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Entre la terre et son atmosphére, la quantité d’ean demeure inchangée pas une goutte en
plus pas une goutte en moins. Cest I"histoire d’une identité circulaire, d'une planéte qui se
donne la vie, L'eau est trés irréguliérement répartie & Ia surface de la planste : 97 % du
volume total s’accumule dans les océans, 2 % sur les continents, 0,6 % en phase solide dans
les immlandsis polaires et les glaciers, enfin une part trés modesie en phase gazeuse dans
"atmosphére. Elle est utilisée par 'homme depuis le débur de leur existence pour différents
usages et en ont ainsi modifié la qualité. Aujourd’hui la nature p'est plus en mesure de

‘dépoliuver les milieux naturels, les habitudes que nous avouns prises de considérer les cours

d'eau, les lacs, les riviéres, les fleuves comme des décharges susceptibles d’accueillir
I’ensemble de nos déchets ont engendré des pollutions irrémédiables, Les déchets créés par
I"homme sont trop nombreux er plus polluants qu'autrefois, particuliérement 4 cause de

1'urbanisation et aux pratiques agricoles.

La Garaet Aok Djemel représente par sa superficie de 18140 ha le deuxiéme plan d’eau de la
région. Classée site Ramsar depuis 2004, elle se trouve aux piedmonts de Djebel Ank Djemel

faisant partic de la chalme montagneuse d'Oum Kechrid qui eotoure toute la partic

septentrionale du plan d’eau. Au Sud, nous observons la chaine des Djebels de Fedjoudj ot de

Sidi Khiar: A 1’Est, cetie Garaet avoisine Garaet Guellif e1 4 I"Ouest, elle s’ouvre sur la plaine

de Boulhilet. Cette Garaet et les plans d’ean avoisinants sont alimentés essentiellement par
Oued Ghezal qui est un affluent d’Oued Boulhilet. Les sols entourant Garaet Ank Diemel sont
culdvés chaque année par le blé dur Triticum durim et par U'orge Hordeum wulgare qui
coustituent la seule richesse paysanne des propriétaires des terres. Les sols liniitrophes, non
cultivés, sont dominés par Salicornia, Atripley et Salsola. '

L objectif de notre travail est d'évaluer la gualité physico chimique et bactérologique de
celte Garael pendant les deux mois Mars et Avril.

Nous avons structuré ce travail en trois chapiires:

Le premier est réservé a la description des hauts plateaux de 'est Algérien erf particuliérement
sur la Garact Ank Djemel (noue site &' étude).

Le second est consacré aux matériel et méthodes utilisés pour la réalisation de cette étude

(Méthodes d'analyses physicochimiques et bactériologiques).

Enfin. un dernier chapitre qui illustre les résultats obtenus de ces analyses avee leurs

interprétations.
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CHAPITRL DESCRIPTION DU SITE

1. Généralité sur les zanes humides des hauts plateaux de "Est Algérien :

L’éco-complexe de zones humides des hautes plaines de 'Est Algérien, par sa diversité de
plans d’eau, couvre une superficie trés importante, qui dépasse 160 000 ha en crie. 11 s'étale
de Sétif 4 Ain El-Beida sur & peu prés 300 km, [1 est composé d*une vingtaine de miligux
homides plus ou moins grands et plus ou moins salés. La plupart de ces milieux § asséchent
en été et d’autres ne s¢ remplissent d’eau que durant les années de grandes pluviosités. Les
milieux bumides les plus spacienx de ces hautes plaines se trouvent encerclés dans la région
des Sebkhas enclavée entre les wilayas d’Oum Ei-Bouaghi, Khenchela et Bamna. Ces
hydrosystémes sont dans leur majorité salés, difficilement accessibles et trés peu de littérature
scientifique les décrit. Cing zones humides, soit Garagt Tarf, Garaet Guellif, Garaet Annk
Djemel, Garaet El-Marhsel et Choti Tinsilt présentent un statut de sites Ramsar depuis le 02
evrier 2004 et deux autres « Garaet Ezzemmoul et le Lac de Timerganine » ne sont classés

qu’en 2008, (SEDDIK 8, 2011).
IL. Les principanx sites humides des hautes plaines de I'Est Algérien :
L. Garaet Tarf (35°42°N, 7° 08'E)

Garaet El-Tarf est 1a plus grande étendue d eau de 1a région. Elle est classée site Ramsar
depuis 2004, Elle s’étale sur ume superficie totale de 25 500 ha et sifuée aux piedimonts do
Djebel El-Tarf (1180 m). Elle est alimentée principalement par Qued Boulefreiss, Oued
Maarouf, Oued Remila et Oued Gueiss qui prenment naissance dans les Aurés, La Garaet est
entourée de plusieurs petits chatts dont les plus importants sont le Chott El-Melah (875 ha). le:
Chott El-Oussera (135 ha), le Lac de Timerganine (570 ha) et Garast Biar Es-Sebaa (200 ha),
(SAHERE, 2003).

2. Garaet Guellif (35°45°34.75"N - 6°55°51.39"E) :

La Garaet Guellif (5525 ha) faisant partie de |*éco-complexe de zones humides des hautes
plames de I'Est Algérien est classée site Ramsar depuis 2004 Ce plan d’sau appartient
administrattvement 4 la wilaya d°Oum El-Bouaghi dont il est distant de 12 Km. Elle
commumigue avec la Garaet Annk Djemel & I'Ouest. (DGF ,2004).

3. Garaef El-Marhsel (35° 48.528" N, 6° 44 437" E)

Ce plan d*eau situé au Nord de la Garaet Annk Djemel, occupe nne superficie de 125ha et
classé site Ramsar avec Annk Djemel depuis 2004, 11 est difficilement accessible et ancune

_——— e ———
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route n'y mene directement. Il se frouve entoure par une série de montagnes constituée
principalement de Djebel El-Marhsel & 'Ouest, la chaing montagneuse d’Oum Keclrid au
Nord et du Diebel Annk Djemel 4 ["Est et av Sud-est et av Sud la Garaet ¢’ ouyre sur la Garaet
Annk Djemel. Le pourtour de la Garaet et les flancs des chaines montagneuses renferment une
végétation trés diversifiée et pen conmue. Elle est dominée par lz famille des Cruciféres,
(SAHEB, 2003).

4. Chott El-Maleh :

Ce plan d’eau situé au Sud de Garaet Tarf occupe une superficie maximale de 85 ha. Il se
trouve dans le Henchir de Gorai et d'aprés les rares habitants de ce douar, ce chott ne se
remplie d”eau que trés rarement. (SEDDIK §, 2011). Ce pian d’eau en réalité d une superficie
qui avoising les 8735 ha n’est autre &n réalité qu'un plan d’eau satellite de Garaet Taref, [T est
situé au Sud de cette derniére, sa mise a eau n'a lieu que durant les années pluvieuses. Ce

Chott offre un lieu propice pour une large gamme d’oiseux d’eau, (MAAZI M-C. 2009),
5. Sebkhet Djeudli (35°42.000°N, 67 31.554°F) :

La Sebkha de Djendli (3 700 ha) est enclavée entre trois chaines montagneuses, Djebel
Bou Arif au Sud, Djebel Toumbait et Djebel Tafraout au Nord et 4 I"Ouest. Par contre a I'Est,
elle s'ouvre sur les plaines de Boulhilet et de Chemora. Ce plan d'eau est alimenté
principalement par Oued Farerh qui prend naissance dans les chaines montagnenses de Bou
Arif, La flore enfourant la zone humide est pauvee, Peu de franges de végétation composées
principalement de Cruciféres et de Chénopodiacées sont abserves. Le plan d'ean est un refuge
hivernal pour les Flamants roses (Phoenicopierus roseus), les Tadornes de Belon (Tadorna

tadorna) et les Tadornes casarca (Tadorna ferruginea). (ADJAL ef M, 2004).
6. Ougla Touila (35°47.211° N, 7° 04.991" E)

Cette étendue d'eau de petite superficie (170 ha) constitue la sebkha la plus proche de la
ville d’Oum El-Bouaghi. Elle se trouve dans la plaine de Medfoun. aux piedmonts de Kef
Boucif (Djebel El-Tarf) qui la délimite dans sa partie méridionale. Du point de vue avien, ce
site represente un liew de fréquentation et d’hivernage propice pour de nombreuses espéces’
d'oiseaix d'ean de passage. (SAHEB, 2003).
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7. Sebkhet Gémot (35°38.708° N, 7° 00,825 E) =

Ce plan d'eau de 57 ha, constitue en réalité une sebkha satellite de Garaet Tarf [l est
actuellement coupe en deux par la route nationale 83 reliant |a ville d’Oum El-Bouaghi 4 celle
de Khenchela. Il est entouré dans sa partie septentrionale par des touffes de Tamarix. Son
appellation est dérivée du mot géométre, car au temps de la colonisation un géomatre frangais

habitait ces lieux. (SAHER, 2003).

8. Sebkhet Ezzemmoul (35°53,137°N, 6°30.200°) et Chott Tinsili (25°53.619°N,
6°30.00°E) =

Ces deux plans d’eau situés au piedmont de Kef Ennser sont séparés par la routé nationale
N3 reliant 1a ville de Constantine a la ville de Batna. au point appele les Lacs (village au nom
des Lacs). Le premier plan d'eau d’une superficie de 6 000 ha est exploité mdustriellemient
pour son sel de table par la société algérienne ENASEL. 1l ne se remplie d'eau que rarement.
Le second s'étale sar 3 600 ha, renferme de I’éau en permanence el toul son secteur
septentrional est doming par une veégétation wes diversifiée (Typha angustifolia, Phragmites
australis, Scivpis lacustris, 8. maritimus...). Durant les années de grande pluviosité et suite 4
I"élévation du nivean d'ean de 1a Sebkhet Ezzemmoul (connue aussi ous le nom de Sebkhes
Ouled Zouai), la majorité des oiscaux inféodeés a I'eau quitte Chotr Tinsilt pour venir sy
installer- (SAHEB, 2003).

9. Sebkhef Quled Amara (35°21.04'N, 7°16,042°E) ET Sebkhet Ouled M Barek
(35°23,777" N. 7°19.920" E):

Ces denv pefity plans deay (340 ha ef 950 ha) sont fitugs au NMord de ia rewute wilayalo
N938 reliant la ville de Khenchela 4 la commune de Zoui, sont alimentés continmellement par
Qued Ounrhal et Oued Gueunntis qui se déversent dans Oved Meskiana via Oved El-Mglah. Ils
sont encerclés par Djebel Chettaia a I'Ouest, Djebel Taftennt au Nord, Djebel Tadelist et
Djebel Tadinart au Suod, alors qu'a I'Est ils s'omvrent sur la plaing de Dhalaa. (NEDJAH,
2003, BOUCTHEKEUR, 2005),.

10. La plzaine de Remila ¢t la Garaet de Timerganine ;

Durant les périodes de grandes intempéries, se forme un grand nombre de mares
temporaires de superficies plus ou moins importanies dans toute la plaine de Remila (Wilaya
de Khenchela), habituellement utilisée pour une culture céréaliére trés importante. Cette

=_==—————————"
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région’ a €té occupée durant les années 2002-2005 par Ia société algérienne SONATRACH
pour une prospection de recherche de pétrole. (SAHEB. 2003). Le débordement de I'ean
d"Oued Boulefreiss et son rassemblement dans une dépression naturelle crée une zone humide
connue sous le nom de Garaet Timerganine qui occupe une superficie totale de 250ha,
(MOUSSA H ét al., 2008, 2009). Elle constitue le site humide le plis diversifié des hautes
plaines de I'Est de " Algérie. (MAAZIL M-C, 2009).

;\F

|
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Wilaya de Plans d'eau
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Fig.1 : Situation géographique des zones bumides des hautes plaines de I'Est Algérien.
(SEDDIK 8, 2011)

13
Wilaya de “rf

Kheucheta

10 Km Wilnya de Tébess

L

[1L Description de Garaet Annk Djamel (notre site d*étude) :

Administrativement, le site dépend de la wilaya d’0Oum EI Bounaghi. de la daira d’Ain
fakroune et de la commune de Boughrara Saoudi, il avoising Garaet Gellif. Le site st situé 8
5 kilométres du village de Boughrara Saoudi se trouvant 2 I’aval de Djebel Fedjondj, on y
accéde par la route menant d’Oum El Bouaghi a Khenchela et celle de Boughrara Saoudi, Ce
plan d’ean représente le deuxiéme plan d'eau de la région du point de vue superficie. il est

temporaire, caractérisé par une eau salée, sa mise 4 eau se fait en automne el en hiver hormis

"sr—————— — _____ ________—— _ ___  —  _—— —  _— ___ _—— ]
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ces deux saisons. le plan dean est généralement sec. (DGF, 2004). Cette zone humide est
caractérisée par un réseau hvdrographique trés important dont ses principaux affluents sont
Oued Tallizerdine et Oued berrou. L avifaune agnatique qui fidquente le site est caractérisée
par la présence du flamant rose (Phoenicopterus roseus), des grues cendrées (Grus grus) et
quelques espéces de la famille des Anatidés. La Garaet Annk Djemel est classée en 2004
comme zone humide d’importance internationale du fait qu'elle renferme le | % de la
population méditerranéenne de deux espéces en I'occurrence le flamant rose et le tadorne de
belon. (MAAZI M-C. 2009).

Sétendant sur une superficie de 18 140 hectares, ¢’est un Chott comprenant en son miliey
une sebkha représentée par un plan d'eau salé occupant 5 % de la superficie totale du site, le
plan d’eau (sebkha) est cemé par un encroiitement de sel tres importam limité par une prairie
(Chott) 4 base de salicornes, d’armoise et d*Atriplex. (DGF, 2004).

