sites d’étude. Dans ce sens les valeurs enregistrées dans le
site EI-Bettah ont présentés une valeur supérieure (276.10° E. coli /100g de CLI) par rapport
a celle de Sidi Salem (102.10% E. coli /100g de CLI).

Les valeurs observés dépassent les normes guide (230E.coli/100gCLlI), ces derniers
peuvent étre expliqués par la proximité de ces deux sites, des rejets urbains et industriels
charriés par l'oued, Seybouse et Mafragh. Ces apports sont plus importants pendant les
périodes de crue. Par ailleurs, le mode de vie de ces espéces qui vivent enfouis dans les
sédiments a de faibles profondeurs cet habitat présente un véritable réservoir des bactéries,
désigne une flore important d’E. coli dans les deux sites étudier. Ce qui traduise ainsi une
contamination récente favorisée par les conditions climatiques favorables a la survie et a la

prolifération de ces bactéries (Rodier et al., 1996).
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De plus, la conséquence d’un lessivage des sols par les pluies, d’aprés les travaux de
Catarinaet Florbela (2012) exige les pluies dautomne et dhiver d’entrainer une
augmentation du transport et de contaminants dans les eaux de ruissellement, qui s'écoule

dans la lagune de Ria Formosa (c6te sud du Portugal) en progressant la contamination fécale.

Nos résultats sont en concorde avec les résultats rapportes par Dahel (2009) qui a
étudié la qualité bactériologique des eaux du littoral Nord-Est Algérien chez un la moule
Perna perna. Les résultats des teneurs en E. coli ont enregistrés des fortes concentrations a I'
Hnaya, Aouinate et a Sidi Salem (2400 g/100ml, 2400 g/100ml et 1100 g/100ml)

respectivement, ces teneurs dépassent largement les valeurs guides fixé par 500 g/100ml.

Les Salmonelles sont des parasites de 1’homme, des mammiferes (rongeurs), des
oiseaux (volailles) et des animaux a sang froid (reptiles). Elles sont responsables de
nombreuses infections (salmonellose). Le principal mode de contamination chez I’homme est
I’ingestion a partir de I’eau ou un aliment contaminé (coquillages dans ce cas).

Nos études montrent qu'aucune présence des Salmonelles n’a été détectée dans les deux sites
d’études. Dans ce sens et en accord avec nos résultats Eyles et Davey (1998), n’ont pas
détecté de Salmonelles dans les échantillons d’huitres. De méme, 1’étude de Muniain et
Mujika et al., (2003) a mentionné une valeur norme qui signifie I’absence de Salmonella

spp. qui est limité par 100 g de chaire et du liquide intervallaires.

En ce qui concerne, les Vibrions qui sont des bactéries colonisant les eaux polluées

ainsi, au sein des objets contaminés elle provoque plusieurs pathologies tel que la choléra.

Vibrio cholera est considéré comme indicateur de contamination récente chez 1’homme
infecté. Une fois libéré dans 1’eau, ce germe peut contaminer les coquillages qui le

transmettent au consommateur (Boutin et al., 1982; Garay et al., 1985).

Dans nos études aucune Vibrio n’a été enregistré au niveau les deux sites d’études. Nos
résultats sont en concorde avec les études de Murilo et al. (2006) n’ont pu détecter de

Vibrio cholera sur les 90 échantillons analysés des huitres sur la cote brésilienne.

L’absence de ces deux germes (Salmonella et Vibrio) dans nos échantillons récoltés

au niveau des deux sites d'étude, ne signifie pas une absence de risques d’intoxication que

56



Résultats et discussion

peut engendrer la consommation crue de ces espéces. En effet, un certain nombre d’études ont
montré que les Entérobactéries, en particulier les Salmonelles, subissent une dérive des
caractéres phenotypiques (asporulée, cils péritriches ,mobile.....etc) dans I’eau de mer et
aboutissent a des formes difficiles a retrouver par les techniques classiques de recherches et
d’identification tel que la capsulassion, sporulation (Bakhrouf et al., 1994) et spécialement,
la forme L pour les Selmonelles (Brisou et Denis, 1978).

