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Introduction

Les ressources en eau proviennent des eaux de surface et des eaux souterraines
renouvelables et non renouvelables (Harrat et Achour, 2010), dont 97 % de I'eau de surface
est salée ; les 3 % restant constituent les réserves d'eau douce de la planéte. (Rejsek, 2002).
Les zones humides une de ces milieux naturels ; oli I’eau est le principal facteur controlant la

vie animale et végétale associée (in Metallaoui, 2010).

L'Algérie abrite une gamme de zones humides trés diversifiées, lacs, lagunes, marais,
sebkha (Metallaoui et Houhamdi, 2008), qui font partiec des ressources les plus précieuses
sur le plan de la diversité biologique et de la productivité naturelle, elles jouent un réle
important dans les processus vitaux, entretenant des cycles hydrologiques et accueillant une

flore importante, des poissons et des oiseaux migrateurs (in Metallaoui, 2010).

La pollution des eaux est une notion qui est en constante évolution. L’ Algérie ; est I'un
des pays qui soufre de cette pollution, et plus précisément les eaux de surface, ou les causes;
sont généralement liées aux rejets industriels, I’emploi des pesticides et des engrais dans
Iagriculture et surtout aux eaux usées d’origine urbaine. Ce qui présente un grand risque sur
la santé publique ainsi que sur les différents écosystémes aquatique en général et les zones

humides en particularité (Merzoug, 2009).

La Numidie, située dans le Nord-Est algérien, est réputée pour ses zones humides qui
sont réparties en deux grands complexes séparés par 'Oued Seybouse: la Numidie orientale
composée des complexes d’Annaba et d’El-Kala et la Numidie occidentale représentée par le

complexe de Guerbes-Senhadja et le Lac Fetzara (Samraoui et De Belair , 1997).

La Numidie orientale délimitée dans sa partie occidentale par 1'Oued Seybouse, cette
région de I'Algérie renferme un grand nombre de sites humides exceptionnels au Maghreb par
leurs dimensions et notamment par leur diversité (profondeur, salinité) (Van dijk et Ledant,
1980). Cependant grice a ceite diversité des écosystémes marins, lacustres et forestiers qui
renferment une richesse animale et végétale élevée, une superficie de 76438 ha de cette région
jouit d'une protection 1égale (décret N° 83458) et ce depuis le 23 juillet 1983 sous le nom de
parc national d'El-Kala (PNEK).



Le Lac Tonga "un des lacs du Parc National d’El-Kala, des zones humides
dimportance internationale, Vue cette importance majeure de nombreuse études ont ¢&té
effectuées sur la qualité des eaux de ce plan d’eau et ceci dans le but d’apprécier 1’évolution

de son impact sur I’environnement et sur la santé publique.
Dans ce cadre, Notre étude est réalisée pour atteindre les objectifs suivant :

e La détermination de la qualité bactériologique de I'eau de cet écosystéme avec :
% Dénombrement instantané des germes totaux dans I'eau ;
< Estimation des effectifs témoins d'une contamination fécale ;
% Recherche éventuelle des germes pathogénes dans ce plan d'eau.
e Détermination de la variation de quelques paramétres physico -chimiques de I'eau du

Lac Tonga

Afin de réaliser cette étude et atteindre nos objectifs, nous avons structuré notre

démarche en trois chapitres interdépendants :

e Le premier chapitre, une ¢tude bibliographique purement théorique rassemble d’une
part des généralités sur les zones humides; ainsi une description détaillée sur les plans
d’eau ciblée par notre étude.

o Le deuxiéme chapitre, une étude expérimentale consacrée a la présentation du
matériel et la méthodologie suivie pour la réalisation des analyses bactériologiques et
physico-chimiques effectuées durant ce travail ;

e Le troisiéme chapitre, sous formes des tableaux et des graphes explique les différents

résultats obtenus au cours de notre étude pratique, avec une discussion de ces résultats.

Ces trois chapitres sont suivis d'une conclusion qui cléture ce mémoire.
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I. Généralité
L'U.I.C.N (Union Internationale pour la Conservation de la Nature) a propos¢ en 1969,
la définition d’un parc National qui est la suivante : un parc national est un territoire

relativement étendu :

a) Qui présente un ou plusieurs écosystémes, généralement peu ou pas transformés par
Texploitation et l'occupation humaine, ou les espéces végétales et animales, les sites
géomorphologiques et les habitats offrent un intérét spécial de point de vue
scientifique, éducatif et récréatif dans lesquels existent des paysages naturels de grandes

valeurs esthétiques.

b) Dans lequel le pouvoir central du pays a pris des mesures pour empécher ou
éliminer dés que possible sur toute sa surface, cette exploitation ou cette occupation, et pour v
faire effectivement respecter les entités écologiques, géomorphologiques ou esthétiques avant

justifié sa création.

c¢) Dont la visite est autorisée sous certaines conditions a des fins récréatives,

¢ducatives et culturelles (Brahmia, 2012).
Ces objectifs se résument toujours selon L'U.L.C.N (1969) dans:

a) La conservation de la faune, de la flore, du sol, du sous-sol, de 'atmosphére, des eaux, des
gisements de minéraux et des fossiles, en général, tout milieu naturel présentant un

intérét particulier a préserver.

b) La préservation de ce milieu contre les interventions artificielles et les effets de

dégradations naturelles, susceptibles d'altérer son aspect, sa composition et son évolution.