1. Coordonnées géographigues «

La Garaet Annk Djemel est située an Nord- est Algérien, 2 une latitude : 35°47'00°" Nord,
une longitude ; 06° 51°00°* Est ; une altitude minimale de 830m et d°une altitude maximale
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Fig.2 : localisation générale du Garaet Annk Djemel. (Google earth),
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2. Caractéristigues physiques :
a, Géologie et Géomorphologie :

Le site est constitué essentiellement d’argiles et de conglomérats rouges avec a la base
des calcaires lacostres et des mames, avec la présence de crofifes calcaires massives et de
terres arables, de limons anciens et d'un quaternaire indéterminé dont la présence est

importante tout autour de 14 zone. (DGF, 2004).
b. Hydrologie

Un chevelu hydrographique d'ordre trés important, primaire d’un bassin versant de
15.200 ha, sans affluents, draine les eaux pluviales et de crues du nord-est de Diebel El Tarf,
"Ouest de Sidi R'ghiss, Djebels Touzaline, Yeddou et Oum Kechirid. Deux oueds iniportants
temporaires, Oued Berrou et Oued Tallizerdine, alimentent également le site lors de |a saison
pluvieuse, Saisonnier, sa mise en ean se fait au cours de I'automne et de Ihiver. Horimis les
années exceptionnellement pluvieuses, Te plan d’eau atteint rarement son plus haut niveau.
Les entrées d’eaux dépendent des Facteurs climatiques qui ont un fmpact direct sur les régimes
des cours d'eaux qui alimentent le site, La mise a seo de la zone est due principalemient au
phénomene d’évaporation qui, dis le mois d'Avril, devient trés important Le site serf
d’épandage des crues, ef de lieu de récupération des sédiments. Le paturage bovin et ovin est
une activité & fort taux de rendement. Du point de vue gualité, les eaux salées sont issies des

pluies et de sources salées qui tarissent en été. (DGF, 2004).
¢. Types de sol:

("es sont des sols de sebkhgs entourés de sols salés anciens ainei que de farmatinns
dumaires. (SEDDIK S, 2011),

d. Profondeur fluctuation ef permanence des eaux:

Le site, pen profond, environ | meétre, s’asséche entiérement durant ia saison estivale,
Parrivée d’eau diminue avec Parrivde des grandes chaleurs ef le niveau détiage est

fiéquemment atteint. (DGF, 2004).
3. Efude Climatique :

Parce qu'il change constamment et parce qu'il peut apporter embelliec comme misére, le
temps a toujours préoccupé Ihomme. Sous la forme de pluie, de gréle ou de neige, 1'eau

T e —
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constitue un élément essentiel des phénoménes météorologiques. Bien sir, le vent, Ies

variations de température et de la pression de I'air agissant également sur les conditions
atmosphétiques. (MARK N, 2000). Le climat est un facteur important dans la vie et

I"évolution. d’un €cosystéme. En effet deux factenrs en 'occurrence la température et la

pluviométrie soni prépondérants pour le développement de la végétation d’une part et les

réserves hydriques du milieu d’une autre part d on la nécessité de faire le point sur ces deux

factenrs.

Le climat est sans doute le facieur du miliea le plus important qui influe d°une maniére
directe sur les populations animales. (THOMAS G, 1976).

3.1. Dennées météorologiques de la station d’Oum El-Bouaghi (1991-2010),

Tableanl : Données météorologiques de ia station d'Oum El-Bouaghi (1991-2010).
(SADDIK 8, 2011)-

Parameétres Moyeune Movenie
Température movene T menstelle des | mensuelle des
mepsuelle Freecpitariah fyenny températures | TeImperanes
ey tensuglle (mm) ) ‘ 9
\ Y} masimales minimales
Mois (%C] (*C)
Tamvier 431 24 (.28 185
Ferider 33y 41 6 6§ 103 '
Mars ¢ 3 143 13
Avril 1341 17 1987 1033
Mai 1638 3 HM 1581
Jui 78 14 il k) 1831
Tullea R | 2] 34
Aot N 0 3 246
Seprambre NEH 12 3076 482
(ctobre 1§ 66 3 M55 055
Navembhre np 43 115 is
Decembye 69] . 437 207
Precipitation aunuelle e mm 4 o

3.2. Température :

La température moyenne annuelle est de 20.12°C, le mois le plus froid est le mois de:
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Décembre avee 2.07°C et le mois le plus chaud est représenté par le mois d’Aoiit avec une

température de I"ordre de 38.17°C.
3.3. La pluviométrie :

L'origineg des pluies en Algérie est plutét orographique. En effet la hanteur
pluviométrique est done déterminée par la direction des axes montagneux par rapport 4 la mer
et aux venis humides, Les pI_uieﬁs ont tendance & diminuer vers le Sud au fur et 3 mesure que
les vents humides s"épuisent. Cetie derniére est typigue au climat méditerranden est présente
un minimom en €té et un maximum en hiver. Les précipitations annuelles avoisinent les
359,85 mm. (MAAZI M-C. 2009)

3.4, Synthése climatique !
3.4.1. Diagramme smbrothermique de Bagnouls et Gaussen

En se¢ basant sur les donndes météorologiques récolides sur dix neuf anndes
consécutives (1991-2010) de la station d'Oum El-Bouaghi (Tab.1), le fracé du graphique (le
diagramme pluviothermique) selen la méthode de Bagnouls er Gaussen nous permet de

caleuler la durée de la saison séche, en portant la pluviomstrie moyenne annuelle et la
température sur deux axes ol le premier est pris & une échelle double du second. (Fig.3).

T°C —-a— T5C — ¢ Fenmim ¥ o)
A= r 79
Al /;L &0
b ,L-.____ ™ = /d N
e . F L ’
10 # T & 4 A
g = I'ﬂ wiile - o
15 b i L 30
d ;
ll] ™ "‘_—= = - a 10
L
. [}
= 4 30
=
il | I ] 1 | 1 1 ]
13 ] [ L 1 i i
J F LY | EY A J J X S O N D
ATnic

Fig.3: Diagramme ombrothermique de la région d'Oum El-Bouaghi (1991-2010).
(SEDDIK 8, 2011).
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La saison séche apparait lorsque la courbe des précipitations rencantre et passe sous celle
des temperatures. (BAGNOULS et GAUSSEN, 1957, FUSTEC E et LEFEUVRE J.C, 2000).
Ceci fait ressoriir une période séche qui s*étale sur six mois allant du mois de mai jusqu’au

mois de Novembre,
3.4.2. Quotient ombrothermique d'Emberger :

Sous un autre angle, les mémes données météorologiques donnent d’aprés la méthode
d’Emberger (Emberger 1955). un quotient ombrothermique équivalent 3 36.93 (Q2=36.93), A
la lumiére de ces données, la région d’Oum El-Bouaghi prend une place dans le
climatogramme d°Emberger dans 1"étage bioclimatique # végétation semi-aride 4 aride a hiver
troid. (SEDDIK S. 2011).

Littéralement le quotient ombrothermique s”écrit de la fagon suivante :

Q. 1000P
LM - nﬂ (M- m)
2 ]

P = Précipitation annuelle moyenne (mm) :
M = Tempétatures maximales du mois le plus chaud (°K) ,

m = Températures minimales du mois ¢ plus froid (“K).
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Fig.4 : Situation de la région d’Oum El-Bouaghi dans le climatogrammie d’Emberger.
(SEDDIK 8. 2011).

Donc si nous nous référerions a ce climat d’Oum-El-Bouaghi nous pouvons dire que le
climat de Garaet Annk Djemel est un climat continental faisant partie de I’étage bioclimatique
semi-aride 4 hiver froid et 4 €té chaud et sec. caractérisé par "irrégularité des précipitations.

Lesvents dominants sont de Sud-ouesi, Ouesi & Nord-Quest.
4, Caractérisfiques écologigues :

Cest un habitat représenté par un encrofitement de sel occupant une superficie importante,
situé au milien de la garaet, le plan d’eau se rétrécit suite aux grandes chaleurs estivales. On
trouve également une prairie (Chott) a armoises, salicornes et Atriplex et des herbacées
apprécices par le bétail qui pature ici & longueur d’année. (DGF, 2004).

10
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5. Cadre Faunistique et Floristigue :
% Flore remargquable :

L7environnement du site présente une végétation trés pauvre, on ne rencontre gue des
gspeces supportant un taux élevé du sel telles que les Afriplex et le Tamarix consommés par
Tes bovins. (DGE. 2004,

< Faune remarquable :

En I'absence d'un inventaite exhaustif les mammiféres sont représentés par Vulpes
vulpes, Canis aureus, Lepus eapensis et Rattus raitus, les amphibiens par Bufo Mauritanica &t
Bufo Viridis, les reptiles par Acanthodacthlus, Ewys Orbicularis et les mvertébrés par
Daphnta sp., Artémia sp., ¢t FHélix Pyramidata, En janvier 2003, durant les recenseiments
hivernaux annuels, le site en raison d'inondations trés importantes n'a po faire |'cbjet
d’observations suite auwx difficuliés d’accés relatives aux précipitations pluviales. Bien plus
étudiée, I"avifaune esi représentée en 2004 par des Flamants foses (Phoenicopreurs ruber
roseus) et Tadome de belon (Tadorna tadorna). (DGF, 2004).

6. Valeurs sociales :

Lintérér que semble avoir Je site réside dans I’extraction du sel gemme par la population
riveraine. Le braconnage est pratiqué en dépit de la fermeture officiclle de la chasse depuis

plus de [2 ans.
7. O¢cupation actuelle des sols :

La popnlation qn habite mm willage appelé "village samahste agricale" apaimillée. s

T"ensemble du bassin versant, active dans I"agriculture et I'élevage.
o Facteurs défavorables affectant les caractéristiques écologiques du sife
L érosion due 4 la lithologie de la zone, aux pluies torrentielles et & I"absence du couvert

végéral est un danger potentie] qui se rajoute au surpdturage, ot 1'activité agropastorale est
omniprésente, (DGE, 2004).

9. Mesures de conservation proposées mais pas encore appliguées :

est un site qui abrite souvent un nombre assez important de Tadome de Belon (Tadorna
tadorna) er de Flamant rose (Phoenicoprirus roseus) qui ne le quitteni généralement que

R R R R ——————
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lorsqu’il atfeint son mivean d’étiage. Il mériterait d’étre classé en réserve naturelle

ornithologique et bénéficier ainsi de fait d’un budget de 'Etat permettant sa gestion durable.

h Son c¢lassement sur la liste Ramsar permettra certainemem 'y prévoir des mesures deé
l conservation plus spécifiques. (DGF, 2004).

12
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1, Choix des stations et Prélévements:
L1, Choix des stations :

Le choix des stations de prélévement était conditionmé par Jour: proximité % 1 roiite
(facilité d*accés).

Echelle : 1/25000000

B C

Fig.5 : Localisation des points de prélévement : A i(source. Google earth), B: station 1 ;
C : station 2 (photos prises par nous-mémes).
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1.2. Les préldvements :

Les préléevements etaient rédlisés sur une période de deux mois (ni mars, mi avril): le

rythme d’échantillonnage était d°un prélévement par mois,

Au niveau de chaque station un prélévement deau a & effectué pour Ianalyse
bactériologique et physico -chimique. Les mesures de la température et du pH ont &t¢é fiifes
sur le site et au laboratoire, puis nous les avons comparés. Les échantillons d'eaux doivem
étre prélevés dans des flacons en verres munis de bouchons & vise borosilicaté stérilisés &
T"autoclave (20 minutes & 180°C) et dans des flacons en matiére plastique 4 usage unique
pour I'analyse physico-chimique. L ¢chantillon doit éfre homogéne, représentatif et obtenu
sans modifier les caractéristiques physico-chimiques de 1'eau (gaz dissous, maiiéres en

suspension, etc.),

L'échantillon destiné & l'analyse bactériologique doit étre prélevé dans des conditions
d'asepsie rigoureuse et doit éire le plus représentatif possible du milieu dou il provient. Le
flacon débonché et mmergé complétement 4 une profondeur de 30 cm en position oblique
renversée en le tenant par le fond : il est alors refoune jusqud ce que l'ouverture soit
légérement plus haute que le fond et dirigée dans le sens contraire du courant. Aprés le

prélevement, les flacons doiveni étre soigneusement rebouchés.

11 est essentiel que les échantillons soient clairement éﬁquet'é,s immédiatement apiés les

prélevements et que les étiquétes soient lisibles et non détachables.

Les échantillons sont transportés dans une caisse iso-thermique [glaciére] (4-6 °C) jusqu'a
leur arrivée au laboratoire. La teneur des échantillons en coliformes se modifie entre le
papien duprdlevend of colui du Tesanen. 11 est impariang done de pracdder A Uanalyss le

plugtopldenment poasible, do préforence ditw |'houre suivante ¢f en sucun cas aprés 24 hewes.
2, Echantillarinage :
@8 Caraetéristique des points de prélevement :

Pour mieux évaluer la qualité baciériologique et physicochimique de I'ean de la garaet
Amnk Djemel, nous avons choisi deux points de prélévements (stations) (S1 et §2)
détaillés(es) dans le tableau 2. Ces denx points se trouvant dans déux parties différentes du
lac. Dong notre choix est dans le but de déterminer I'influence de ceite distance par une

comparaison des résnliats des analyses effectuées.
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La totalité¢ de nes analyses bactériologiques et physico-chimigues ont été réalisés au miveau
des laboratoires de 1" Algérienng des eaux (ADE).

‘Tableaun 2 : Caraciéristiques des points de prélévements

‘Stations période Date Heure Caractéristiques
Mars 17/03712 | 12: 03 X :3546023 ; Y : 652592 1 Z:42
51 Avril 21/04/12 | 13: 00
Mars 17/03/12 | 12: 40 X : 3546141 ;Y - 00652657 . Z : 4.6
S Avril | 21/04/12 |12 : 26

3. Les Analyses physico-chimiques
Les substances présentes dans ['eau peuvent éire classées selon deux modes différentes ;

% Suivant Jeur nature chimique : organique ou minérale ;
< Suivant leur état physique : matiéres dissoutes, collaides nu en suspension.

Ces distinetions sont arbitraires dans la mesare o, d’une part ane substance peut se frouver
soit 4 I'état dissous, soit en suspension selon les conditions du miliew, et d’autre part eau est
le siége de phénoméenes de dégradation biologique qui peuvent transformer des subsiances

organiques en substances minérales.

De nombrepses reactions (chimiques, physiques ou biologigues) peuvent se produire au
sein d’un échantillon desting 4 I'analyse, modifiant sensiblement les concentrations de
certame éléments, Pour cela. 4 chague préléverment d'échonrillons, des mesurcs in situ sont
elfectuées alin de déterminer certaines caractéristiques de Tenvironmement des prélévements
comme la température, le pH, la conductivité, etc. Ces paramétres sont trés sensibles aux
conditions du milieuw, ils peuvent disparaitre ou se modifier au cours du stockage et transport

de ['échantillon au labarstoire.

15
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3.1. Paraméfres physiques :
3.1.1. La température ;

Il est trés important de connaitre la température de 1'gau avec une bonne précision. En
effet, celle-ci joue un rdle dans la solubilité des sels et surtout des gaz, dans la dissociation des
sels dissous dong de la conductivité électrique dans la détermination du pH.

Nous avons mesuré ce paramétre 4 1'aide du multiparaméire de marque « Eco scan con 5 ».
L unité est exprimée en °C.
3.1.2. La conduciivité :

La conductivité est la propriété que posséde ume eau de favoriser le passage d’un
courant électrique Elle est due 3 1s présence dans le milien d’ions qui sont mobilés dans un
champ electrigue (elle dépend de la nature de ces ions dissous et de leurs concentrations).