En tenant compte a I'absence de ces deux germes précédant, la consommation de 1’espece
Donax de point de vue microbiologique, ne présente aucun danger pour la santé humaine
(Tab.13).

Les Staphylocoques sont des bactéries ubiquistes et pathogeénes, ils sont trés
répandues dans la nature (air, eau et sol) (Huss, 1995 ; Haslay et Leclerc, 1993). Ils sont
trouvés au niveau des muqueuses nasales, la contamination avec ce germe est due a un
individu atteint d’une infection aux mains, d’un rhume ou d’'un mal de gorge (FAO, 1996).
L'utilisation de galerie biochimique Api Staph, nous a permis d'identifier 1’existence des
genres suivant dans nos échantillons récoltés des deux sites: Staphylococcus capités,
Staphylococcus xylosus, Staphylococcus caprae. Ces derniers représentent un risque
majeure de la sante publique  (Altemeyer et al., 1990 ) en causant des infections

nosocomiale, fievre...etc.

La détection de ces espéces a été permis grace aux caracteres biochimique suivant:

mannitol de mobilité, catalase et coagulasse.

En effet, les Staphylocoques arrivent a proliférer grace a leur particuliére résistance aux

conditions de I’environnement telles que la chaleur, la sécheresse ou la salinité de I’eau (Ait

hamlet, 1998)

Quant aux les Streptocoques D sont aussi des excellant indicateurs de contamination
fécale. lls survivent durablement dans 1’eau de mer que les Coliformes fécaux. Concernant ces
derniers, il existe une corrélation positive entre Entérocoques et les affections gastro-

intestinales et les niveaux dans 1’eau de mer (Fleisher et al., 1996 ; Pruss, 1998)

La présence des Streptocoques par des valeurs dépassant largement la norme guide
(2500 /100g CLI) dans nos échantillons peut s'expliquer par la résistance de ces indicateurs

de pollution (Gleeson et Gray, 1997).
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Les Streptocoques du groupe D susceptibles de contaminer les eaux sont typiques des
déjections animales (Bitton, 1999 ; Clausen et al., 1977; Farow et al., 1984). Ces especes
colonisent le bétail, les chevaux et les volailles bien qu’elles peuvent, parfois, étre présentes

chez I* humain (Devriese et al ., 1998 ;Ruoff et al., 1989).

Les résultats trouves sont en concorde avec le travail de Dahel (2009), qui a étudiée
la qualité bactériologique des eaux du littoral Nord-Est algérien a travers un bio- indicateur la
moule Perna perna. Montrant que, les teneurs en Streptocoques totaux sont élevés. Ces
teneurs élevés font suite au lessivage par les eaux de ruissellements des zones agricoles, des

rejets urbains et industriels charriés par les oueds Seybouse et Bedjimaa.

En raison, de la proximité de embouchure de I’oued Maffragh et Seybouse qui raméne
des éléments trés riches en composés organiques et minéraux (Attoum et al., 2001 ). On
outre, les contaminations humaine et mixte décelées a Sidi Salem, auraient pour origine, les
rejets domestiques des riverains et des estivants en été. De se fait, une importante
contamination désignée au niveau de ces deux sites d'études.

En référant avec les normes de salubrité des fruits de mer, édictées par la communauté
européenne en 1991. Nous pouvons classer le site  Sidi Salem et El-Bettah sites dans la
catégorie D (Tab.10).

On conclut que, les bivalves peuplant le site de Sidi Salem et El-Bettah sont
déconseillé a la consommation directe, du fait que les taux de contamination mesurés sont
nettement supérieurs aux valeurs normes européennes, préconisant moins de 230 E. coli/ 100

g de chair et du liquide intervallaire.
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Tableau 10 : Criteres microbiologiques pour les mollusques bivalves et niveau de salubrité

des zones de production (Communauté Européenne, 1991).