¢) L'initiation et le développement avec les autorités et les organismes concemnés de

toutes activités de loisirs et sportives en rapport avec la nature.

d) L'implantation, en relation avec les autorités et les organismes concernés, dune

mfrastructure touristique dans la zone périphérique.

e) l'observation et I'étude du développement de la nature et de l'équilibre écologique

(Brahmia, 2012).



1. Définition d’une zone humide

Au sens de la convention de Ramsar: « Les zones humides sont des étendues de
marais, de fagnes de tourbieres ou d’eaux naturelles ou artificielles, permanentes ou
temporaires ot ’eau est stagnante ou courante, douce, saumatre ou salée, y compris des
étendues d’eau marine dont la profondeur ne dépasse pas les six métres » (Razkallah ef al.,
2013).

Une autre notion a ét¢ ajoutée par (Barnaud, 1991). Il s’agit de la biodiversité : « Les
zones humides se caractérisent par la présence, permanente ou temporaire, en surface ou a
faible profondeur dans le sol, d’eau disponible douce, saumatre ou salée. Souvent en position
d’interface, de transition, entre milieu terrestre et milieu aquatique proprement dit, elles se
distinguent par une faible profondeur d’eau, des sols hydromorphes ou non évolués, et/ou une
végétation dominante composée de plantes hygrophiles au moins pendant une partie de
I’année. Enfin, elles nourrissent et/ou abritent de fagon continue ou momentanée des especes

animales inféodées a ces espaces. » (Metallaoui, 2010).

2.1. Généralités sur la Numidie Algérienne :

Les zones humides de la Numidie algérienne sont d’une grande valeur pour la
biodiversité (Samraoui et De Belair, 1998 ; Metallaoui et Houhamdi, 2008).La Numidie,
située dans le Nord-Est algérien, est réputée pour ses zones humides qui sont réparties en
deux grands complexes séparés par 1'Oued Seybouse: la Numidie orientale composée des
complexes d’Annaba et d’El-Kala et la Numidie occidentale représentée par le complexe de

Guerbes-Sanhadja et le Lac Fetzara (Houhamdi, 1998).

La Numidie orientale délimitée dans sa partie occidentale par I'Oued Seybouse a pour
limite septentrionale la Méditerranée et pour limite méridionale les collines de 1'Atlas tellien,
tandis que les fronti¢res algéro-tunisiennes la délimitent a 1'Est (Fig. 01) (Samraoui et De
Belair, 1997). Cette région de I'Algérie renferme un grand nombre de sites humides
exceptionnels possédent une grande diversité des écosystémes marins, lacustre et forestiéres
qui renferment une richesse animale et végétale élevée. Ces zones humides s’étendent sur une

superficie de 156 000 ha (Houhamdi, 1998).
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Figure 01 : Le complexe des zones humides de Ia Numidie orientale.

(Houhamdi, 2002)

3. Présentation de la région d’étude

La région d’El-Kala est considérée comme la région la plus humide d’Algérie. Ainsi,
étant donné sa grande diversité et sa richesse biologique. Sa richesse tant floristique
que faunistique a fait I’objet de plusieurs études depuis le début du siécle, c¢’est pour cette

raison qu’elle a ét¢ déclarée le 23 juillet 1983 un parc national (Anonyme, 1996).
3.1. Situation géographique et administrative du P.N.E.K :

Le Parc National d’El-Kala est situé dans la wilaya d’El Tarf a I’Est Algérien et
s’étend sur une superficie 80 000 ha. Crée en 1983 ; il constitue un laboratoire naturel
pour de nombreux chercheurs. Sa richesse biologique et paysagére Iui a valu d’étre érigé en

réserve de biosphére par 'UNESCO (Adjami, 2006).

Le Parc National d’El-Kala présente un ensemble lacustre unique en Algérie et
en Afrique du Nord. Ces lacs sont représentés par: le Lac Tonga et Lac Oubeira
(classés comme zones d’importance internationale (RAMSAR), le Lac El -Mellah, le
Lac Bleu, le Lac Noir et le Marais de Bourdhim. II est limité : Au Nord par la Méditerranée,
Au Sud par les monts de la medjedra, a D’est par la frontiére algéro-tunisienne, et a
I’Ouest par les plaines d’Annaba. Administrativement, il est inclus dans la wilaya d’El-
Tarf et comporte huit communes qui sont : El-Kala, Bouteldja, Berihane, El-Tarf,
Bougous, Oum Theboul, Ain Assel et El-Aioun. (Fig. 02) (Kadid, 1989).
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Figure 02 : Situation géographique et administrative du P.N.E.K (1)

I1. Description du site d'étude (Lac Tonga)

1. Situation géographique

Le Lac Tonga est situé a 36°51' N, 08°30" E a I'extréme nord-est du parc national d'El
Kala (wilaya El Tarf) et de I'Algérie, et couvre une superficie d’environ 2000ha. 1l est situé a
T'est de la ville dEl-Kala, a 5 Km du Lac Oubeira (Abbaci, 1999). A I’Est, au Sud et a
I’Ouest, il est bordé par les demiers contreforts de la Kroumirie couverte de foréts plus au
moins dégradées de Chaine liége Quercus seber. Du c6té Nord, ce sont des dunes maritimes
fixées pour I’essentiel par un maquis dense de Chaine kermeés Quercus cocciferasui les

séparent de la Méditerranée (Fig. 03) (Kadid, 1989).
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Figure 03 : La Situation géographique du site d'étude (Lac Tonga). (Landscap
Amenagement, 1998)

2. Situation administrative

Le Lac Tonga se trouve dans le territoire du PN.EXK et il est géré admimistrativement

par la direction de celui-ci.
3. Situation socio-¢économigue

3.1. Population du bassin versant du Lac Tonga :

L’aménagement du Lac Tonga doit étre évidemment intégré et prendre en compte les
activités humaines des riverains qu’ils réalisent par Dintermédiaire de la chasse,
¢levage et Pagriculture. Ces activités agissent directement ou indirectement et a degrés
divers sur la structure, le fonctionnement et la délimitation de I’écosystéme du lac (Abbaci,
1999).