Nous avons mesuré ce parameétre & aide du multiparaméire de marque «Eco scan con

5 »L unité est exprimée en (ps/cm).
3.1.3. La turbidité :
La tarbidité mesure la quantilé de matiére en suspension 4 I'origing d’un trouble.

A ["aide d’un turbidimstre de marque « Hach 2100 N ». nous avons effectué la mesure aussi
rapidement que possible aprés prélévement. L'unité est en NTU (nephelometric turbidity
umit).

314 Les matitres go suspensivns (MES) ;

La matiére en suspension représente I'un des paramétres globaux de pollution les plus
facilement perceptible mais 1"un des plus difficilement mesurables en continu. En fonction de
la taille des particules, on distingue les matiéres grossiéres ou décantables (diamétre supérieur
2 100um) et les marieres en suspension.

Nous avons utilisé la méthode volumétrique; et déterminé par pesée différentielle (voir annexe

2), et les résultats sont exprimés en mg/l.
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3.2, Paramétres chimigues :
3.2.1. Mesure de pH :

La valeur du pH permet de déterminer ['acidité, la neutralité ou la basicité de I'cau,

antrement dit la concentration en ions hydrogénes.

NB : Nous avons répris ces mesures ay laboratoire qvec un pH méire «MP 220 pour s'en

assurer des résultats afin d éviter le risque d'ervenr.
3.2.2. Le dosage de calcium :

Le calcium est un métal alcalino-terreux extrémement répandn dans la nature. Clest le
cation le pius commun trouvé dans les eaux de surfaces, 1 dépend principalement de la
géologie du sol, en particulier lorsqu’il y a des dépéts de carbonates ou de gypse présents,

(Voir I'annexe 2). Les résultats sont exprimss en mg/],
3.2.3. Le chlovure ¢ ;

Les chlorures existent dans toutes les eaux a des concentrations variables. Une forte

fluctuation des chlorures dans le lemps peut éire considérée comme indice de pollution.

Nous avons utilisé une méthode qui consiste 4 doser les chlorures en milien neutre par une
solution titrée de nitrates d’argent en présence de chromate de potassium. La fin de la réaction
est indiquee par I'apparition de la teinte rouge. Les résultats sont exprimés en mg/L (Voir

annexe 2).
3.2.4. Le nifrate :

Les nitrates constituent le stade final de I"oxydarion de I'azote &t ils se trouvent
naturellement dans les eaux de surfaces et aussi dans les eaux souterraines. leurs
concentrations dans les eaux naturelles ne dépassent pas 10 mg/l pour une eau non poltuée en
nitrate (selon la norme OMS). Associés au phosphore les nitrates entrainent des effets néfastes

sur 1"écosystéme en modifiant la physionomie de certaines espéces végétales.

Dans les eaux douces, ils participent aux phénoménes de prolifération d’algus microscopiques
(entrophisation). La méthode utilisée est spectrophotométrique (coloriméirique) 4 I"aide d’un
spectrophotometre « DR 2500 5 & une longueur d’onde =4 15 mn (Afmor, Nfon ISO 13395).
Les résultats sont exprimés en mg/L (Annexe 2).

h
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3.2.5, Le nitrite:

Les mitrites constituent une étape importante dans la métabolisation des ‘composés
azotés, ils s"mseérent dans le cycle de I'azote enfre "ammonium et les nitrates, leur présence
dans 1"eau est souvent due; soit a 'oxydation bactérienne de I"ammoninm. seit a la réduction
des nitrates, ils ne présente ainsi qunn stade intermédiaire et sont facilement oxydés en
nitrates, leur présence dans les eaux potables est faible ( norme de 'OMS : NO»<0, Img/I),

Le nitrite est toxigne a une quantité élevée dans I'eaw. Il indique la présence possible d’autres
polluarits p'lus sérieux tels que les bactéries (wifrobacter) ou les pesticides.

La méthode d’analyse utilisée est par spectrophotométre « DR 2500 » 4 une longuewr donde
de 543 nm (Afnor, NF en ISO 13395). Les résultats sont exprimés en mg/l. (Annexe 2),

3.2,6. L'ammonium ;

L’azote ammoniacal ou {(NH,) provient de la dégradation des protéines-animales (cycle
d’azote), la principale source d'ammoniaque est anthropique. Les effluents domestiques
(urée) repreésentent la plus importante source de pollution. L’azote pew aussi provenit de
ruissellements urbains, de agriculture (engrais) ou de [Dindustrie (pharmaceutique,
alimentaire; pate & papier. textile ...).

La methode d’analyse utilisée est par spectrophoromeire « DR 2500 » 4 une longueur d’onde
de 655 nm (Afiror, NF en [SO 13395), Les résultats sont exprimés en mg/l. (Voir annexe 2).

3.2.7. Le magnésium :

Le magnésiam constitue nn élément majeur dans la dureté de I'eaw, il est présent sous
forme de carbonates ou de bicarbonates. 11 se préte facilement aux techniques habituelles de
I'analyse hydrologique. (Annexe 2),Les résultats sont exprimés en mg/L

3.2.8. Le sulfate:

Les 1ons sulfales sonl ces ions qui donnent le gout amer a I'eau ; ils sont précipités er
peses z 'état de sulfate de baryam.
La méthode d analyse utilisée est par spectrophotométre « DDR2500'» 4 la longueur d’onde
de 420 nm (Afnor, NF en ISO 13395). Les résultats sont exprimés en mg/l.
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3.3, Les autres parametres ;
3.3.1. Oxygéne dissout :

La dissolution d'oxygéne dépend de la pression atmosphérique et de la pression
interstitielle de I'eau. Les eaux non saturées en oxygéne font preuve d'une mauvaise odeur
c’est le cas par exemple d'eau des égouts. Nous avons mesuré ce paraméire a Paide de
multiparametie de marque « Hanna Hi 9812-5 ».L'unité est em pourcent (%) ou én

milligramme par litre (mg/).
3.3.2. Tauz de sels dissouts(TDS) ;

La quantité des sels minéraux dissous mfluence la conductivité, la mesure qui permet

de détermimer la quantité totale des sels minéraux dissous dans ['ean est appelée le TDS.
Les résultats sont exprimés en mg/l. (Voir annexe 2).
3.3.3. Le résidu sec :

Le résidu sec correspond au poids de la totalité des matiéres dissoutes par litre d’ean.
Une certaine quantité d’san bien mélangée est évaporée dans un bécher taré de résidu
desséche et ensuite pesé. La methode est volumeétrique ; les résultats sont exprimés en mg/l.

(Voir annexe 2).
3.3.4. La dureté totale ;

Les alcalino-terreux présents dans I’eau sont anionisés a former un complexe du type
chélution par le sel di-sodique de I'acide éthylénc-diaminctétracétique a pIt 10, la disparition
des derniéres traces d’cléments Ilibres & doser est décelée par le virage d'un indicatcur

specifique. Elle est aussi-appelée titre hydrométrique (TH),

En milien convenablement tamponné pour empécher la précipitation du m‘a'_gn_t—’:‘sium la
methode permet de doser la somme des ions calcium et magnésium. Les résnltats sont

exprimés en (°F). (Voir annexe 2).
3.3.5. Alealinité (TA, TAC)

A TMinverse de 1'acidite, 1"alcalinité d™une ean correspond 4 la présence de bases ot de
sels d’acides faibles. Dans les eaux naturelles, 'alcalinité résulte Te plus généralement 4 la

présence d'hydrogénocarbonates, carbonates et hydroxydes. La silice ionique peut aussi

= e ————
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interférer notamment lorsque le pH est supérienr'a 8.5. On distingue comme pour la mesure
de Iacidité, deux fitres qui sont le titre alcalimétrique ou titre alcalimétrique simple (TA) et Ie
titre alcalimétrique complet (TAC). L unité utilisée est le degré frangais (151 = 10 mg),

Ces déterminations sont basées sur la neutralisation d'un cerrain volume d’eau par un acide

mingral dilué, en présence d’un indicateur coloré, (Voir annexe 2).
3.3.6. Les hydrogénocarbonates :

Les carbonates rotaux dissous dans les eaux sont liés par des équilibres acide-base a

IPacide carbonique, Aux pH des eaux naturelles (entre 7 et 8) les carbonates sont sous formes

HCO5 (ion bicarbonate ou hydrogénocarbonate) principalement avec des traces d'acide
carbonigue (ou de dioxyde carbone) et d'ion carbonate (notamment guand le pH est supérieur
4 83 — 84). Le dosage des carbonates totauwx peut éire réalisé trés simplemem par la
détermination de I"alcalinité et plus précisément des titres TA st TAC, (Voir annexe 2).

3.3.7. La matiére organique :

La matiére organique est une composante ubiquisie ‘des milieux aquatiques naturels.
Elle est constituée d’un vaste ensemble de composés complexes et hétérogénes. La méthode

est volumétrigne. Les résultats sont exprimés en mg/}. (Vair annexe 2),
4, Les Analyse bactériologigues :

Actuellement, le contréle bactériologique de 'sau est basé sur la technigne ‘de filtration sur
memihrane. Le travail a été limité sur la recherche sélective de certaines bactéries an défriment

d'autres selon la disponibilité de milieux de cultures et de reactifs.

Nous avons effeciué pendant notre travail un dénombrement systématique des germes

indicateurs qui soni *

© Les germes totaux (la flore rotale) ;
Les coliformes (totaux) :
Les califormes thermotolérants (5 coll);

Les streptocoques fécaux ;

2 ¢ @ ©

Lés clostridium sulfito-réducteurs.
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L’étude de la variation de la population bactérienne globale, la recherche des bactéries
dorigine fécale et de bactéries pathogénes sont les irois grandes lignes des analyses

bactériologiques des eaux.

Compte tenu des matériels disponibles 2 PADE, nous avons suivi les mémes techniques qu’ils
ufilisent c'est-a-dive la méthode de filtvation sur membrane (sauf pour les GT et les ASR) pour
redliser notre travail,

4.1. Technique utilisée

»  La filtration sur memhrane ¢

a. Principe de la filtration sur membrane:

Cette technique consiste & filtrer sur des membranes, montées dans un appareil A
filtration une quantité d’eau brute (ou diluée), puis appliquer ces membranes sw des milieux
coulés en boites de pétri,

Apres incubation, les colonies développées seront dénombrées ef éventuellement prélevées
pour étre identifices.
b. Velumes d’eau a filtrer :

L'exactitode et la facilité des dénombrements de colonies bacitérienmes sur les
membrangs aprés incubation sont étroitement lices a la quantité d’ean filirde sur ces
membranes. Nous avons filtré un volume de 50 ml de chague échantillon d’eau.

NB : Avan! de connmencer nous avons dilué nos échantilions d'eau de ces deux différentes

stations & cause de la turbidité de ces eaux (dilutions 1/10 et 1°100). Done rots nos troavons

aviee e solution méve et dewx solulions filles pour chague station.
¢. Matériel de filiration :
L appareil utilisé est un appareil 4 filiration (appareil millipore) gui comprend

Une tampe de filtration sous vide avec trois supports de filtration, qui sont quipés d’un
systéme de verrowllage des entonnoirs (irois entonnoirs). Des entonnoirs en aluminium de

100 ml yiennent s’adapter sur les supports de filtration.
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d. Mode opératoire ;
= TFiltration de I'eau &t mise én culture ¢

Avan! chaque usage on doit flamber les supports pendant 3s (cé que nous avons fait)
c'est-a-dire stérilisé les supports, les entonnoirs respectivement. (3min avant). (Fig.7).

NB : [l we faur jamais stériliser les entonnairs avant les supports car cela risque de
contaminer les membranes afin de contaminer les éventuelles colonies ef done de fansser les

résultals,
s Milieux gue nous avons ufilisés pour le dénombrement ;

La gélose TGEA. la gélose TTC tergitol. la gélose BEA, la gélose Slanetz et
Bartley, le milien Schubent indole avec cloche de Durham, Ja gélose nutritive ei le milien
Chapman.

RAMPE DE FILTRATION

Entonnoir

— = ] Nl AT
— Membrane poreuse

Recipient

Fig.6, Schéma d*une rampe de filtration.
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\

Stériliser i’ entonnmr\\

Stérilisation des supports et des enfonnoirs,

Refreidiy Pentonnokr Déposer an filive de 0,45 pm de
diamétre sur lamembrane poreuse.

Refroidissement de Pentonnoir et dépdf de la membrane poreuse sur le support.

Remplir l'en_tﬂnm? Remettre Iz converele pour certaings rampes.

Remplissage de I'entonneir et la remise du couvercle.

Fig.7. Les différentes étapes 4 snivre avant de commencer "opération.
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Tableau.3. Avantages er incanvénients de la technique de filfration sur membrane et Ia
méthode en tubes :

Méthode par filiration Méthnde en tubes
Facteur temps: Rapide Fiable
Avantage Ecomomigoé Eau cliarpée
Espace Etuve— Sensible
Exactitude des résultats
Inconvénients Investissemant de départ Algataire
cofiteir

4.2, Détermination des germes fofaux (GT) :

1 s'agit d'une technique de numération des microgrganismes aprés ncorporation de

volumes détermings d’échantillon ou de ces dilutions dans un miliew gélosé.

Les germes totaux sont un ensemble des micro-organismes capables de se multiplier en
aérobiose 4 des températures optimales de croissance 3 37°C a1 22°C pendant 72h afin de
cibler a la fois les micro-organismes & tendance psychotropes er ceux franchement

mésophiles.

Bien que la présence en grande quantité de bactéries revivifiables ou la microflore totale
agrobie mésophile n’ait. a priori, aucune valeur indicative, leur dénombrement dans les
conditions doit étre regulibrement effectué car wne Svolution importante, peut étre

représentative d'nn apport contaminant (matigres nrpaniqnes par axempla)
% Mode Opératoire:

A partir de I'eaun 4 analyser (SM). porter aseptiquement 1 ml en double dans deux hoites
de Pémri vides, numérotées et préparées & cet usage comme I'indique le schéma (Fig.8).
Compléter ensuite (ensemencement par incorporation) avee environ 19 mil de gélose TGEA
fondue puis refroidie 2 44 + 2°C. Faire ensuite des mouvements circulaires et de va-et-vient
en forme de « 8 » pour permeitre 4 [Minoculum de se mélanger 4 la gélose, sur une surface
fraiche et horizontale et les laisser se refroidir. Les boites seront partagées en deux

series distinctes |
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+ [ncubation ¢

@8 La premiére série sera incubée 3 22 = 2°C pendant 68 = 4 heures,
&# La seconde série sera incubée 2 36 = 2°C. pendant 72 heures.
% Lecture:

Les colonies de microorganismes revivifiables apparaissent en masse sous formes
lenticulaires et bien distinctes. Retenir les boites contenant moins de 300 colomies. [l faut

qu’une hoite renferme au moins 15 colonies,
% Interprétation :

Caleuler Ia valenr du aombre N de microorganismes tevivifiables 4 22 + 2°C a part et
celle du nombre N de microorganismes revivifiables 4 37 = 2°C a part, en tant que moyenne

28

1. 1xd

pondérée, a l"aide de I'équation suivante : N =

L ¢ 1 est la somme des colonies dénombrées sur denx boites de dilutions successives retenues.
d : est le taux de dilution correspondart A Ia premiere dilution.