E.coli (E.C)/ 100g de

chair et de liquide Zones Exploitation Exploitation
intervalvaire
Péche
Seuils Classement Elevage professionnelle,
microbiologiques gisement naturel
Au moins 90% des A Autorisé pour une Autorisé pour une
résultats <230 E.C. consommation consommation
Aucun >1000 E.C. directe directe
Au moins 90% des B Autorisé a étre | Autorisé mais apres
résultats <4600 E.C. consommeé apres reparcage ou
Aucun >4600 E.C. reparcage ou purification
purification. nécessaire avant
commercialisation
Au moins 90% des Autorisé a la | Autorisé a la
résultats <46000 E.C. C consommation apres | consommation apres

Aucun >46000 E.C. reparcage (sur une | repargage (sur une
longue période) ou | longue période) ou

apres purification | apres purification

intensive. intensive

Au moins 90% des impossible de impossible de

résultats >46000 E.C

récolter des
coquillages pour la
consommation
humaine.

récolter des
coquillages pour la
consommation
humaine.
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CONCLUSION

Dans cette étude, nous avons testé la qualité microbiologique du bivalve (Donax
tranculus) peuplant le golf d'Annaba. L’échantillonnage a été prélevé a partir de deux sites
(El-Battah et Sidi Salem). L'analyse microbiologique a été basée principalement, sur le
dénombrement des bactéries indicatrices, de la contamination fécale a savoir les
Coliformes totaux, les Coliformes fécaux, les Streptocoques fécaux et la possibilité de

détecter d’autres bactéries pathogenes.

Les tests d'identification des bactéries isolées ont permis d'identifier les espéces suivants:
Staphylococcus capités, Staphylococcus xylosus, Staphylococcus caprae, Pantoea spp. et

Serratia fonticola.

Les bivalves avant leurs commercialisations, doivent répondre a des normes
microbiologiques imposées par les pays de I'Union Européen pour préserver la santé
publique. Car, la consommation des bivalves contaminés, expose le consommateur a des
risques de toxi-infection tel que, la fievre typhoide, la salmonellose, la shigellose et le
choléra.

Les deux sites (Sidi Salem et d’EL-Battah) ont représentés une forte contamination
fecale qui dépasse les teneurs normaux du guide. A raison, de la proximité aux divers
effluents de 1’oued Bedjimaa et 1’oued Seybouse (approximant de Sidi Salem) ainsi que,
de I’oued Mafregh (embouchure d’El-Bettah), véhiculant les rejets urbains, industriels et le

contenu d un lessivage des sols par les pluies.

Enfin, ces deux sites sont classés dans la catégorie D (trop fréquemment polluée) et

dans la zone D (impossible de récolter des coquillages pour la consommation humaine).

En perspectives, il serait judicieux de :

- Prévoir, en agglomération, un traitement systématique des rejets par la mise en

place de stations d’épurations des eaux.
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- De mettre en place une réglementation nationale qui interdit tout rejet d’effluents
non traités.
- D’assurer un contréle bactériologique rigoureux et régulier des fruits de mer.

- Mettre en place des bassins de repercage ou de purification.
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Annexe

Annexe 1

Tabl: Matériels utilisés

Verrerie Appareillage Autre materiel
Tube & essai Etuve Bec benzene
Béchers Autoclave Anse de platine