Durant la période (1985-1995), l'ouverture de routes, 1'électrification rurale qui atteint
une couverture des besoins proche de 100%, la disponibilité de 1'eau potable et le
rapprochement des structures de santé et d'éducation favorisent le retour a la terre aprés avoir
une concentration des populations dans les chefs-lieux des communes d’El-Kala dont

1% seulement de sa population vie sur le territoire du bassin versant du Lac Tonga, et



la commune de Ramel El Souk (Raachi, 2007), son bassin hydrographique est limité entre
quatre communes (El-Kala, Oum Teboul, Ramel El Souk et El Aioun) (Raachi, 2007).

4. Etude climatique

Le climat est certainement un facteur du milien trés important. II a une
influence directe sur la faune et la flore. Un climat méditerranéen régne sur la région
caractéris€ par une pluviométrie abondante, la saison humide et les mois froids et par

une sécheresse pendant I’été (Ozenda, 1982).
4.1. La Température :

La température de 1'air est wun paramétre trés important lié directement au
développement de la majorité des étres vivants (El Blidi ef al, 2006) et qui influe sur leurs
activités (Debieche, 2002) ayant une grande influence sur le climat et sur le bilan hydrique
car il conditionne I’évaporation et I’évapotranspiration réelle. Elle est en fonction de
I’altitude, de la distance de la mer, des saisons et de la topographie (Ozenda, 1982 ; Toubal,
1986).

Nous consignons dans le tableau 4 les températures moyennes mensuelles de
la région d’El-kala pour la période de 1996 a 2007 (station météorologique d’El -Kala) (Ait
Mouloud, 2011).

Tableau 01 : Températures moyennes mensuelles de Ia région d’Ei-Kala pour la périede

de 1996 a 2007 (station météorologique d’El-Kaia).

Mois J F M A M J J A S 0 N D

™ 16.16 | 16.32 | 17,81 | 20.28 | 23.47 | 25.67 | 30.10 | 31.65 | 26.04 | 25.05 | 19.44 | 17.65

Tm 9.15 | 9.56 | 11.15 | 12.51 | 15.96 | 1941 | 21.83 | 23.43 | 2L.17 | 17.53 | 13.28 | 10.88

(TM+Tm) /2 | 12.65 | 12.94 | 14.48 | 16.39 | 19.71 | 22.54 | 25.96 | 27.54 | 23.60 | 21.29 | 16.36 | 14.26

TM : moyenne mensuelle des températures maximales.
Tm : moyenne mensuelle des températures minimales.
(TM+Tm) /2 : Température moyenne mensuelle.

L’analyse du tableau montre que les températures moyennes mensuelles atteignent un
maximum au mois d’aout avec 27,54°C, puis diminuent progressivement pour arriver a un

minimum de 12 ,65°C au mois de janvier.



Les températures moyennes maximales sont enregistr

C) et températures moyennes minimales en hiver (janvier =9,15° C).
4.2. Les Précipitations:

Avec la température, les précipitations représentent les facteurs les plus importants du
climat (Faurie ef al, 1983) qui sont régulées par autres facteurs : Ialtitude, la longitude...etc.
(Halassi, 2010). Le terme de précipitation désigne tout type d'eau qui tombe du ciel, sous
forme liquide ou solide. Cela inclut la pluie, la neige, la gréle...etc. (Dajoz, 2000).

Selon (Seltzer, 1946), les pluies qui tombent en Algérie sont pour la plus part
influencées par le relief, la tranche annuelle augmente dans une région donnée avec ’altitude.

La région de [@'extréme Nord-est de [I’Algérie compte parmi les plus

abondamment arrosées 1300 mm/an (BNEF, 1979).

Une des caractéristiques de la pluviosité dans la région réside et sa grande variabilité
annuelle, saisonniére et mensuelle, c’est une caractéristique du climat méditerranéen avec une
concentration de la tofalit€¢ des précipitations sur quelques mois de I’année, de
novembre a avril au cours desquels, les précipitations gagnent sur I’évaporation. Une saison
seche de mai a octobre, ol les précipitations sont déficitaires par rapport a I’évaporation et le
minimum annuel s’observe toujours en juillet —aofit (Tab. 02) (Raachi, 2007).