Arrondir les résultats calculés & deux chiffres significatifs aprés la  virgule
Le reésultat final de microorganismes revivifiables dénombrés a 22°C et & 37°C par ml d’eau
est noté par un nomhre compris entre 1,0 et 9.9 multiplié par 10" ot x est la puissance

appropriee de 10.
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S Laisser salidifier sur paillasse puis incuber 3 - A

—
SE X 2°C. 44 F 4 heures

Fig,8 : Dénombrement des micro-organismes revivifiables 2 22 et 2 37°C dans les éaux.

4.3. Dénombrement des indicateurs de contamination fécale (coliformes totaux,
thermotolérants et streptocoques fécaux) par la méthode de filtration sur membrane :

4.3.1. Coliformes fotanx et thermotolérants ;
= Deéfinition :

Dans cette famille des entérobactéries, certains forment le groupe des coliformes, qui

ont les propriétés suivantes :

¥ Ce sont des bacilles 4 Gram négatif. non sporulés, oxydase «-», aérobies ou
anacrobies facultatifs ;

v Tls peavent se développer en présence de sels biliaires ou d’antre agents de
surface équvalents ;

v Tis fermentent le lactose avec production d'acide et de gaz en 48 heures 4 une
fempérature de 35 2 37°C (£0.5°C).

. — 3
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Les coliformes thermotolérants onl les méme propriéiés que ies coliformes mais a

incubation a 44°C.

Les Escherichia Coli sont des coliformes thermotolérants ayant la particularité de
produire de I'indole & partir du tryptophane présent dans le milieu & 42°C £2.

= Test présompfil sur gélose lactosée an TTC et au tergitol

Pour ce dénombrement nous avons vtilisé la méthode d’essaie standard.

Tout d'abord, il faudrait stédliser U'entonnoir gradué en acier inoxydsble ainsi que la
membrane poreuse & I'aide d’un bec bunsen. Les refroidir tour de suite aprés, avec 1'éau &
analyser si on en dispose en quantité suffisante ou bien avec de 1'ean distillée stérile. Metire
en place de fagon asepiique une membrane de porosité nominale de 0,45 o entre la membrane
poreuse et Pentonnoir 4 Paide dune pince stérile. Fixer ce dispositif avec s pince
correspondante. Déposer ensuite aseptiquement 50ml d*ean 4 analyser. devant un bec bunsen.
Actionner ensuite la pompe a vide pour absorber 1'eau a travers la meémbrane. Retirer
Pentonnoir puis transférer immeédiatement et aseptiquement la membrane 4 Iaide d*une pince
a bouts arrondis stérile, sur la surface d'une plaque de gélose TTC préalablement préparée.
Cetie derniére sera incubgée convercle en bas a 36 = 2°C pendant 21 = 3 heures voir 44 + 4
heures ef servira 4 Ia recherche des bactéries coliformes, suivie de I'identification biochimique
des Escherichia coli.
@ Lecture;

Apres la période d'incubation spécifi¢e, dénombrer les colonies caractéristiques qui se

présentent sous forme de petites colonies lisses légérement bombées 4 contowrs réguliers et

pigmentés en jaune orangé ou en jaune (lactose positives). Repiquer de fagon aléatoire's 4 10

colonies a des fins de coafirmation basée sur le test 3 oxydase d"une part et la production

d’indole d’autre part.

= Tests confirmatif : Ensemencement du milieu « milien de Schubert avee cloche de
Durham » (recherche de coliformes thermotolérants (E. coli)) ;

La confirmation de la présence de coliformes est réalisée @ partir des colonies jaungs
ou orangées, sur un milieu plus spécifique: milieu de Schubert. L'incubation 4 44°C pendant
24h.
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v' A partir des colonies (couleur jaunes on oranges) nous prélevons a I'aide
d’anse de platine stérile quelques colonies et nous les ensemengons &
nouveau dans le milieu Schubert (en série de 4 tubes). Puis incubation a
44°C pendant 24 heures.

v Aprés incubation & 44°C pendant 24 heuves, les rubes ayant appari un
anneau rouge aprés l'ajout de réactifs Kowacs, avec production de gaz, sont
considérés positifs (indole positif):

Puis exprimer leur nombre par 100m! d'eau analysée sclon ['équation mathématique
suivante :

as —<C
O :
b : nombre de colonies caractéristiques présumées dans la boite.

A : nombre de colonies repiquées.

C : nombre total de colonies tronvées dans la boite.
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Fig.9 : Recherche et dénombrement des coliformes totaux et thermotolérants,
4.3.2. Dénembrement des streprocoques fécaux s

Les Streptocoques fécaux ou Streptocoques du groupe I ne possédent pas de catalase

mais possédent I'antigéne du groupe D. [ls sont capables de se développer en 24 4 48 heures a

37°C sur un milieu sélectif & I'azoture de sodium en donnant des coloniés caractéristiques

hydrolysent ’esculine en 2 heures & 44°C aprés repiquage d*une colonie sur une gélose bilide
a Uesculine gélose (BEA).
* Mode opératvire :

La recherche des entérocoques infestinaux ou Streptoceques du groupe « D » par filiration sur
membrane nécessite une préparation au préalable, qui se déroule comme suit (Fig.10) :

=i — - = ———————
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Tout d'abord, il faudrait stériliser I'entonnoir gradué en acier inoxydable ainsi que la
membrane poreuse 4 I'aide d’un bec bunsen ; les refroidir tout de suite aprés, avec I'eaw &
analyser si on en dispose en quantité suffisante ou bien avec de I'eau distillée stérile.

Mettre en place de fagon aseptique une membrane de porosité nominale de 0,45 y entre la
membrang poreuse ef I'entonnoir a I’aide d'une pince stérile. Fixer ce dispositif avec 1a pince
correspondante,

Déposer ¢nsuite aseptiquement 50 mi d’eau & analyser, (types d’eaux de lac), devant un bec
bunsen.

Actionner ensuite la pompe a vide pour absorber I'ean 4 travers la membrane, Ratirer
entonnoir puis transférer immédiatement et aseptiquement la membrane & 1'aide d"une pince
a bouts arrondis stérile, & la surface d'une plaque de gélose SLANETZ et BARTLEY
préalablement préparée. Cetie derniére sera incubée couvercle en bas a 36 = 2°C pendant 44 +
4 heures.

o Lecture:

Aprés la période d’ mcubation spécifice, les entérocoques intestinaux ou Strepiocoques
du groupe « D » apparaissent sous forme de petites colonies lisses légérement bombées &
contours reéguliers et pigmentées en rouge. marron ou rose. Transférer aseptiquement [a
mémbrane du milieu de Slanetz et Bariley sur une plaque de gélose Bile esculine azoture
(BEA) préchaunffée préalablement 4 44°C. Cette derniére sera incubée & son tour a 44 + 0,5°C
pendant 2 heures. Les colonies caractéristiques prenment alors une coloration noire traduisant
ainsi Ihydrolyse de I'esculine présente dans le milien, Compter le nombre de colonies et le

rapporter & 100ml d’eau 4 analyser.

30


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

s @

=

_—lﬁ——-ﬂ

CHAPITRET MATERIEL ET METHODES

Fittratian de 252 mi d'eau
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ST

etis rapponera 100 ou 250 mi d'sauv a anaivser.

2.
? Compterie nombre de colonies caractérnistiques

Fig.10 : Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux,

4.4 : Recherche et dénombrement des clostridium sulfito-réductenrs et des spores de

hactéries anaérobies sulfitn-réductrices (ASR)

Dans ce test, on utilise la méthode «par incorporation en gélose en tubes profonds »dans
le but de rechercher et dénombrer les spores des bactéries anaérobies sulfito-réductrices et de

clostridium sulfito-réducteurs dans ces equx.
¥ Definition :

On entend par les bactéries anaérobies sulfito-réducirices des bactéries qui se
présentent sous forme de bacilles 4 Gram positif et qui en se développant 3 température de 36
#2°C en 24 4 48 heures en gélose profonde de type gélose Tryptose Sulfite Cyclosérine ou
Tryptose Sulfite Néomycine ou encore gélose Viande-Foie, donnent des colonies
caractéristiques qui sont de conleur hlanche entourées d’une auréole noir, cette derniére est le

e R ————
31


http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

aTERIEL BT EHODES

témoin de la réduction du sulfife de sodium(Na;SO:) qui se trouve dans le milien, en sulfire
qui én présence de Fe donne Fe$ (sulfure de Fer) de couleur noir,

La présence de spores de bactéries ASR dans les eaux, sans flore d’accompagnement,

censtitue genéralement un véritable indice de contamination ancienne:
¥ Maode Opératoire :
A partir de 'eau a analyser :

# Transférer environ 20 ou 25 ml dans un tube stérile. qui sera par la suite sowmis & un
chauffage de Fordre & 75°C pendant 15 minutés, dans le but de détruire toutes les
formes végétatives de bactéries anagrobies sulfito-réductrices éventuellement
présentes. Un autre flacon rempli d”une autre ean servira de témoin de température.
(Fig.11).

e Aprés chauffage, refroidir immédiatement le¢ flacon destiné & I’analyse, sous I'eau de

robinet.

* Répartir ensnite le conteru de ce tube. dans 4 tubes différents ot stériles, & raison de 5

ml par tube.

s Ajouter environ 18 4 20 ml de 'gélose- Viande- Foie, fondus puis refroidie 4 47 +£1°C,
additionnée de leurs additifs spécifiques.

o Mélanger doucement le milien et I'inoculum en évitant d’introduire des bulles d’air et

de I'oxygéne.

» Laisser solidifier sur paillasse pendant 30 minutes environ, puis incuber & 36 +2°C,
pendant 44 +4h. (Fig.11),

¥ Lecturs et interprétation :

La premiére lecture doit absolument éire faite 4 16 heures car irés souvent les spores
des bactéries anaérobies sulfito-réductrices sont envahissantes auquel cas on se trouvera en
face d'un tube complétement moir, la deuxiéme lecture se fera a 24 heures et la troisicme et
derniére a 44 + 4 heures. Dénombrer toute colonie noire de 0.5 mun de diametre, ayant poussé
en masse ef rapporter Jo nombre total des colonies dans les quatre tubes 4 20 m) d’ean a
analyser.

_—————————————
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25 ml d’eau 3 analyser

- Chauffage a 75°C, 15 minuies
Refroidissement brutal sous ['eau de robinet
Repartir 3 raison d& 5 ml par tube dans 4 fubes

%%

Ajouter environ 18 mi de gélose TSC, TSN oy VF fondue puis refroidie 3 47 = 2°C

Laisser so||g1||er QUlS lﬂCUbE!’ SEKJFI protacole

s 3 + 3 i- 2 +
Soit 12 Spores d"ASR dans 20 mi

G[O

Fig.11 : Recherche ei dénombrement des closiridium sulfito-réducteurs.
4.5. Rechérche des germes pathngénes :

Pour chercher et identifier les bactéries de la solution mére (1"échantillon) nous avons
utilisé la méme technique (technique par filtration sur membrane). Nous avons uniguement
cherché les staphylocoques sur milieu Chapmarn.
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% Recherche des staphylocoques i coaguiase positive daps les eaux :

On entend par staphylocoques & coagulase positive, les bactéries qui se présentent sous
forme de cocci 4 Gram positive, sphériques, isolées ou regroupées formanr ginsi des grappes
de raisin. possédant I'enzyme catalase et la coagulase. [ls sont capables de se développer en
24 448 heures 4 36 + 2°C sur un milien sélectif Chapman au mannitol

o Milien Chapman (dégradation de manmnitol) :

C'est un milien selectif pour les bactéries Gram (+) halophiles autrement dit les
st'a‘phylbcoques U MIiCTOCOqUES.
Contient du Na'CL @ 7.5 % qui est inhibiteur pour la plupart des micro-organismes et favorise
la croissance des staphylocogues.

v" Résultar :

Les colonies  mannitol«+»  sont  entourdes d'une ‘auréole  jaune
Le milign Chapman permet seulement une orientation pour I'identification de ['espece
Staphylococcus aureus mais des tests de confirmation sont obligatoires, (Voir tests

complémentaires pour la catalase ¢f la staphylocoagulase (Fig.46 ; 47, annexe 4)).

E 5 - Entonnoir
- :

Membrane O A5 Rampe

| Fiitratian
_ . 3
N I postes

xﬁ:h.
%

Gatose Chaprman au mannitol
Incuier & 36 = 27,20 = 4 h puis 44 = 4 hewes
Disungues: s colonies caracieristiques

CTafalase (Fig-4c Anma) Cozagulase (Fig 47 Anms)

Tig.1Z : Recherche et identification des Staphylocoques pathogénes.
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5. Coloration de Giam ;
La coloration de Gram a pour but de différencier les bactéries Gram positives des bactéries
Gram négatives et aussi d'observer leur morphologie.
La coloration de Gram &"effectue de la maniére saivante :
Verser sur le frottis fixé quelques gouttes de solution de violet de Gentiane.
Laisser agir pendant | minute et laver avec de l'eau.

Verser 1 & 2 gouttes de la solution de lugol. Laisser agir pendant 30 secondes.

Laver avec de l'ean et sécher sur papier filtre.

SRS SRR X

Verser l'alcool 4 95% vol., laisser agir pendant 30 secondes. Rincer avec de I'eau et

sécher sur papier filtre.

<

Verser quelques gouttes de solution de fushine, laisser agir pendant 30 secondes.
¥ Laver avec de l'eau ot sécher sur papier filtre.
v Déposer sur le froftis coloré une goutte dhuile d'immersion, observer au

microscope avec 'objectif 4 immersion en champs clair,
6, Tests d’identifications biochimiques ;

L identification biochimique des bactéries se réalise depuis nombreuses années par les

deux méthodes :
» Galerie classique avec un nombre limité de caractéres ;
» Galeries APT qui sont trés performantes. (Voir annexe 4).

7. Tears d’idenrificarions complémentairey ; (Voir anncxe 4).
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CHLAPUTRIE 1 RESULTATS ET DISCUSSIONS

1. Les analyses Physice-chimiques
1.1, LepH:

Pour ce paramémre, on o's pas remarqué de grande vadation enire les points de
prélévement; les valenrs enregistrées sont tres proches pour les deux mois. La légére
‘augmentation enregistree pendant le mois d°Avril est due & 1"augmentation du sel dans ceite
eau durant ce meis car il y'a une évaporation imporiante sous 1'effet de la chaleur et I"absence

de pluies,

85
8,45

8,35

u 3]
as2

Mais: Ayril

Fig.13, Variation do pH de I'eau de Garaet Annk Djemel,
1.2. La température :

La température est un facteur écologique trés important qui a wne grande influence sur
les propri€tés physico-chimiques des écosystémes aquatiques, Elle conditionng les possibilités

de développement et Ja durée du cycle biologique des espéces aquatiques.