Pipette pasteur
Flacon
Lame

Boite de pétri

Four pasteur
Centrifugeuse

Bain marie

Balance
Réfrigérateur
Microscope optique
(objectif a immersion)
Mixeur

Agitateur et barreau
magnetique

Etuve

Autoclave

Four pasteur
Centrifugeuse

Bain marie

Balance
Réfrigérateur
Microscope optique
(objectif a immersion)
Mixeur

Agitateur et barreau

magnétique

Portoir
Micropipette et
cone papier filtre
Pipette en plastique




Annexe

Annexe 2

Tab2:Table de NNP a 3 tubes

Nombre de tube positifs

NPP

Catérogé

Limite de confiance

Iml 0.1ml | 0.01ml 95% 99%
0 0 0 <90
0 0 1 90 3 3 285 0 420
0 1 0 90 2 3 300 0 480
0 1 1 0
0 2 0 186 3 36 510 15 750
0 3 0 0
1 0 0 108 1 6 510 3 750
1 0 1 216 2 36 510 15 750
1 0 2 0
1 1 0 222 1 39 600 18 810
1 1 1 330 3 105 1050 54 1380
1 2 0 330 2 108 1050 57 1380
1 2 1 450 3 135 1140 72 1560
1 3 0 480 3 135 1140 72 1560
2 0 0 276 1 45 1050 21 1380
2 0 1 420 108 1050 57 1380
2 0 2 0
2 1 0 450 1 111 1140 60 1560
2 1 1 600 2 135 1140 72 1560
2 1 2 0
2 2 0 630 1 135 1200 72 1660
2 2 1 840 3 261 | 2820 153 4260
2 2 2 0
2 3 0 870 3 251 | 2820 153 4250
2 3 1 0
3 0 0 690 1 138 | 2830 75 4240
3 0 1 1140 1 264 | 3120 156 4710
3 0 2 1920 3 480 | 5430 300 7500
3 0 3 0
3 1 0 1290 1 273 | 5430 159 7500
3 1 1 2250 1 510 | 5970 330 8100
3 1 2 3600 3 1050 | 10800 630 13200
3 1 3
3 2 0 2790 1 540 | 10800 360 12900
3 2 1 4500 1 1050 | 11400 660 15600
3 2 2 6300 2 1050 | 12000 750 16600
3 2 3 8700 3 2700 | 29700 1380 | 45600
3 3 0 7200 1 1080 | 29700 780 45600
3 3 1 13800 1 2730 | 59400 1410 | 84000
3 3 2 33000 1 5460 | 121500 | 3420 | 171000
3 3 3 > 72000
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Tab2:Table de NNP a 5 tubes

Nombre de tube donnant une réaction

Limite de confiance 95 %

positive sur NPP
5 tube de 5tube Stube Limite Limite
5ml de0.5ml | de0.05ml inferieur supérieure
0 0 1 <12 1 59
0 1 0 <12 1 59
0 2 0 <12 1 59
1 0 0 12 1 59
1 0 1 24 4 60
1 1 0 24 4 66
1 1 1 36 10 84
1 2 0 36 10 84
2 0 0 27 4 84
2 0 1 40 10 90
2 1 0 40 11 102
2 1 1 55 19 132
2 2 0 55 20 132
2 3 0 72 24 150
3 0 0 46 12 132
3 0 1 66 24 132
3 1 0 66 24 150
3 1 1 84 36 204
3 2 0 84 36 204
3 2 1 102 42 234
3 3 0 102 42 234
4 0 0 78 24 204
4 0 1 102 36 204
4 1 0 102 36 234
4 1 1 121 42 234
4 1 2 156 60 246
4 2 0 132 42 396
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156
162
193
204
138
186
258
193
276
378
294
420
594
474
694
846
1050
780
1032
1326
1668
2070
1440
2088
3252
5508
9654

60
60
60
78
42
60
78
60
84
126
90
132
204
138
120
300
420
180
360
420
600
600
420
600
900
1380
2400

288
396
396
600
234
396
600
600
678
894
894
1008
1320
1320
1440
2100
2340
2100
2340
2640
4200
4200
4200
6360
9960
15180
27600
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Tap 1: tableau de lecture de I'API20E.