Tableau 02 : Valeurs météorologique de la région d’El-Kala (Station météorologique
d’El-Kala) période (1997-2006)

H
i i

Paemm | BI96I6 (BTS00 (3800 4 (246 (1B RIS 88 | 10047 184

i

o

CRumdifemoy% |36 6N TS |20 [ A00 | 608|686 | @1 T4 (S a4 [Ty

Vitesedevensknh | 1356 | 126|170 104 [0 (1877 (143 (100 136 40| 180 (1466

4.3. Le vent :

Les vents du Nord-ouest sont prédominants, surtout en hiver, et leur stabilité depuis le
Quaternaire est attestée par "orientation des dunes dans toute la Numidie (Samraoui et De

Belaire, 1998). Les résultats sont présentés dans le tableau ci-dessous (Tab. 02).

en ét¢ (aolit = 31,65°



4.4. Synthése climatique :

4.4.1. Climagramme d’Emberger

En 1955, Emberger a classé les climats méditerranéens en faisant intervenir deux

Facteurs essentiels : les précipitations et la température.

Q2= p1000 / [M+m] % [M-m]

Q2 : quotient pluviométrique.

P : précipitations moyennes annuelles.

M : T°® max du mois le plus chaud (K°).

m : température des minima du mois le plus froid (K°).

Le quotient pluviométrique de la région d’El-Kala Q2 = 103.71.

La Numidie est localisée dans I’étage bioclimatique sub-humide a hiver chaud (Fig. 04).

Feage bioclimatigue de végétation hamide
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Figure 04: Graphe d’Emberger pour la région d'El-Kala (Touati, 2008).
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4.4.2. Diagramme pluvio-thermique de Bagnouls et Gaussen :

Pour 1’¢laboration du diagramme pluvio-thermique de Bagous et Gaussen (1957) nous
avons tenu comptes des donnés climatiques bien précis qui sont les précipitations annuelles et
les températures moyennes €talées sur plusieurs années des deux stations. Le but est de
déterminer la période seéche et la période humide (Fig. 05).

Les courbes pluvio-thermiques ainsi établies, nous ont permis de visualiser deux
saisons distinctes : 'une seéche de Mai a Septembre et ’autre d’Octobre a Avril (Touati,
2008).
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Figure 05: Diagramme pluvio-thermique de la région d’El-Kala. (Aib ef al., 2014)

S. Le cadre biotique

5.1. Caractéristiques écologiques:

C’est un site d’hivernage pour des dizaines de milliers d’oiseaux d’eau (Canards, Oies,
Rallidés, Ardéidés, Limicoles et autres), un site de nidification d’un nombre important
d’espéces aviaires et une zone de mue et d’escale. Ces fonctions sont assurées par la grande
diversité des milieux au sein méme du lac et la présence de grandes surfaces d’eau libre, Le
Lac Tonga est un site qui abrite une faune trés importante (anguille, reptiles et amphibiens,

insectes au moins pendant leurs stades larvaires) (Bouzaaroura ef al., 2011).
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GENERALITES ET DESC

5.1.1. La flore remarquable :

Le plan d'eau du lac est occupé par une végétation aquatigue riche et diversifiée, et qui
tres variable selon les saisons et la situation géographique. Dans la plupart des cas, ces types
de végétation ne se rencontrent pas isolés mais forment des associations singuliéres. La
surface est recouverte a 90 % par cette végétation aquatique subdivisée en 14 groupements
dont dix associations, 82 espéces végétales recensées qui appartiennent a 31 familles
botaniques, dont 32 espéces (39% de l'ensemble) sont classées d'assez rares a

rarissimes telles que Marsilea diffusa, Nymphaea alba, Utricularia exoleta (Kadid, 1989).

R it s SR - e

Figure 06: Marsilea diffusa (2) Figure 07: Nymphaea alba (3)
5.1.2. Faune remarquable :
» Les mammiféres :

La faune mammalienne du bassin versant du Tonga, tous écosystémes confondus sont
représentés par 37 espéces. Certaines de ces espéces sont rares et localisées. La loutre Lutra
lutra espéce rare et menacée d'extinction, confinée au lac Tonga reste tributaire de
I'intégrité de son biotope (Ghalmi, 1997). Le cerf de barbarie Cervus Elaphus
barbarus, seul grand mammifére du Maghreb tellien du Maroc a la Tunisie, en Algérie il est
confiné au Nord de la région frontaliére Algéro-tunisienne et occupe donc toute la
subéraie, la pineraie et la cocciferaie de bassin versant du Tonga et sa présence a
I'intérieur des frontieres algériennes est fortement liée a la présence d'eau dans le bassin
versant, et le lac Tonga en périodes de secheresse est I'unique point d'eau des deux cotés de la
frontiére. Le caracal Caracal caracal est le plus grand félidé d'Afrique du Nord. Grand
prédateur, trés rare, sa survie est conditionnée par la disponibilité de territoires forestiers de

grande taille.
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Figure 08: Lutra lutra (4) Figure 09: Elaphus barbarus (5)

» Les oiseaux d’eau :

Quelques dizaines de milliers d’oiseaux d’eau (Canards, Oies, Rallidés,
Ardéidés, Limicoles et autre), hivernent au Tonga, c’est aussi un site de nidification
pour un nombre important d’especes aviaires, parmi elles, nous avons une colonie
d’Ardéidés représentée par des Hérons et des Aigrettes. Le Busard des roseaux Circusae
roginosus, la poule d’eau Gallinula chloropus, le Rale d’eau Rallus aquaticus, ’Erismature
a téte blanche Oxyura leucocephala, le Fuligule nyroca Aythyanyroca, la Taléve sultane
Porphyrio  porphyrio, le Blongios nain Ixobrychus minimus , la Guifette moustac
Chlidonias hybridus, Ulbis falcinelle Plegadis falcinellus. On y rencontre également la
Sarcelle marbrée Marmaronetta angustirostris et la sarcelle d’ét€é Anas querquedula, le
flamant rose, la spatule blanche et d’autres especes (Boumezbeur, 1990 ; 1993 , Belhadj et
al., 2007).