Nous avons enregistré un minimum (16.6°C) au nivean de la station 2 et un maximurm

(17.6°C) ai niveau de la station 2.

Ces valeurs se rapprochent de Ja température minimale de Iair ambiant elles sont considérées

comme des rempératures normales pour la saison.
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17'4 |
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LAY |
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2

P

16 - 7

Mars' Avril

Fig.14 : Variation de la température pendant le mois de Mars et Avril.
1.3. La conductivité :

La mesure de la conductivité permet d*évaluer rapidement mais trés approximativement

la minéralisation globale de I"ean et d’en suivre |"évolution.

La conductivité de I"ean de Garaer Annk Djemel durant le mois de Mars varie entre 6230
ef 6290 us/em respectivement dans les stations 2 et 1, alors qu'elle croit exponentiellement
durant le'mois d' Avril avee un maximum de 146500 ps/crn dans Ja station 1, ce qui signifie
que cefte eau est forlement minéralisée. Cefie augmentation est principalement due au
dessechement de la Garaet Donc si nous nous réferions au tableau des normes (norme ISO
13395) des critéres basés sur la conductivité d'une bonne eau, nous dirons que cette eau esi de

manvalse qualité,
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Fig.15.Variation de Ia conductivité de I’ean de Garaet Annk Djemel
14. Taux de sels dissouts(TDS) =

Les teneurs en sels dissous de ’ean peuvent Stre mesurées et éxpﬁméES: de différentes

maniéres selon la période de préléyement.

Les résultats de la teneur en sels dissouts nous permettent de conclure que le @mux des
sels est beaucoup plus élevé aw mois d"Avril avec nn maximum de 73250mg/l dans la station
I ¢t un minimum de 2975mg/| dans la station 2'en mois de Mars. Cela estdu au fait qu'il n'y
a pas assez de précipitations dans ce mois e aussi 4 cause de 1’élévation de la température et
PPaugmentation de I’évaporation. La preuve est que Ia conductivité durant ce mois est plis
élevée car il y’s une relation entre e taux de sels dissouts daos I"eau et la conductivité.
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TA/TAC (°F)
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Fig.19. Le titre alealimétrique simple et complexe de Pean de Garaet Annk

Djemel.

1.8. Les hydrogénocarbonates (HCOy) :

Les carbonates totaux dissous dans les eanx sont ligs par des équilibres acide-base a

I"acide carbonique,

Le graphe nous monire que 1a teneur-en HOO;” a enregistré une augmentation, avec un

minimum del7.6 en Mars ¢t un maximum de 53.68 mg/l en Avril.

BCOS' (m_ ) ‘

Al

Fig.20, Variation des hydrogénocarbonates de Garaet Annk Djemel.
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1.9. L7oxygeéne dissout :
La solubilité de 'oxygéne dans I'eau est en fonction de la température et de la
minéralisation de 1"eau: la saturation en O, diminue lorsque la température augmente, Et cela

se traduit dans les résultats trouyés.

as1
=232

Axril

Fig.21. Variation du taux d’oxygéne dissout de Pean de Garaet Annk Djemel.
1.10. Les ions ealciums :

L'eau de la Garaet Annk Djemel préseate une valeur maximale de calcium égale &
1803.2 mg/l dans la station 2 en mois d’Avril et une valeur minimale égale & 1220 mg/l dans
la station 1 durant le mois de Mars (Fig.22). Ceci peut &tre lié directement a la nature

géologique des terrains traversés par 'ean.
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Fig.22, Variation de la feneur en calcinm de 'ean de Garaet Annk Djemel.
1.11: Les fons magnésiums &

Les teneurs du magnésium (Fig.23) sont assez proches les unes des autres durant les
deux mois. Les valeurs maximales enregisirées (3410.4 et 2798.88 mg/l) sont observées
pendant le mois d’Avril.

Selon la grille d'appréciation de la qualité de l'ean du Ministére des ressources en eaux

(voir I"amnexe 3, Tab.15), cefte eau est considérée comme excessivement polluge.

N]gZ% (mgn l7

3s00

251
uS2

Mars. Avil

Fig.23.Variation de taux de magnésium de 1'eau de Garaet Annk Djemel.
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1.12. Le chlorure :
Les ions de chlorures proviennent des lentilles argileuses présentes dans les alluvions.

Les teneurs caleulées dans les deux stations sont identiques respectivement durant les
deux mois de 68840 jusqua 78384 mg/l, (Fig.24) ; cette différence est du a la I"augmentation
minérale de cette ean durant le mois d'Avril. Selon la nerme (ISO, 13395), ces valeur

excessives dépassent les normes de potabilité d une eau « 230 mg/l ».

Lol Ef(m'g'll!_ o
gnoon -y

Ayril
|

Fig.24. Variation de la teneur en chlorure de Pean de Garaet Annk Djemel.
1,13, Les matiéres en suspensions (MES) :

Le taux de matiéres en suspensions enregisté est beaucoup plus élevé en mois d’Awvril
dang les deux smtions svee un maximum de 11206 mg/l dans Ia station 1. Cela est du &

"augmentation de sels dans cette ean.
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Fig.25. Variation de MES de Peau de Garaet Annk Djemel.
1.14, Le résidu sec :

Les résultats obrtenus montent que les valeurs des résidus sec enregistrées dans la
station 1 sont beaucoup plus €levées que celles obtenues daus la station 2 avec un maximum
de 175451.5 mg /| (S1) et un minimum de 155340 mg /1 (S2). Celles-ci §’expliquent par la
presence d'une grande quantité de sels. La guantité de résidus secs dépasse la norme regnise

par POMS qui recommande Une valeur limité de moins 1000 mg/l.

L
w52

155000

150000 -

145000

Fig.26. Variation de teneur en résidu sec (RS) de 'eau de Garaet Annk Djemel.
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1.15; La matiére organique (MO) :

La teneur en matiére organique de cette eau est presque la méme dans les deux stations.
Cependant elle plus élevée pendant le mois d°Avril par le fait du dépét de sédiment du & la
rareté de pluies et de ’inhibition par le sel de certaines bactéries. Cette teneur en matiére

organique évoque une €ventuelle pollution orgarigue.

Mirs Avril

Fig.27. Variation de la teneur en matiére organique de I’eau de Garaet Annk
Djemel.
1,16. Les nitrate :

Les teneurs en nifrate dans la deuxiéme station sont légérement élevées par rapport & ls
premiére (Fig.28), Selon la grille d’appréciation de la qualité des eaux (voir I"annexe 3,
Tab. 16.), les eaux de Garaet Annk Djemel sont de bonne qualiié.
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i nitrate (mg/l)

=51
ws2

Fig.28. Variation de teneur en nitrate de I'eau de Garaet Annk Djemel.
1.17, Lies nitrites :

L’histogramme ci-dessus nous montre que les teneurs en nitrites enregistrées dans les
deux stations ne dépassent pas les normes requises par I'OMS (voir 'annexe 3, Tah,17.). Le

7 0 B = OEm Em

maximum enregistré est de 0.2 mg/l au pivean de la station 2.

|

Nitrites (mg/l)

=51
mER

Mars Avril

} Fig.29. Variation de teneur en nitrite de ’eau de Garaet Annk Djemel.
’ 1,18, L’ammonium :

La teneur en ammonium dans la deuxiéme station est élevée par rapport & la premiére

| (Fig.30), & cause de la teneur en nitrites et en nitrates, ces derniers sont wiilisés ef transformées

_—————————————————————————e————————————
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en ammoniums par les bacteries nitrifiantes (pollution bactériologique), done nous supposons

que "ammonium est oxyde par ces demiers..

NH " (mg/l)y
_.‘-
0:25 1 -

0,2 =
01s | b

I

0,08 -

N 4 | S

ESI
mS2

Fig.30. Variation de teneur en ammonium de eau de Garaet Annk Djemel,
1.19. Le sulfate :

La tencur de cetfe eau en sulfate est pratiquement élevée pendant le mois d*Avril avec
un maximum de 24512 mg/l enregiswé dans la deuxiéme station. Cela est du
I’augmentation de la salinité de cete eau car nous n’avons pas pu mesurer sa salinité (salinité

dépassant le calibrage de I'appareil utilisé),

SO, (mg/l)_

2500

2000

1500 S
1000 i s
500 I

Mars Al

Fig.31. Variation de la teneur en sulfate de I'ean de Garaet Annk Djemel,
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2. Qualité bactériologique de eau de Garaet Annk Djemel :
2.1, Germes totaux :

Ces germes n'ont pas d'effets directs sur la santé mais sous certaines conditions, ils
peuvent générer des problémes. Ce sont des indicateurs qui révélent la présence possihle d'une
contamination bactériologique.

Nos résultats montrent que le nombre des germes totaux incubés 4 22°C durant les deux
mois est plus élevé que ceux supportant une température de 37°C dans les deux parties de la
Garaet, avec nn taux maximum de 1000 germes totaux/ml enregisiré durant le mois d”Avril.
Ce ci -s’-explfqug: par le fait ces sont beaucoup plus favorisés que les autres (37°C). Done on

peut dire qu'il ya moins de germes susceptible de contaminer 1"étre humain.

Germes tetaux/mi

B Mars
o Al

22°C 37°C 2% arc

s1 52

Fig.32. Recherches et dénpmbrement miero-organismes revivifiables de Peaun de

Garaet Annk Djemel.
2.2. Coliformes totaux ;

Le dénombrement des coliformes tofaux, dans les deux stations, o montré une différence
significative entre la station 1 et 2 par un maximum enregistré dans la station 2 avec 300
UFC/ 100 ml en mois de Mars et 'absence totale de ces coliformes dans la station 1, C'est la
source de contamination féeale qui peut étre récente et qué la station 2 est trés proche de la'

zone de pdturage, a cause de sa facilité d*accés et de sa flore importanie par rappert a Si.
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Fig.33. Evaluation de coliformes totaux de Garaet Annk Djemel.

2.3, Coliformes thermotolérants :

Il o’y a pas de coliformes thermotolérants dans [eau de la Garaet Annk Djeme] durant
ces deux mois dans les deux stations (1 et2) : cela veut dire qu’il n'y a pas de contamination
d’origine fécale cette eau.

2.4. Streptocoques fécaux :

Le nombre de streptocoques féeaux est directement lié 4 la quantité de matiére fécale

animale se trouvant dang eau.

qui veut dire que cette eau n’a pas eu de contamination fécale récente
2.5, Les anaérolbies sulfito-réducteurs (ASR) :

Les spores des anaérobies sulfito-réducteurs (ASR) vonstituent généralement des indices

de contamination aneienne.

D’aprés nos résultats cetie Garaet ne contieat pas des anaérobies sulfito-réducteurs, cela

veut en réalité dire que °eau de cette Garaet n’a pas connt Une contamination ancienne.
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TIsbleau.d. : recherche des anaérobies sulfito-réducteurs

Périnde Stagion 1 Station 2
Mars Wégarit Mégaril
Avril Neégatil Négatif

2.6. Recherche des germes pathogénes :

Les résuliats des aspects macroscopiques’ et microscopigues des colonies bactériennes
isolees el leur identification biochimique, sont résumés dans les tableaux et figures ci-
dessous,

2,6.1, Caractéres morphalogigues et coloration de Gram ;
Tableau.5. Aspects maeroscopiques el microscopiques des bactéries dans I'eaun de

Garaet Annk Djemel,

Cultures Observation macrescopigue Observation microscopiques
des colonies
Gélose nutritive - Bagilles isofés, Gram négatif.

Circulaire, lisse, plate, transpareiite ou

blanche
Milieu Chapman - Cocei groupés en grappe de
Petite, opaque, lisse, bombée, a raisin, Gram positif.
countour régulier, pulvérnlente, de

couleur blanche ou jaune.
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Fig.34, Aspect microscopigue des bactéries : A : cocei Gram positif ; B Bacilles Gram
négatif.
2.6.2. Profil biochimique de Staphylococeus :

Dans de nombreux laboratoires. la recherche de la staphylocoagulase libre est souvent
le seul fest d’identification des souches de Staphylococcus aureus 4 cause de sa sensibilité (92
8 99%) et surtout de sa spécificité (100%). Cependant, ce test a des inconvénients dont la
possible disselution du caillol avant lecture ot le temps de réalisation longue.

Tableau.6. Identification de Staphylococcus:

typu de recherche Catulase Manznite! Coagulase
Simtien 1 Pusitive Fusitif Positive
Stating 2 Posifive Pusifil Positive.

Daprés les résultats, la coagulase est positive pour les dewx échantillons cela se traduii
par la présence de "espece Staphylococcus aureus dans vette Garaef.
2.6.3, ldentification biochimique des entérobactéries ;

Tablean. 7. Résultats de la galerie biochinmigne classique :

Gélpse Espéess bactériennes isolées

Gélose nuwritive Mannheissia heomolytica
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Tableau.8. Résultats de la galerie biochimigue classique et tests complémentaires.

ONPG Négatif
| Oxydase Négatif
M-M Positif
citrate Négatif
Glueose Positif .
saccharose Negatif Aprés culture sur GN efisemencément sur galsiie
Gaz | Négatif classique etincubation 4 37°C/24H.
H28  Négaif
N-R Positif
Ve | Pasitif
Indole Neégarif
Uréase Négatif
DA Négati i

Tableau.9. Résultats d'identification des germes par APi20E :

I = 3 e

—_—

Stations MRlicn MNom des hactéries
Seation 1 Gélose mutririve Mannheimia heamolytics
Station 2 Gélnse nutrifive Mannhaimia beomolviica

Mannheimia heomolytica est une bactérie cammensale de la cavité orale et du tube digestif
des animaux. Geénéralement elle se trouve dans le milien extérieur sauf lorsque cela est

conitaming par un animal extérieur (les ruminants) car ¢’est une zone de paturage,

Fig.33. profil biochimique de Mannheimia heomolytica.
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Les ecosysiémes aquatiques Algérien onr un fonctionnement hydrologique tributaire
des conditions climatiques permettant durant certaines périodes de 1'année (périodes des
i hautes températures, principalement en ¢t€) Pinstallation et la  prolifération de
microorganismes pathogénes ou non pathogénes.
E Une analyse physico-chimique et bactériologique est souvent utilisée pour étudier et
E= verifier 1"état de la qualité d*un écosysiéme aquatique.