Tests Composants QTE Réactif/Enzymes Résultats
(mg/cup.) Négatif Positif
ONPG -2 B-Galactosidase incolore Jaune
nitrophényl- 0.223 (Ortho NitroPhényl-
BDgalactopyranoside BDgalactopyranosidas
ADH L-arginine 1.9 Arginine DiHydrolase Jaune Rouge/oran
gé
LDC L-lysine 1.9 Lysine DéCarboxylase Jaune Rouge/oran
gé
oDC L-ornithine 1.9 Ornithine DéCarboxylase Jaune Rouge/oran
gé
CIT Trisodium citrate 0.756 Utilisation du ClTrate Vert Bleu-vert/
pale/jaune bleu
H,S Sodium thiosulfate | 0.075 Production d'H,S Incolore/ Dépot noir /
grisatre liseré
URE urée 0.76 UREase jaune Rouge/
orongé
DTA L-tryptophane 0.38 Tryptophane DésAminase TDA/immédiat
jaune Marron-
rougeatre
IND L-tryptophane 0.19 Production d'INDole JAMES/immédiat
Incolore
ver pale/ Rose
jaune
VP Sodium pyruvate 1.9 Production d'acétoine( VP1+VP2/ min
Voges Proskauer) Incolore | Rose /rouge
[rose pale
GEL Gélatine (origine 0.6 Gélatinase( GELatine) Non Diffusion
bovine diffusion | du pigment
noit
GLU D-glucose 1.9 Fermentation oxydation Bleu/bleu- | Jaune/jaune
(GLUcose) vert gris
MAN D-mannitol 1.9 Fermentation Bleu/bleu- Jaune
oxydation(MANnNitol) vert
inositol 1.9 Fermentation Bleu/bleu- Jaune
INO /oxydation(INOsitol) vert
D-sorbitol 1.9 Fermentation Bleu/bleu- Jaune
SOR /oxydation(SORbitol) vert
RHA L-rhamnose 1.9 Fermentation Bleu/bleu- Jaune
/oxydation(RHAmMnNose) vert
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D-saccharose 1.9 Fermentation Bleu/bleu- Jaune
SAC /oxydation(SACcharose) vert
MEL D-melibiole 1.9 Fermentation Bleu/bleu- Jaune
/oxydation(MELibiose) vert
AMY amygdaline 0.57 Fermentation Bleu/bleu- Jaune
/oxydation(AMY gdaline) vert
ARA L-arabinose 1.9 Fermentation Bleu/bleu- Jaune
/oxydation(ARAbinose) vert
OoX (voir notice du test oxydase) Cytochrome-Oxydase voir notrice du test )
oxydase)
Tap 1: tableau de lecture de I'APISraph.
TESTS | COMPOSANTSACTIFS | QTE | REACTIONS/ENZYMES | RESULTAT
(mg/cup.)
Negatif | positif
0 Aucun Témoin négatif Rouge -
GLU D-glucose 1,56 (Témoin positif) (D-
GLUcose)
FRU D-fructose 1,4
MNE D-mannose 1.4 acidification (D-FRUctose)
acidification (D-ManNosE) Rouge jaune
MAL D-maltose 1.4
LAC D-lactose 1.4 acidification (MALLtose)
(origine bovine) acidification (LACtose)
TRE D-tréhalose 1.32 acidification (D-TREhalose)
MAN D-mannitol 1.36 acidification (D-MANNitol)
XLT Xylitol 1.4 acidification (XyLiTol)
MEL D-mélibiose 1.32 acidification (D-MELibiose)
NIT nitrate de potassium 0.08 Réduction des NITrates en NIT1+NIT2/10
nitrites min
incolore-
N rouge
rose pale
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PAL R-naphtyl phosphate 0,0244 Phosphatase ALcaline ZYMA+ZYMB/
10 min
jaune violet
VP
sodium pyruvate . s .
1.904 production d'acétyl méthyl- VP 1+VP2/10
carbinol .
min
(Voges Proskauer)
incolore- | violet-
rose pale rose
RAF D-raffinose 1.56 acidification (RAFfinose)
XYL D-xylose 1.4 acidification (XY Lose)
SAC D-saccharose 1.32 acidification (SACcharose) rouge Jaune
MDG Glucopyranoside 1.28 acidification (Méthyl-
NAG N-acétyl-glucosamine 1.28 aDGlucopyranoside)
acidification (N-
AcétylGlucosamine)
ADH L-arginine 1.904 Arginine DiHydrolase jaune orange-
rouge
URE Urée 0.76 UREase jaune
rouge-

violet
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Annexe 3(composition des milieux de lecture utilises)

Les milieux liquides

Milieu de ROTHE Milieu de Eva —litsky
composition S/C g/l Composition g/l
Peptone 20,009
peptone 20
lucose 05,00
g J glucose 5
Azide de sodium 05,00 . .
¢ Azide de sodium 5
Chlorure de sodium - -
05,009 Phosphate bipostassique 7.2
Phosphate bipostassique
02,70g Azothvate de sodium 0.3
Phosphate mono :
potassium 02,70g Ethyle-violette 5
Eau distillée T
1000m!| Eau distillée 1000
PH 7

Le PH final: 6,8 a 7, I’autoclave a 120°C
pendent 20min.