Figure 10: Ardea cinerea (6) Figure 11: Chlidonias hybridus (7)
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6. Exploitation du site

6.1. L agriculture :

L’agriculture autour du lac est peu développée et caractérisée par des petites
exploitations familiales tournées vers une agriculture traditionnelle sur des superficies
petites avec un rendement souvent faible & moyen, ceci due au sol ingrat de nature sableuse.
Méme dans le passé, nous notons les habitants cultivant des pastéques et quelgues
arbres fruitiers (Néflier, Pommiers et Bananiers...) (Abbaci, 1999). La surface agricole
utilisée (S.A.U.) représente 3 509 ha, c'est-a~dire 2,33% du bassin versani{Tab. 03)

Tableau 03 : Pourcentages des terres cultivées par commune (Compagne1993, 94,1994-

95, et 1996-97) (Raachi, 2007)

 Tereutilisee | ' | % de terres utilisées
Commune annuellement (ha) i Jachére (ha) S.AU. (ha) (ha) (ha) '
g e iR ] N S Canl
e R s s eSS S
'[oml(B ;.‘_)A R ;. e .2_335, roo e ‘ 1174 it 1 o 3509 Ei St 66

Les cultures sont dominées par le maraichage (12,11 % de la S.AU.), et
l'arachide (14,8% de la S.A.U.) (OSA, El Tarf 1990), pratiquées aux abords des sources d'eau
facilement accessibles comme les Oueds, le lac, «fonday, excavations qui mettent a nu

la nappe phréatique proche de la surface.

Dans les zones montagneuses, la céréaliculture est pratiquée sur les piémonts ol les
programmes de développement suggérent plutét aux agriculteurs d'opter pour l'arboriculture

qui pour l'instant se limite, a quelques parcelles (Raachi, 2007).

On note une grande pression démographique sur les parcelles agricoles dont il existe
une population de 17460 habitants, et une S.A.U. de 3 509 ha c’est & sire la densité
de la population sclon la S.A.U est de 5 habitants / ha ou 1 habitant / 2 000 m” (Raachi,
2007).



6.2. Elevage et pastoralisme :
Les prairies et les forets entourant le lac sont des zones de piturage surtout
pour les vaches qui sont rencontrées avec des nombres assez élevés. Cette activité est

caractérisée par une pratique d’élevage traditionnelle incontrdlée.

Le troupeau existant sur le territoire du bassin versant du lac Tonga s'éléve a 22 080
tétes (bovines, ovines et caprines), ce qui explique les effets négatifs sur les massifs forestiers
et les zones humides, et distinctement les ripisylves et aulnaies ot le potentiel fourrager offert

est énorme (Tab. 04) (Raachi, 2007).

Tableau 04: Effectifs de bovins, ovins et caprins dans bassin versant du Lac Tonga

(Raachi, 2007).
, : e ™ g ‘ —r - . C"lpuns
Commune '
R N IR e " e :, S
B 9080 ; 4000

s

En été, avec ’asséchement d’une partie du lac, une grande surface de prairies
et de roselier se libére surtout sur le c6té de la rive orientale : mais cela ne suffit pas a nourrir
la totalit¢ des vaches qui tentent alors a entrer dans le lac a des profondeurs
importantes, et comme un reésultat 2 cet effet une biomasse importante de végéiations
aquatique est prélevée menacgant ainsi la destruction et méme la disparition de la végétation
(Abbaci, 1999).

Dans la partic des terres basses, les plaines et autour du lac, I'élevage est
complémentaire aux cultures, le troupeau esi généralement constiié dune douzaine ou
une vingtaine de bovins qu'accompagnent fréquemment un nombre €quivalent d'ovins ou de

caprins et qui ne sont pas systématiquement destinés  la vente (Raachi, 2007).



6.3. Chasse et braconnage :

Les oies et les canards sont les gibiers d’eau les plus recherchés par les
chasseurs. La saison de la chasse n’est jamais respectée surtout sur le coté Ouest du lac
(Oued El-Hout) ot 1a chasse des canards est presque tout le long de I’année méme en période
de nidification. Les jévinules des canards qui volent avec efforts et a faibles hauteurs sont
victimes des chasseurs. Les espéces les plus menacés sont 1’Oie cendrée Anser anser, le
Canard colvert Anas platyrynchos, le Canard Chipeau Anas strepera, la Sarcelle d’hiver
Anas crecca, le Filugule milouin Aythyaferina. Durant la période de nidification, certains
riverains, surtout les enfants, s’adonnent au braconnage. La partie Sud-ouest (Fedj El-

Alleg) et Sud-est (coté de Oued El-Hout) abrite un grand nombre d’oiseaux (Abbaci, 1999).

6.4. Péche :

La seule activitt de péche pratiquée concerne surtout 1’Anguille Anguilla
anguilla 1’ espece abondante au niveau du lac.

Autres especes de poissons : Gambuses, Carpes... vivent également dans ces eaux
riches en phytoplancton et zooplancton. Nous n’avons pas noté une pression de péche

importante dans ce lac (Abbaci, 1999).