Les analyses physico-chimigues ont montré durant Ja pénade de notre étude, que I"eau
de Garael la Ank Djemel. dans les deux stations est fortement minéralisée du fait d'une parn
de la nature géologique du terrain ¢f d’autre part du régime hydrographique. ou en effet les
épisodes de la sécheresse enregistrés dans ceite région augmentent les dépots minéraux et

ainsi les fortes valewrs enregistrées.

L'¢ude bactériologique réalisée (recherche de germes totaux, coliformes totaux,

coliformes fécaux, streptocoques fécaux el les germes sulfito-réducteurs), nous a permis

d’évaluer un degré de confamination moins élevé .

Aussi nous avons découvert la présence de cerfaines bactéries qui peuventi dans
certaines conditions &tres pathogénes. telles que (Staphylococcus aurews, Mannheinia

heomolytica), capables de causer des maladies graves.

v (Ces écosystémes wés fragiles méritent plus d’attention et nous recommandons -
e Un suivi régulier de I"évolution des parameétres physico-chimique et bactériclogique
de ces siles, ve qui permeurait de mieux comprendre le foncdonnement de ces

€cosystémes ef aussi de prévenir toute forme de dégradation.
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Les milieux de cuiture en boites que nous avons utilisés :

- Milien de Chapman :

_L-e milien de Chapman mamnité est un milien Slectif pour la culiure des
staphylocoques mais, excepﬁonneﬂemem,‘ d’autre germes peuvent y vegéter . la mise en
evidence du staphylocogue devra toujours &re confirmée Par un examen microscopigue.

@8 Formule (en gramme par litred’eau distillée) :
Peptone bactériologique......... .. e mrn e erneee 10
Extrait deviandede beeaf ... ]
Chlorure de sodivm ... ....ocooovves .75
Mannitol ..........o.o. 10
Gouge dephénol .............. coooovves 0025
pH : 7.5 (environ)

o3 Préparation

Verser 111g di_?,'_pﬁ_udré dans un litre d’eau distillée. Porter 2 sbullition Jusqu'a dissolation
compléte Stériliser 4 I'autoclave a 121°C pendant [5 minutes.

= Gélose nutritive :

La gélose nutritive est un milicu qui convient 3 Ia culture des germes ne présentant pas
d’exigences particuliéres,

et Formaods (a0 gomuens pur live 2'¢an distitles)
Peplome ....cocco o i 5
Extrait de viande .................c..o. ]
Extraitdelevwre ... ..............2
Chlorure de sodium ... ....................§
AL i e 5

pH ! 7.4 (environ)
cd Préparation -

Verser 28g dans un litre d’eau disiillée. Porter & ébullition jusqr'a dissolution
compléte. Stériliser 4 I'autoclave 4 121°C pendant 15 minutes.
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-Milieu de Slanetz et Bartley :

Ce milien sélectif est utilisé depuis longtemps pour la recherche et le dénombrement
des streptocoques fécaux (groupe D) dans les caux par la techmgue de filtration -sur
membrane. Il est maintenant précisé qu’il convient pour la détection et le dénombrement des
entérocoques dans I"ean.

& Composition chimique :
La formule du milieu déshydraté complet en g/l d’eau distiliée est :
TEVPLOTE. . vin s iii i 5 e e e e e veeni 2D
EXIrait de JVUTE. .. ..o e e a3
GIMCOSE. 1. vvev v eimaes i e e i e e
Mono hydrophosphate de potassium{K;HPOy).............4
Azidede sodiumr . .o s e s a2 04
Chlorure de triphényltétrazolium(TTC)... ......ov...v.... 50 mL

pH final : 72

- Gélose lactosée au TTC et au tergitol :

Ce milieu sélectif est utilise comme test présomptif pour la recherche et le
dénombrement des coliformes et des coliformes thermo tolérants (£, coli) dans les eaux. 2
["aide de la technique de filtration sur membrane.

3 Composition chimigue ;
La tormule du mbhen de base en g/l d'eai distillée esg -
PEPIONE.. .. e vee e v oo v e e e, 10
Extrait de levire ... oo oo 6
Extrait de viande.. ... ....o..ooieeriniininn S
LAGIORS: icolos xa vas vwns toa 25 sinvwian 222 202 acis 222000
Blen de bromothymol.,..........ce. oo ... ... 0,05

pH final; 7.2
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Les milieux de culture solides et liguides en tubes :

- Milien Clark et Lubs

Ce milieu sert'a "étude de deux réactions -

e Réaction de rouge de méthyle (RM) ;
» Réaction de Voges-Proskauer (VP).

Elles sont utilisées en particulier dans la différenciation des Entérobactériaceae (1est
IMVIC : indole, RM, VP, citrate de Simmons)

@8 Formule (en gramme par litre d’eau distillée) :
PERIOBO : urc coc v s se w55 254 s s siamansmanssnnsnssd
Phosphate bipotassique ...........,.., co..ee...3
GUICOSE . voveen e s e it ee s
pH : 7.5 (enviran)
g Préparation -
Dissoudre 15g de poudre dans 1 lire d'eau distiliée. Mélanger jusqu’s dissolution
compléte Répartir en tubes et stériliser a |'autoclave 4 120°C pendant [5 minutes.
- Eau peptonée exemple d’indole :

L°eau peptonée est un milien liquide qui permet la croissance des germes ne présentant
pas d’exigences particuliéres. Elle est surtout utiliséeé pour la recherche de la production
d'indole.

& Formule (en gramme par litre d’eau distillée) ;
Peptone exemple d'indale ,...... .........,.....10
Chlorure dé soditim .. .......ooevivinsiieien 3
pH final=72

2 Préparation

Metire 15g de milieu déshydraté dans un litre d’eau distiliée. Mélanger soigneuseiment
jusqu'a compléte dissolution,

Ajuster, si nécessaire, le pH & 7.2. Répartir puis stérilisé 4 'autoclave & 120°C pendant 15
ININuies,
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- Miliea manuitol - mobilité - nitrate:

Le miliey mannitol - mobilité — nitrate est utilisé pour la différenciation rapide des
Entérobactéries. [l permet de rechercher simultanément la mobilité, I*utilisation du mannitol
et la réduction des nitrates en nitrites.

cg Formule (en gramme par litre d’eau distillée) :
Peptone ~.::.oc o e oz v o vos .20
Nitrate de potassium .....................2
Manmitol ..o 2
Rouge de phénol a 1% .......oeee.. 4
pH final : 8,1-8.2
3 Préparation :

Mettre 28g de milieu déshydraté dans un litre d'eau distillée, Attendre 5 minutes, puis
mélanger jusqu'a obtention d’une suspension homogéne. Chauffer lentement en agitant
fréquemment, puis porter 4 1'ébullition jusqu’a compléte dissolution. Ajuster, si nécessaire, le
pH a8.1- 8.2, Répartir en tubes de fagon a obtenir un-culot de 6 4 7em. Sténliser a I"autoclave
4 120°C pendant 15 minutes.

-Miliea de Schubert avee eloche de Durham :

Ce bouillon modifié par Fennel est confirmatif de la recherche et du dénombrement des
coliforme thermotolérants et d’£.coli présumés dans les eaux.

g Composition chimigue :
La formule de ce milign de culture en g/l d'eau dishillée est:
Acide glufamique. ......oocovnier e e 0.2
Suifate de magnésim... ... 0T
Citrate de sodium.. .......cco v cnr e, 04
Chlorure de sodium. ........oovviiin v 22025
=70 (07
MEPIEL oo: oo o s s son o s w333 s0s w5 w553 ewanas snnadl)

Phosphate disodique.. ... ..oovrvee s eries e e 13
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Phosphiote monopotassiqueé. ... ... co.cecew v vevvnnn 4
pH final 7.2
- Milien au citrate de sodium (milieu de Simmouns):

Le milieu au citrate de sodium (milien de Simmons) est un milieu solide utilisé pour
I'identification des bacilles & Gram négatif. 11 permet la recherche de ['uiilisation du citrate de
sodium comme seule source de carbone.

«& Formule (en gramme par litre d’ean distillée) :
Sulfate de magnésinm ... .. ... i s w202
Citrate de sodium ... .._........eie.2
Chlorure de SOim .. ....ccovrone i e
Phosphate d"ammonium .. ..., 02
Phosphate d’ammonium monosodique ... .......... PR 4
Bleu de biomothymol ... oo o 00,08
AGAL 1\ e e e e e 15
pH : 7.0 (environ)

- Gélose T.5.1 (gélose glucose-lactose- saccharose- [1>8)

La gélose T.8.1 est un milieu & indentification rapide pour les Entérobactéries. Ce milien
permet de mettre en évidence la fermentation du glucose (avec ou sans dégagement gazeux),
du lactose, du sacchaiose et la production dhydrogéne sulfure,

g Formule (en gramme par litre d*eau distillée) :
e SR, G PR —" |

Extrait de viande . ... ......oovs e i3

Extrait de levire . ..oviiiiiiiiins e i3

Chlorure de sodivm . _....................5

Citrate de fermique ...... oo voivenen e iviennnnn 0.3
Thiosulfate desodivm .. .. - ... .....03
Lactose ... evvvesveiee im0

Saccharese . ......oocovvi wivee o 10
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Gluccse B I R T L A I R R B B S R u]
Rougede phénol ...........ccoovveerciiinannnennn (6
Agar...............-'.r...u.....al..'.....,.‘;;..;'.;‘.......; ...12

Les réactifs utilisés :

- Réactif rouge de méthvle

Rounge de méthyle .....oooooiinvicnin i 0.5g
Aleool @60° .. ..o e e e v eeeann., . 100ml

~ Réaciif de Vosges Proskauer (VP) :

Pour la recherche de 1"acétoine

VPI1:

Hydroxyde de potassium .....c.ooc = L o 40
Eandistillée .......oooovvevs i e e v 10D T
Alphamaphtol ..., 68
Ethanal . . cci vvnsme see cos sas sm ssasam ssames ses vas vnns vve 1o 100
- Réactif de Kowacks:

La muse en évidence de la production d’indole :
Paradimmethylaminobenzaldéhyde .. ...................5g
A]coleanwlique T 5. 111

- Réacfif de TDA :

Pour la recherche du tryptophane désaminase
Peptone de fBr .., o oooes v e v e v 3 AR
Ean distillée ... . oooiiiniimiiniionion e vee e vieceen o 100ml (institui Pasteur, 1978).
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Dosage des ions nitrifes par 13 méthode spectrophotoméireique (Rodier) :

»> Principe:
Les ioris nitrites réagissent en milieu acide (PH=1.9) avec la sulfamilade en formant de sel di
azonium (diazotation) quiforme avec le N — ( |-naphtyl )-éthylénediamine-dichlorohydraté i
colorant azoigue rouge. Longueur d’onde max. = 543 nm

v Réactifs :
o Solution de nettoyage :

Salution d'acide chlerhydrigue (4 d=1,12g=2 5%).

o Solution du véacrif :
20g de Sulfarnide,(CeHzN,0,8 a dissoudre dans un mélange de 50ml d'acide phospharigue
(d=1. 71g/m1=85% de masse) et 250 ml d'eau distillée.
Dans cette solution dissoudre 1g: de ; N -(1-naphtyl)-éthylénediamine--dichlorohydraté
(Cy2 HigCLoNy)
Compléter avec de 1'zau distillée dans une fiole jaugée 4 un volume de 500ml. cette solution
eef gtable pendant wi mois 7l elle ent gardée 4 'abnouritd (hrotailla an varre marron hion
fermée) el 4 ? C an réfrigérateur,

o Solution d'acide phosphoriguoe :
Dans une fiole jaugée, de 250 ml, dissoudre 25 ml d'acide phospharique (d= 1,71.g/ m1=85%
en masse) dans 150ml d'ean distillée. Apirés refioidissement & la température amhiante, on
compléte 4 l'eau distillée & 250m1.

¢ Solution standard de 100mg/l :

Dissaudre 0.4 926g =+ 0,0002 de Nitrites de Sodium (NaNO»), séeher pendant 2 heures i
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105 °C dans 750 ml d'ean distillée campléter & 1L.] m1=100gr = 0. Img de NO3-N. Cetie

solution est stable pendant | mois & I'obscurité et a 4°C°

Détermination des sulfates (80,")|méthode Allemande : M.KERN :
»# Principe ¢ Les jons snlfates sont précipités et _p,csés a I'éat de sulfate de baryum,
¥ Réactifs :

@ Solution —mére de sulfates 3 1 g/l i partir de Na,S0,

-Peser |, 47 g de NSOy ..... oo, 1 000l d'eay distillée,
2.28¢lution- stahilisante -
-Acide chlothydrigue.......... .. ... 60ml
-Ethanol..........ccooviicoine e 200l +100 ml de glycérol
~Chlorure de sadium. ..................... 150 ml
-Baudistillée ... ............................ 1000 m]
& Solution de chlorure de baryom

-Chlorure de baryum........... 5. 150 g
-Acide chlorhydrique:.................... 5ml
-Eaudistillée.......,..........cooooeeens .. 1000 ml

v' Gamme & étalonnage ;
-Prendre 8 béchers de 250 ml.
-Laver trés bien avee du savon et une layette.
Rincer abondamment avec l'ean de robimet.

-Rincer avec une solution d'acide chlorhydrique.

=Rincer avee 'eau de robinei puis avec de 'ean distillée.

Remarque :

-Les échantillons troubles ou colorés doivent passer par un filtre de .45 pm.
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-Les échantillons gni contiennent phlis de 70 mg/l de SO.” dojvent étre dilués avant
détermination.
Enregistrer la gamme dans le spectrophotometre 2 la longuenr d’onde égal 420 nm.
v Mode Opératoire :
Prendre 20 ml d'san 4 analyser puis compléter 4 100 ml d'eau distillée.
Ajouter 5 ml de la solution stabilisante.
Ajouter 2 ml de chlorure de baryim.
Agiter énergiquement pendant 1 mn Passer au specttophotometre a la longueur d’onde 420

boisel
v" Expression des résuliats :
SO, (mg/l) = La valeur lue sur le spectrophamétre x la dilution.