Eau peptonée exem pte d’indole

Composition g/l
Peptone exempte d’indole 10
Chlorure de sodium 5

PH 7.2
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Les milieux solides (gélose)

Gélose salmonella- shigilla(SS)

Gélose Chapman

Composition g/l Composition g/l
Peptone pancréatique de caséine 10 Extrait de viande 5
Lactose 10 Peptone 10
Sels biliaire 5 Extrait de levure 6
Extrait des\(l)ic?irlljdrﬁ citrate de 5 Bleu deLs:::r)r?gthymol 0?85
Citrate de fer ammonical 1 Agar 20
Thiosulfate de sodium 8,5
Rouge neuter 0,0025
Vert brilliant 0,00033
Citrate de sodium 8,5
Eau distille sterile 1000

Gélose nutritive

Composition g/l
peptone 5
Extrait de viande 1
Extrait de levure 2
Chlorure de sodium 5
Agar 15
Eau distillée 1000
PH 7.4
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Les reactifs

Reactif TDA reactifs de voges proskauer (VP)
Composition g/l Composition g/l
Perchlorure de fer 3.4 Hyd:j%xyde 40
Eau distillee 100 VP1 potassium
Eau 100
distille
Alpha 6
VP2 naphtol
éthanol 100




RESUME

Cette étude porte sur I’évaluation de la qualité bactériologique des eaux et des mollusques
bivalves (Donax tranculus) du golf d’Annaba pour cela nous avons effectués un
échantillonnage de cette espéce a partir des deux sites Sidi Salem et El- Bettah.

Les analyses bactériologiques sont basés principalement sur le dénombrement des
bactéries indicatrices de la contamination fécale a savoir les Coliformes totaux, les Coliformes
fécaux et les Streptocoques fécaux, et les germes non specifiques de la contamination fécale

qui sont les germes totaux présentes dans les échantillons.

Les résultats du profil biochimique réalisées ont montré des concentrations trés élevées
en Coliformes totaux, en Coliformes fécaux et en Streptocoques fécaux, qui dépassent
largement les valeurs guide toléré, ainsi que, 1’isolement des espéces bactériennes y compris
des germes pathogenes susceptibles de causer des maladies graves (Staphylococcus capités,
Staphylococcus xylosus 99,8 7, Staphylococcus xylosus75,77%, Staphylococcus caprae,

Pantoea spp., Serratia fonticola).

Les sites Sidi Salem et El Bettah sont fortement polluées et présente des milieux de vie
de mauvaise qualité microbiologique selon la communauté européenne décrite 1991. D’ou ces
deux sites sont classées dans la catégorie D, qui désigne que c’est interdit de récolter des
coquillages pour la consommation humaine. Car sa peut provoquer un risque sanitaire grave

pour la sante publique.

Cette forte contamination dans les sites étudiées est exprimée par une anthropisation
nette, & laquelle est soumise cette zone du fait de sa proximité aux divers effluents de 1’oued

Seybouse et Mafragh.

Mots clés : microbiologiques, contamination, les bivalves, Donax truculus, le milieu marin.



ABSTRACT

This study concerns the evaluation of the bacteriological quality of the bivalve molluscs
(Donax tranculus) of the Annaba golf course for this reason we have carried out a sampling of
this species from the two sites Sidi Salem and El-Bettah.

Bacteriological analyzes are based mainly on the enumeration of bacteria indicative of
faecal contamination, ie total coliforms, fecal coliforms and faecal streptococci, and non-
specific fecal contamination germs which are the total germs present in the samples.

The results of the biochemical profile showed very high concentrations of total
coliforms, faecal coliforms and faecal streptococci which greatly exceed guideline values and
the isolation of bacterial species including pathogenic germs likely to cause (Staphylococcus
capitalis, Staphylococcus xylosus 99%, Staphylococcus xylosus75.7%, Staphylococcus
caprae, Pantoea spp., Serratia fonticola).

The Sidi Salem and El Bettah sites are highly polluted and present poor quality
microbiological environments according to the European Community described in 1991.
Hence these two sites are classified as category D, which means that it is forbidden to harvest
Shellfish for human consumption. Because it can cause a serious health risk to public health.

This high contamination in the studied sites is expressed by a net anthropization, to
which this zone is subjected because of its proximity to the various effluents of the wadi

Seybouse and Mafragh.

.Key words: microbiological, contamination, bivalves, Donax truculus, marine environment.
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