6.5. Tourisme :

Surtout durant la période estivale, le tourisme balnéaire est pratiqué loin du site
sur le littoral (plage Messida qui accueille chaque année un nombre croissant
d’estivants). L écotourisme y est pratiquement absent et peu de routiers, de passants,

font une halte au niveau du site (Abbaci, 1999).
6.6. Industrie :

C’est une activit¢ heureusement forte absente sur un rayon de 2 & 3Km du
site, a l'exception d'une petite unité de fabrication de Siporex (brique silico-calcaire) & Oum

Teboul, Partiellement a l'arrét (Brahmia, 2012).
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1. Echantillonnage

Le prélévement correspondant & la prise d*un certain volume représentatif du milieu,
et I’échantillonnage qui consiste a soutirer des fractions du prélévement sont des étapes
importantes, (Chaouch, 2007; Rodier, 2009) ; car la qualité du rapport final rédigé par un
laboratoire et Iinterprétation sera influencée par la qualité de I'échantillon prélevé (Lightfoot,
2002).

En fonction de la nature des eaux analysées et celle des microorganismes recherchés,
les normes fixent des conditions a respecter. L’objectif est d’obtenir un échantillon aussi
représentatif que possible de 1’eau a examiner, sans contaminer ni modifier 1’échantillon. Des

précautions doivent étre prises (Rejsek, 2002).
1.1. Matériel de prélévement :

Le prélevement destiné a 1’analyse microbiologique de I’eau doit s’effectuer dans des
conditions d’asepsie rigoureuse (Guiraud, 1998). Les échantillons sont prélevés i I’aide de
flacons en verre pyrex munis d’un bouchon & vis métallique, d*une contenance de 250 mi,
stériles pour faciliter les prélévements et éviter tout type de contamination {(Derwich ef al,

2008 ; Merzoug, 2009).

La verrerie destinée aux prélévements d'eau doit étre munie d'un nettovage avec un
détergent puis ringage avec I'eau propre {eau douce), puis un rincage final avec I'eau distillée

(Guiraud, 1998 ; Lightfoot, 2002).
La verrerie lavée est ensuite stérilisée soit :

- A la chaleur séche (four Pasteur) a une température comprise entre 170 et 175°C,
pendant au moins 1h.
- A la chaleur humide (autoclave) en le maintenant a une température de 121°C,
pendant au moins 20' (Merzoug, 2009).
Pour éviter les risques de contamination, les flacons d'échantillonnage ne doivent étre
ouverts qu'au moment du prélevement. Une fois I'échauntillon est prélevé, les flacons doivent

étre fermés hermétiquement jusqu'au moment de I'analyse (Rejsek, 2002; Rodier, 2009).



1.2. Mode de prélévement :

Les techniques de prélévement sont variables en fonction du but recherché et de la
nature de I’eau & analyser. Pour une eau de surface, les flacons stériles sont plongés a une
distance qui varie de 25 4 30 cm de la surface assez loin des bords, ainsi que des obstacles
naturels ou artificiels (Rodier, 1996).

Le prélevement de nos échantillons a ét¢ effectué manuellement au niveau de la
colonne d’eaux de lac Tonga sur des points de prélévement fixes en utilisant des flacons en

verre stériles de 250 ml pour I’analyse bactériologique.

Rince au moment de I’emploi avec ’eau & examiner, les flacons sont ouverts sous
I’eau, goulot dirigés a contre-courant, ensuite le bouchon est également placé sous 1’eau de
telle fagon qu’il n’y est aucune bulle d’air et qu’il ne soit pas éjecté au cours du transport

(Rodier, 1996).

Pour I’analyse physico-chimique, les échantillons ont été prélevés dans des bouteilles
en polyéthylene de 1.5L , propres rincées plusieurs fois avec [’eau a analyser, puis fermées
hermétiquement sans laisser des bulles d’air, ils ont été utilisés a environ 50 cm, en évitant la

remise en suspension des dépots (Rodier, 1984).

1.3. Enregistrement et étiquetage des échantillons :

Pour faciliter le travail et I’exploitation des résultats tout en évitant les erreurs, il est
essentiel que les échantillons soient clairement étiquetés immédiatement avant les
prélévements et que les étiquettes soient lisibles et non détachables. Dans ces derniers, on doit
noter avec précision : la date, ’heure, les conditions météorologiques, un numéro et toutes

circonstances anormales (Rodier, 1996; Lightfoot, 2002).
1.4. Transport et conservation des échantillons avant ’analyse :

Les échantillons soigneusement étiquetés sont placés dans une glaciere a + 4°C et
transportés ensuite au laboratoire. Si la durée du transport dépasse 1 heure, et si la
température extérieure est supérieure a 10°C, les prélevements seront transportés dans des
glaisiéres dont la température doit étre comprise entre 4 a 6° C. Méme dans ces conditions,
I’analyse Bactériologique doit débuter dans un délai maximal de 8 heures, apres le recueil de

I’échantillon (Rodier, 1996).
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2. Choix des stations de prélévement

Les sites ou seront prélevés les échantillons pour refléter la qualité de 1'eau de la

région oti on les a prélevés, d’ou on doit éviter de prélever dans des zones proches du bord.

Dans ces zones on peut rencontrer des concentrations considérables de sable et de

sédiments. Pour cette raison, les lieux de prélevement d‘échantillons sont généralement

choisis aux endroits ou la profondeur de I’eau se situe entre 1 et 1,5m (Light foot, 2002).