Dosage de nitrates NO* [Méthode au salicylate de sodium] :

» Prineipe :

En présence de salicylate de sodium, les nitrates domment do paranitvosonytate de sodium

coloré en jaune st susceptible d'un dosage colorimétrigue.

v' Réactifs :
Solution de salicylate de sodium & 0.5% (renouveler toutes les 24 h).
0.5 gy de salicylate de sodinm dans 100 ml d’cau distillge.

o Bolofion d"hydrvoexvde de sodivm J30%
S0 grde NaUH  dans 10Um! d'ean disnllee.
o H;804 concentré,
© Tartrate double de sodium et de potassium.
Hydroxyde de sodium NaOH ...... e e e e i 4008

Tartrate de soditm ef de POTASSIIIL .. .o weoereesee cee v ceaaesseseeeeene o 60
Fau distillég .......coveees et e e e ey e e es gsp 1000 ml

Laisser refroidir avant de compléter 8 1000 ml
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Cette solution mére doit &tre conservée dans un flacon de pulyéthyléne.
Solution mére d*azote d*origine nitrigue & 1000 mg/L
Nitrate de potassium anhydre .. ...................cooer oo cerenrennenn 0,722 g
Eau distillée ............. 04t S0 $IVEGT Fprrenmas e e S 1000 ml
Chloro formie T e e S e s e s e e ens a2t | T
Solution fille daznte d’otigine nitrique & 5 mg/L.
v Appareillage,
Spectraphotométre UV visible.
¥" Mode opératoire
Prendre 10 ml de "échantillon & analyser.
Ajourer 2 @ 3 gonites de NaOH a 30 %
Ajouter 1 mi de salicylate de sodium,
Evaparer a sec au bain maric ou 4 [*étuve 75-88°C.
(Ne pas surcharger ni surchauffer trés longtemps) laisser refroidir.
Reprendre le résidu avec 2 ml de 280, laisser reposer 10 min.
Ajouter 15 ml d’ean distillée,

Ajouter 15 ml de tartrate double de sodium et de potassium puis passer au Spectro an 413
am.

v" Expression des résultats :
Le résultat est donné directement en mg/l & une lengueur d’onde de 415 nm
Légende

S : solution : gr : gramme ; Speciro : $pectrometre ; gsp : quantité suffisante pour,
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Dosage de Pammonium [méthode spectrophotométrigue ISO 7150/1-
B4(F

1984(F)] :

» Principe :

Mesure spectrométrique du composé blen formeé par réaction de I"ammoniam ayec Ies ions
salicylate et Hypochlorite en présence de nitrosopentacyanoferrate (I de sodium
(nitroprussiate de sodium).

Reéactifs :

s

- eau exempte d'ammoaium.

o Réactif coloré : Peser 13g +ou - 1g de salicylate de sodiom, 13 g +ou- | g de cit
trisadique dihydraté gt 0, 097¢g de sodium nifropentacyanoferrat (1II) dihydraté &

dissoudre dans 100 mi d°eam distillde. Conserver dans un récipient en verre brun, -

Cette solution est stable pendant 2 semaines.

© Dichloroisocyanurate de sodium - prendre 3,2g d’hydroxyde de sodiom dans 50m]
d’eau distillée, + 0.2g +on — 0.002g de dichloroisoeyanurate dihydraté. Dissoudre b

dans 100 m! d’ean distilide. Conserver dans un récipient en verre brun.

o seolutions étalons : chlorures d’ammonium (NH4):804 ou le sulfate d”Ammonium,

" Mode opératoire :

- prendre 40 m! d"sau a analyser

= ajuctler 4wl du réaerit |

- Ajouter 4 ml du réactif 1 et ajuster & 50 ml avee le H;0 distillée ef attendre 1h.30
L apparition de la coloration verdatre mdigue la présence de NH,"
Effectuer la lecture & 655 nm,

o Expression des résultats -

Le résultat est donné directement en mg/l.
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Annexe X Mode opératoire

Légende :

S : soludon

Détermination du Résidu Sec [Mode opératoire (volumétrie
» Principe :

Le résidu sec correspond au poids de la totalité des matitres dissoutes par litre d"gau. Pendant
24 h une certaine quantité d*eau bien mélangée est évaparde dans un bécher taré. Le résidu

desseché est ensuile pesé.

v" Mode opératoire ;
-Tarer une capsule préalahlement favée. Rincer avee de 1°eau A analyser ;
= Prélever 200 ml d’eau 4 analyser ;
-Porter a "émve a 105% pendant 24 heures ;
-Laisser refroidir pendant 1 /4 hewre-au dessiceateur :
-Peser immédiatement et rapidement.

v Expression des résultats :
R/S (mg/l) = (P,-Py) x5 x 1000
Py Poids plein de la capsule
Py Poids vide de la capsule

Titre Alcalimétrigue simple et complet (TA et TAC
(volnmeéirie)] :

5> Principe :

Ces déternsinations sont basées sur la neutralisation d’un certain volume d’eau parun acide

minéral dilué, en présence d’un indicateur coloré,
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v Réaciifs :
<Acide chlorhydrigue ou sulfurigue N/50 :
-Solution de phénolphtaléine dans 'alcool 2 0.5 % ;
-Solution de méthylorange a 0.5 % ;
-Eau permutée exempte d’anhydride carbonigue libre (par ébullition de 15 min),
& T.A:
> Mode opératoire :
=100 ml d’eau a analysé ;
-02 & 03 gouttes d¢ Phénolphtaléine.

Siune coloration rose apparait titrer avee 1"'HaSO, (N /50 jusqu’a la disparition de

couleur) ;
Si'la valeur o’apparait pas TA =0 (PH<83 ¢t TA=0).

v Expression des résnltafs :

% T.AC:
» Mode opératoire :
-100 mld’cau 4 ammlyser .,
-02 4 03 goultes de méthylorange 40,5 %
~Titrer par 1'H280, (N/50) jusqu’au virage rouge orange,

¥ Expressions des résultats ;

TACF= vﬁm—;—' 0,5
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> Principe :

L’ean est filtrée et le poids de matiéres retenues par le filtre est déterming par pesée

différentielle.

= .

v Mode opératoire ;
~Membranes de filtration ;
-Meitez les membranes filtrantes dans une étuve 2 105 “¢ pendant 20 minutes ;

~Laisser refroidir dans le dessiceateur :

-Ensuite les peser soit P; : poids des membranes avant filtration;

.
: -Placer les membranes dans les rampes a fiitration et faire passer 200ml d’eau & analyser &
iravers ;
-Rendre les membranes 4 'émve (2 105%) afin de les sécher pendant 20 min ;
-Laisser refroidic au dessiceatenr puis les peser nne 2™ fois soit Pi= Poids des niembranes
aprés filteation.
1
; v" Matériel spécial :

-Dispesitit de filtration sous vide on sous pression (rampe).

v Expression des résultats :

M.E.S (mg /) = (P-P)) x5x1000
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Adrrsie 2 Mode opératoire

Dosage du Calecium ICaﬂ! [Mode opératoire (volumétrie)] :

** Méthode par complezometrie ;

» Principe :

Le principe est identique & cehui de la méthode complexometrie décrite pour la dureté

totale,

Comine Je dosage se fait 4 un pH élevé le magnésium est précipité sous forme d’hydroxyde et

n’intervient pas. Par ailleurs, I"indicateur choisi ne se conibine quavee Ic calcium,
v Mode spératoire :

~Introduire S0ml ’ean & amalyser dans un erlenmeyer av col large Ajouter 2ml de

solation d’hydroxyde et quelques graines d*indicateur coloré ;
q

-Verser la solution d'EDTA jusqu'au virage du rose au violet soil V le volume de
solution ’EDTA versé.

v Réactifs :
~Indicateur coloré : Mur acide ;
-Solution d’EDTA (N/50) ;

-Solution d*hydroxyde de sodium a 2N.

¥ Expression de résultats :

Ca' tmg/ty =V gray x Fx 8

Matiére organigue [Mode opératoire (voliméirie)] :
» Principe

L'opération consiste @ mesurer en miliew acide et en milicu alcalin, la quantité d’oxygéne
utilisée pour la réduction di permanganate de potassizm par les matigres organiques d’origine

animale ou végérale contenues dans uile eau,
v Réactifs

- Solution d’acide sulfurique 50% ;
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= Solution de permanganate de potassium N/R0,
A préparer a partir d"une solution N/10 récemment titrée. Veérifier le tire de cette solution.
Iml de la solution N/BO correspond 4 0,1 mg d’oxygéne ;
- Solution d’acide oxalique N/80, A prépacera partir d*une salition N/10
récemment titrée.

v Mode opératoire :

Introduire dans un erlenmeyer de 300ml, 100m! dean i analyser et 10ml d’acide
sulfurique a 50%, ajouter 10ml de solution de permanganate de potassium N/R0, Porter
I"échantillon & I*ébullition ménagée pendant 10 min & partir du moment ot les bulles en
formation au fond du ballon vienwent crever la surface du liquide. Ajouter ensuite 10ml
d’acide oxalique N/80 pour décalorer.

Revenir immédiatemen 4 la teinte rose faible mais persistante 4 1"aide d’une burette graduée,

la solution de permanganate de potassium N/&0.

Faire un essai @ blanc en opéram dans les mémes conditions,

Titre hydrotimétrique par (E.D.T.A). (TH) [Mode opératoire
(volumétrie)] :

» Principe

Les alcalino-terreux présents dans 1'eau sonl umenés 4 former un complexe do lype:

chelate prn Jio seldldi sudigue de Vaeade Shyline demaneiéirgedugue 3 pil 10,

La disparition des derniéres traces d’élément libres & doser est décelée par le virage d'un
indicatenr spécifique. En milien convenablement tamponné pour empécher la précipitation du

magnésinm, la méthode permet de doser la somme des ions calcium et magnésium.
v Muode upératoire

Prélever 100ml d’eau & analyser. Ajouter 2 ml de solution tampon (PH= 9,5- 10) et
quelques graines d'indicateur coloré. Verser la solution d'EDTA jusqu'au virage du rouge

vieux-au bleu.

Soit 'V le volume de solution ’FDTA versé.
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N 2 Mode opératoire

v Réactifs :

Indicatenr noir d>Euriochrome T ;

Selution I'EDTA. (0,.2N);

Solution tampon ;

< Ammontagque 34%.

¥ Expression des résaltats

TH (BF) =V fmlj?{.l.'o

Expression des résultats : M.Q (O/1) = (V ehanditon = Vo blane)-

> Principe ;

Les chlorures sont dosés en miligu neutre par une solution titrée de nitrates d’argent en
présence de chromate de potassium. La fin de ls réaction est indiquée par |'apparition de la

teinte rouge.
v Mode opératoire

Introduire 25 ml d’ean 4 analyser, dans un erlenmeyer au col large. Ajouter 02 4 03

goutes de solation de chrome de potassium & 10%.

Verser an meyen d'une burette la solution de nitrate d'argent jusqu'd apparition d'une

rougedtre qui doit persister 1 4 3 mn,
Soit V le nombre de milliméres de nitrate d’argent N/S0 utilisés.
v Réactifs :
- Solution de chromate de potassium & 10% :

- Solution de nitrate d"argent N/10.
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Ayexe & 7 Mode opératoire

v' Espression des résultats :

Teneur =V x 142

¥» Mode opératoire :

Imroduire 50m) d’eau & analyser dans un erlenmeyer au col large. Ajouter 02 ml de NH,

a pH=10 et une pincée de noir d’euriochrome T.
Titrer par EDTA (N/50) jusqu'au virage de la couleur bleu (Va).
v Réactifs :
~ Solution d'EDTA (N/50) ;
- Noir d’Euriochrome T ;
- NHOH 4pH=10.

¥ Expression des résultats :

Mg'] mg/F (Va-Vi) x Fx 4.8 _ | F=125/V(EDT.A)

V1 : volume titré de calcium et de magnésium
V. volime de caleinm

T B [ e 1

50ml de solution mére de CaCls

- 02 ml de NaQH (2N) ;

I

Une pincée de murexide;

Titrer par EDTA (N/30) jusqu’au virage de la couleur violette.
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Tah.10. Aspect des Entérobactéries courantes sur TSI, (in Lebres et col 2006).

Ezli Shigells

Salmonellz £itrw

Sarpld

Sparairply | Autees
A

IETIT TS

D Eren

Kletrsiells

Serratia

Penis | jaume rolge toige raiIge ougs rongs janne jaune | runge rouge
.S - - +E - - . e
Tz + = * ¥ + ¥
Tab.11. Tableau de lecture de I’ APi2UE. (vww. Api 20Ebiomerisux. corm).
micro T AT REACTIONS/ENZY RESULTATS
tibe SUBSTRAT ME i
¢ NEGATIVE POSITIVE
ortho-nitro-phenyl-
ONPG | B-D- beta-galactosidase incolore jaune
galaclopyranoeside
ADH | arginine arginine dés hydrolase Jaune rouge / orange
LDC lysine lysine décarboxylase jaune orange
— Lo ornithine
DC | ¢ i . o -
ODC | arnithine décarhoxylases jaume rouge / orange
[CIT] | sodium citrate Utilisation de citrate vert blen-vert/ bleu
Thiosulfate de -
H,S ) oduction d'H; i j i
H,S sodium production d'H;8 incolore noir
URE | urée uréase Jjaune rouge / orange
TDA tryptophane tryptophane désaminase Jjaune toir
IND tryptophans production d’indole incolore rose

Pratens | Providentia
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VP 1+ VP2/10(5)
[VP] Pyruvate de sodinm | Producfion d*acétoine ineclors
rose/rouge
Gélatine .
emprisonmant des Foade diffusion de
[GEL] | “WPHSOMMAILESS | ) tinase diffusion de Lo
particules de e fh pigment uoir
charbon Pig
GLU glucose fermentation/oxydation | blew/ bleu-vert 1 au.ue/ v
Jjaune
MAN | mannito] fermentation/oxydation | bleu / bleu-vert Jaune
INO inositol fermentation/oxydation | bleu / bleu-vert jaune
SOR sorbitol fermentation/oxydation | bleu / bleu-vert Taune
RHA | rhamnose fermentation/oxydation | bleu / blev-vert Jaurne
SAC | sucrose fermentation/oxydation | bleu / bleu-vert jaune
MEL | melibiose fermentation/oxydation | bleu / bleu-vert Jjaune
AMY | amygdalin fermentation/oxydation | hlea/ bleu-vert Jaune
ARA arabinose fermentation/oxydation | blen / bleu-vert Jaune
o o production de NO. ' 4 7 7.3 i
NO~-NO, | GLU tube NIT 1 +NIT2 2-3 min
reduction N; gas jaune rouge

Tab, 12, Grille " appeéciation de ba qualled de I'eau en fonetion de fa températare, (1n

Merzoug, 2009,
Tempéraiure Qualité Classe
<20°C Normale 1A
20°C-22°C Bomne 1B
22°C-25°C Maoyenne 2
25°C-30°C Médiocre 3
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>30°C Mauvaise ' P

Tah. 13 : Qualité des eaux en fonction de la conductivité électrigue. (in Merzoug, 2009).

Conductivité électrique (ps/cm) Qualité des eaux Classe
CE=<400 Bomne 1A
400<CE<750 Bomne 1B
T50<CE<]1500 Passable 2
1 500<CE<3000 Médiocre 3

Tab.14. Classes de turbidité usuelles (NTU, nephelometric turbidity unit). (in Merzoug,

2009).
NTU<5 Eau elaire
S<NTU<30 Edu légérement (rouble
NTU=50 Eau trouble

Tab.15. Qualité des eauy en fonetion de la quaniité de Magnésium, (in Merzoug, 2009),

Magnsium myg/l Qualfeé

<30 [Bonne

50 Acceptable

400 Meédiacre

=400 Exc¢essivement poliuge
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Tab.16. Grille de qualité des eaux én nifrates. (in Merzoug, 2009).

Teneurs en nitrate (NG:") mg/l Qualité des eaux

<10 Bonne

10<NOs <20 Moyenne avec signe de pollution
20<NO5 <40 Polluée avec une pollution nette
=30 La pollution est importante

Tah.17. Grille de la qualité des eaux en nitrite. (in Merzoug, 2009).

Tenéurs en nitrites Qualité des eaux Classe
NOzZ wmg/l
<0.1 Excellente LA
0.1<NO2 < 0.3 Bonne ’ 1B
0.3<NOZ2 < 1 Passable 2
I<NO2 < 2 Mediocre 3
>12 Excessive 4

Tab.18, Qualité des eaux en fonetion de 1a dureté. (in Saliha et al ; 2010).

0are eau frés douce
7a 14 gan dovee
143 20° eau moyennement dure
20a30° eall assez dure
304 50" ean dore
50° et plus gau trés dure



http://www.scantopdf.eu
http://www.scantopdf.eu

Galeries biochimigues classigues :

La galeric est composée des milfenx solides et liquides.
% Les milicux solides :
@3 Utilisation de citrate :

Pour ce test, nous utilisons le milieu citrate de Simmons, celui-ci contient gu'une seuls
Source de carbone: le citrate. Seules les bactéries possédant uue permease sont capables de se
développer sur ce milieu. Il contient également du phosphore mono-ammoniac servant i la.

fois sonrce d'azote et de phospliore,
¥ Technigne :

e La pente du milisi st ensemencée & parfir d’une suspénsion baclérienne en

eau disfillée.
* Incnber & 37°C pendant 24h.

v Bactéries citrate positive : calture avee alealisation du milieu (virage de

Iindicateur au bleu) ;

¥ Bactéries citrate négative - pas de culture (coloration verte du milieu inchangée)
(Fig.38).

s Faire un repiquage des bactéries en milieu liguide ou solide. Recueillir les

baciéries des cultiras Jeunes du depét (aprés centrifiigation de la culture

hqide) on directemzar du miliou oolide avee wne ause wu un [l et mélanger

dans une goutte d'eau stérilisée.

e Fairc un foftis sur une lame en éalant une goutte de la sospension

micrabienne.
= Laissersécher le frottis.

© Ensvite, faire la fixation en passant rapidemenr la lame 3 fois 4 J'intériear de Jx

flamme d'un bec Bunsen ou par une technique équivalente.

®  Aprés refroidissement, faire )a coloration.
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T
C=D>
Tig.38 : Test de citrate.
5 Etude de Ia mobilité :
# Principe:

Cette-étude est faite sur milieu mannitol-mobilité qui permet de rechercher simultanément la
fermentation du mannitol et la mobilité.

» Technique :

Nous ensemengons par pigire centrale a "aide d’une pipetie pasteur, chargé de culture en
milien solide. Nous incubons 18 2 24h 8 37°C.

La fermentation du manuilol entraine le virage au jaune du milieu ;
v 8i le germe est trés mobile, la masse microbienne envahit tout Je tube ;

v S5l est pen mubile, elle se développe le lung de la piglre ol se réduit & de pelites

ramifications ;

v Enfin, s'il est immobile, il se développe seulement dans la trace de la pigiire qui

démeure fine et nete.
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Ensemencer par pigure centrale, apres
régénération.

Apanirdu
tube de GN

Lelendemain, lire instantanément le tube:

Reaction Positive Réaction Négative
Fig.39. Etude de mobilité dans le milien mannitol-mobilité.
o3 Utilisation des hydrates de carbone :

» Prinripe
Ce milieu complexe permet de confirmer la fermentation du ghicose (caractere
didentification de famille, avec ou sans production de gaz) et d’orienter identité

du genre par I'atrague du laciose et de la produetion d"H;S.
F  lechngue @

Ensemencer la pente (du milieu TSI) par une strie centrale, puis le culot par piqire en

‘profondeur. Nous incubons & 37°C pendant 241
La lecture est toujours effectuée entre 18 ot 24h.Ce milieu fournit plusienrs indications :

¥ Changement de la couleur du miliew du rouge au jaune (la pente et le culot)
dane fermentation du glucose, lactose et saccharose.

v Production de gaz: bulles dans Iz masse du milieu ou encore les parais ou
puche gazeuse décollant le culet.
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v Noireissement du milien done HaS paositif.

Ensemencer 1 tube de TSL:
Apartir d he -3 1 aide d& stries serrses sur 2 pente
duGN - suivies d tume pighre centrale

- ne jamais fermer la vis a fond

37°C, 18 4 24h

Exsmple de lecture

Fig.40. Ensemencement sur le milica TSL

— ~Pas de farmentation du Lactoseni du Saccharose

~Praduction d HyStraduisant Ia formarion de sulfure de for

{-F-:un_&nnliun dn Glucose avecproduction de gaz

# Les milieus liguides ;
19 raduction 4 mdole
Certaines bactéries transforment le tryptophane en indole.
> Prineipe:

L’indole provient de la dégradation du tryptophane sous I*action de la tryptophanase,

certaines bactéries sont incapables d amputer le tryptophanase de sa chaine latérale.
» Technique :

Ensemencer un (ube d’eau peptonée avec la bactéric A érudier. Aprés 24 heures de

culture & 37°C, Ajouter quelgues gouties du réactif de kowacs ; Papparition dun annezu
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rouge 4 la Surface du milieu et le fait dune réaction positif. Si I"anneau reste jaune-brun, la
réaction est négative (Fig.41, 42).

Fig.41 : Réaction d'indele positive. Fig.42 : Réaction d'indole négative,
@3 Test Urée
> Principe :
L uréase libere de I'ammonium & partir de ["urée.
¥ Techuigue :
Nous piquons une colonie isulée sur le milign GN dans un tube Urée-indole,
Aprés incubation & 37°C pendant 24h, la réaction est positive 5711 ¥ a apparition de cotleur
rouge ou orangee.
2 Recherche de la nitrate-réductase :

Certaines bactéries peuvent utiliser les glucides en anaérobiose; en présence dun
accepteur d’hydrogéne qui peut éte Iion NH;. Elles possédent alors 1’énzyme NR.
Les Nitrites sont alors mis en évidence par la réaction de diazotation de Griess [losway.
Dautres bactéries réduisent les nitrites en hydroxylamine, ammoniac et azote qui se dégage.
La mise en évidence des niirates se fait alors eo ajowtant un peu de pondre de zine.
En effet, en présence des nitrates, il y a réduclion de ceux-ci en nitrites puis en azote. qui

n’gntraine pas de changement de couleur du milien, se traduisant par une réaction positive.
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#~ Principe :
La dégradation du mannitol conduit & la formation du fructose dont Partague aboutit a des

acides i chuines trés courtes (acide aceétique, acide formigue).

Le miilicu mannitol —mobilité — nitrate, permet de rechercher en plus de la fermentation du
mannitol et de Iz mohilité, la réduction des nitrates en nitrives en utilisant les réactifs de

Griess.

NOy » NOy pN2+NIH3

» Technigque:

Nous ensemengons par pigére centrale le miliew & I'aide d’un fil dreit, chargé de eulture.

Nous incubons 18 & 24heures a 37°C.

Pour la recherche du nitrate réductase, nous déposons a la surface du milien 4 gouttes' du

réactifl, puis 4 gouttes du réactif 2.
' Une coloration rose raduit la transformation des nilrates en nifrites ;

e TUne ahsence de coloration transparente nous conduit 4 1"ajout de la poudre de zinc,

dans-¢e cas
- Si le milieu reste tel quel, la réaction est positive ;

=~ Sile milien vire au rose, la réaction est négative,
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Fig.43, Recherche de nitrate-réductase.
3 Recherche des VP-RM :
% Principe :

Certaines bactéries sont capables de produire de "acétyl méthyle carbinol. En présence d'une
base forte, 'acétoine denne une coloration rouge en milicu ires oxygéné (oxydation en

diacétyl).

CH3-CHOH-CO-CH; ] CHj3-CO-CH;
Acéioine Diacétyl
# Technique :

Nous ensemangons un tube Clark et Lubs, puts nous ajoutons 2 gouties du VPI et laissons 30

mn, puis nous:ajoutons 2 geulles du réactifs VPII.

Une réaction positive se manifeste par une coloration rose on rooge.
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Fig.44. Recherche de type de fermentation.
API20E :

Destiné paur la famille des Enterobactériacées la galerie APT 20E compete 20 microtubes

contenant des substrats sous forme déshydratée. Les tests sont inoculés avec une suspension

bactérienne qui reconstitne les milieux. Les réactions produites pendant la période

d’incubation se traduisent par des virages colards spontanées ou révélss par i'addition de
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réactifs. [a lecture de ces réactions se fail & 'aide do Tableau de lecture et I identification est

obtenue 4 ['aide du catalogue analyiique APT 20 E.

wapl 20 € [T o

yEUEEE 800 868/05080)

Fig.45 : Galerie APi20E.

Tests complémentaires :

o4 Recherche de 1a f-galactosidase :

La recherche de la pegalaciosidase s'effectue avee de disques préis & "emploi (disque
ONPG). Le principe est de faire une suspension bactéricnne fout en prélevant guelques
colonie bactérienne A aide d*anse de platine stérile est la metire dans 0.5ml d'ean distillée,
puis mettre le disque ONPG el attendre une demi heure. Le test est positif' s'il y a changement
de couleur (d’incolore au jaune).

La recherche de 1"ONPG-hydrolase est une recherche camplémentaire a 1"étude de la

dégradation du lactose, Pour gie les bactéries hydralvsent Ie lnerose. il faut gquieiles possédent
deux enzymes :

o une B-galactoside-permease membranaire, perniettant la pénétration du lagtose dans la
cellule ;

o une p-galactosidase catalysanl I'hydrolyse proprement dite du lactose en galactose et
glucose.

L’ONPG est un anzslogue structural du lactose (structure proche du lactose)ll s hydrolyse en
lactose ef en orthenitrophénol (composé soluble jaunc).Les enzymes catalysant cette réaction
porte le nam d’ONPG-hydrolase.
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Dans ces conditions les bactéries lactose” possédent la B-galacrosidase et sont toujours
ONPG . Les bactéries laciose’ penvent tre -

o ONPG™: elles ne possédent pas "ONPG-hydroiase ;

© ONPG": soit elles possédent une B-galactosidase, mais pas de perméase, soit elles
possédent une ONPG-hydrolase autre qu'nne f-galactosidase,

| Colonie 1 1 1 Disqgite j

050

Ln

Eau physiclogique

37°C. 30mn

Certaines bactéries possédant | enzvine lactose

pamease sont capibles d hydrolvser le lactose on up

galacroside antificiel tel que "ONPG &t le produir
liberé soit I'_nitrophénc! colora le milizu en jaune m
canan et J¢ pH o5t g érement alcalin.

R. Positive R. Neégative

Fig.46. Test de la P-galactosidase.
&3 Test d’oxydase :

La yecherche de l'oxydase s'effeciue avec des disques préts & ['emploi du commerce:
Déposer le disque sur ume lame porte-objet, [humidifier avec quelgues gouties d'eau distillée
stérile et éeraser la colanie testée sur le disque. La présence d'une oxydase se raduit par

Iapparition d'une coloration violetre (Fig.47),
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[ig.48.Test de la catalase.
©3 Tesi de la Coagulase :

P 'Pﬁ'nc'ip'e' H

Aprés enrichissement par passage en milieu contenant le tellurite de potassium comme
mhibiteur, la culture sur un milien de Chapman mannité, Ce milieu. du fait de la haute
concemration de sodium (7.5%) inhibe le développement des germes Gram - et certaines

buctéries.
v Mode opératoire :

® Aprés incubation, prendre aseptiquement une demi-colonie dans un tube stérile
& hémalyse contenn 0,3 ml de plasma de lapin (ou de 'homme), et incuber de
notyeau 8 36 = 2°C pendant 22 6 h.
* Examiner la coagulalion du plasma de lapin sinan ré-incuber et examiner de
nouveat i 20 £ 4 heures.
v Résulrat ;

Considérer que la réaction & la Coagulase est posilive quand le coagulum occupe plus des

ttois quart du volume initialement oceupé par le liguide (Fig.49)

Fig.49. lecture de la sphylocoagulase.
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RESUME

La Garaet Annk Djemel est située dans le complexe de hauts plateaux de I’est Algérien. 11 est
4 5 lam de village de Boughrara Saoudi ; une commume de la daira d°Ain fakroune de Ja willaya
d’Oum el Bouaghi. Elle est classée site de Ramsar en 2004. Notre travail consistait & faire une
analyse physico-chimique et bactériologique de 'ean de la garaet Annk Djemel pendant les deux
mois Mars et Avril en comparant dewx stations que nous avons choisies, L’étude baciériologique
a revelé I'absence de contamination récente ou ancienne de ce site durant ces périodes. La
recherche des germes pathogénes indique par contre la présence de Staphylocacens aureus. Les
-analyses physico-chimiquss i‘ndiquem que Ies eaux de cette Garaet sont fortement minéralisées et
cela est di pn_nc;palement a la nature géologique du terrain. Les ¢léments indiquant une
pollution d’origine anthropique comme le nitrate, nitrite ammonium sont enregistrés avec des

faibles quantités.

Mots clés: Garaet, analyse bactériologique et physico-chimique, contamination fécale, baciéries
pathogenes, dureté. écosysiéme aquatique, flore et 1a faune.

ABSTRACT

Garaet Annk Djemel iy loculed i the complex of high plateans of the Algerian east. Tt is
about 5 km from the village of Boughrara Saoudi; a commune of daira of Ain fakroune of the
willaya of Oum el Bouaghi. 1t is classified site of Ramsar in 2004. Qur work consisted in
making a physicochemical and bacteriological analysis of the water of the garaet Annk Djemel
during the two months Mars and April by comparing two stations which we chose. The
bacteriological study revealed the absence of recent or old contamination of this site during these
periods. The research of the pathogenic germs indicates on the other hand the presence of
Staphylococcus anrers. The physwochemlcal analyses indicate that water of this Garaet is
strongly mineral-bearing and that is due mainly to the geological nature of the ground. The
elements indieating a pollution of anthropic origin like nitrate, ammonium nitrate are recorded
with small quantities.

Key words: Garaet, analyzes bacteriological and physicochemical, fecal contamination,
pathogenic bacteria, hardness, watery ecosystem, flora and fauna,
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