Pour contribuer a I’évaluation de la qualité bactériologique et physico-chimique de

I’eau du Lac Tonga nous avons choisi deux points de prélevement (Tab.05) (Fig. 12).

Tableau 05: Présentation des stations et périodes de prélévements.

Points de Date de Heure de
prélévement prélévement prélévement
Station 1 28/02/2015 11:30h
24/03/2015 12:00h
(36°86°N 8°48’E) 19/04/215 11:45h
Station 2 28/02/2015 12:00h
24/03/2015 13:15h
(36°87’N 8°S3’E) 19/04/215 12 30 h
,Nui
: .-.;..(l‘:‘
sS1
sS2
1000m
L]

Figurel2 : Localisation des stations de prélévement (Google Map 2015).
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3. Nature et période de prélévement
Pour contribuer a l'évaluation de la qualité bactériologique et physico-chimique du
lac Tonga, nous avons effectué trois prélevements pendant les trois mois Février, Mars et

Avril 2015.

Nos analyses bactériologiques ont été réalisées au niveau du laboratoire de

microbiologie du département de biologie de ['université du 08 Mai 1945 Guelma.

Dont nos analyses chimiques ont été réalisées au niveau du laboratoire de station des

traitements des eaux H/Debagh Guelma.
4. Les analyses physico-chimiques

4.1. Les paramétres mesurés in situ :

La température, le pH, la conductivité, et l'oxygene dissous doivent étre mesurés in
situ pendant chaque prélévement. Ils permettent une premiére estimation de la qualité du plan

d’eau.

En effet, ces paramétres sont trés sensibles aux conditions du milieu et susceptible de

varier dans des proportions importantes s'ils ne sont pas mesurés sur site.

Les mesures in situ sont des analyses réalisées sur place a ’aide d’un multi-parametre
de type WTW 1970 1.
4.1.1. La température :

11 est trés important de connaitre la température de 1'eau avec une bonne précision. En
effet, celle-ci joue un rdle direct sur le comportement de différentes substances contenues
dans I'eau; et elle a aussi une grande influence sur l'activité biologique (Roux, 1987 ; Rodier,

1996 ; Leclerc, 1996; De Villers et al., 2005).

La mesure de la température est effectuée sur le terrain, on utilise souvent dans ce but

un thermometre ou un multi-parametre.

4.1.2. LepH :

Le pH de I’eau est défini selon sa concentration en ions H+ contenus dans la solution.
11 exprime I’alcalinité ou I’acidité du milieu; il traduit ainsi la balance entre acide et base sur
une échelle de 0 a 14, 7 étant le pH de neutralit¢ (Castany et Margot, 1977).Pour la mesure

du pH ; nous avons utilisé un multi-parametre de terrain.
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4.1.3. L’oxygeéne dissous :

L'oxygene dissous conditionne la vie des microorganismes aquatiques et généralement
le fonctionnement de cet écosystéme. Sa solubilité est en fonction de la température (Rodier,
1984). La mesure de l'oxygéne dissous (mg/l ou en % saturation) est importante car elle
permet de fournir des informations concernant la dégradation de substances orgamiques
{réactions biochimiques), la provenance de l'eau, la mobilisation potentielle de certains
métaux. (Thierrin ef al, 2001).

La détermination de I'oxygéne dissous (O;) a été réalisée sur terrain a l'aide d’un

multi-paramétre.
4.1.4. La conductivité électrique :

Mesurer la conductivité électrique de 1'eau, c'est a dire sa capacité a transporter et a
favoriser le passage du courant électrique (Wilke et Boutiere, 1999 ; Rejsek, 2002) ; elle
traduit la minéralisation totale de I'eau (Rodier, 1996).

La mesure a ét¢ réalisée a I’aide d’un multi-paramétre, Elle s’exprime en micro-

siemens par centimétre (Rejsek, 2002).
4.2. Les paramétres mesurés dans laboratoire :

Les différents paramétres physico-chimiques analysés au niveau du laboratoire dont le
dosage a été effectué selon la méthode colorimétrique, sont présentés dans le tableau ci-
dessous (Tab. 06).

Tableau 06 : Les différents paramétres Physico-chimiques mesurés dans laboratoire.

Paramétres Lieu protocoles

Le taux des sels dissous o Laboratoire de station des

(TDS) traitements des eaux Voir Annexe 01
H/Debagh Guelma.
La turbidité e Laboratoire de station des
traitements des eaux Voir Annexe 02
H/Debagh Guelma.

Détermination des matiéres | e Laboratoire de station des

en suspension (MES) traitements des eaux Voir Annexe 03
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H/Debagh Guelma.

Détermination des matiéres
oxydables en milieu acide
(MO)

e Laboratoire de station des
traitements des eaux
H/Debagh Guelma.

Voir Annexe 04

Détermination du résidu sec
(RS)

» Laboratoire de station des
traitements des eaux
H/Debagh Guelma.

Voir Annexe 05

Détermination du calcium

e Laboratoire de station des

(Ca2+) traitements des eaux Voir Annexe 06
H/Debagh Guelma.
Détermination du e Laboratoire de station des

magnésium (mg2+)

traitements des eaux

Voir Annexe 07

H/Debagh Guelma.

5. Les analyses bactériologiques

De nombreuses bactéries pathogénes peuvent se trouver dans 1’eau par souillure de
cette derniére, par des excréments d’animaux et humains ou par des eaux d’égouts (Rajonson

et al., 1992).

L'étude de la variation de la population bactérienne globale, le dénombrement et la
recherche des bactéries d'origine fécale et la recherche des bactéries pathogénes sont les

grandes lignes des analyses bactériologiques des eaux (Guiraud, 1998).

Le choix des méthodes d’examen microbiologique des eaux dépendra de la nature de
I"échantillon mais aussi de Ia sensibilité et 1a précision souhaitées (Rodier et al., 2009).
Avant de procéder aux méthodes utilisées pour 1’évaluation de la qualité de I’eau, la

stérilisation de matériel a utiliser s’effectue avant chaque prélévement (Sayad, 2008).

5.1. Recherche et dénombrement des germes revivifiables a 37 °C (germes
totaux) :

- Cette méthode consiste 4 la recherche et le dénombrement des microorganismes
revivifiables dans les eaux. I s'agit de I'ensemble des micro-organismes capables de se
multiplier en aérobiose a des températures optimales de croissance (aprés 24h a 37°C)

(Kéleké et al., 2004).



<+ Mode opératoire :

A partir de I’eau analysée (Solution mére = 1) et des dilutions décimales 107 et 107,
portées aseptiquement 1 ml dans trois boites de Pétri vides, numérotées et préparées a cet

usage comme 1'indique le schéma (Fig.13).

Compléter ensuite avec environ 19 ml de gélose TGEA fondue puis refroidie a 45 +
2°C. Le temps qui s’écoule entre le moment ot I’on a distribué I’inoculum dans la boite et
celui ot le milieu est coulé ne doit pas excéder 15 minutes. Faire ensuite des mouvements
circulaires et de va-et-vient en forme de « 8 » sur une surface horizontale pour Permettre a
Pinoculum de se mélanger a la gélose, Laisser les boites solidifiées sur la paillasse (Lebres,

2002 ; Bouchaala, 2010).

% Incubation :
Les boites seront incubées & 36 + 2°C, pendant 44 + 4°C heures (Lebres, 2006).
% Lecture :

Examiner les boites aunssitét qu’elles sont retirées des étuves .Si cela n’est pas
possible, les conserver a2 5° C + 3°C et les examiner dans les 48 heures. Rejeter les boites
présentant une croissance confluente (Rejsek, 2002) Les germes revivifiables se présentent
sous forme des colonies lenticulaires poussant en masse, ne dénombrer que les boites

contenant entre 15 et 300 colonies (Lebres, 2002).

Calculer 1a valeur du nombre N de microorganismes revivifiables a part et celle du
nombre N de microorganismes revivifiables a 37 °C £+ 2 °C a part, en tenant que moyenne

pondérée, a I'aide de I"équation suivante :

Y
N—led

Ou :
Y. ¢ : est la somme des colonies dénombrées sur deux boites de dilutions successives retenues.

d : est le taux de dilution correspondant a la premiére dilution.
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Arrondir les résultats calculés a deux chiffies significatifs aprés la virgule. Le résultat
final des microorganismes revivifiables dénombrés a 37 °C par ml d’eau est noté par un
nombre compris entre 1,0 et 9,9 multiplié par 10™ ou x est la puissance appropriée de 10.

Exprimer les résultats en UFC (Rodier ef al., 2009 ; Lebres ef al., 2008).

et emw dintilifer e ~,
stévibe ( i

Sediwee } BEew 1

o

Figure 13 : Protocole de recherche et dénombrement des microorganismes

revivifiables & 37°C dans I’eau (Razkallah ef al, 2013).

5.2. Recherche et dénombrement des germes de contamination fécale :

5.2.1. Recherche et dénombrement des coliformes fotaux, fécaux avec identification

d’Escherichia coli en milien liguide (Méthode de NPP):

La population microbienne qui se trouve dans I’eau peut avoir plusicurs origines ; soit
elle est purement aquatique, terrestre (vient du sol, des végétaux au voisinage du cours d’eau),

ou bien d’origine humaine ou animale (contamination fécale) (Abdellioui ef al ., 2012).



Le terme de « Coliforme » est regroupé un certain nombre d’espéces bactériennes
appartenant en fait a la famille des Enterobacteriaceae (Rodier, 2005), correspond a des
organismes en batonnets (bacilles) ,non sporogones ,Gram négatif, oxydase négative, aérobies
ou anacrobies facultatifs, capable de croitre en aérobiose a 37°C +1, en milieu liquide
bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol (BCPL) (Rejsek, 2002), et capable de fermenter
le lactose (et le mannitol) avec production d’acide et d’aldéhyde en 48 heures, a des
températures de 35 a 37°C (Rodier, 2005).

Le dénombrement de coliformes a 37°C est souvent désigné sous 1’expression de «
dénombrement des coliformes totaux ». Les coliformes totaux comprennent autres les genres :
Escherichia, Citrobacter, Enterobacter, Klebsiella, Yersinia, Serratia (Rodier, 2005).

Le terme de « coliformes fécaux » ou de « coliformes thermo-tolérants » correspond a
des coliformes qui présentent les mémes propriéiés (caractéristiques des coliformes) aprés
incubation a la température de 44 °C (Rodier, 2005). L’espece la plus fréquemment associée
a ces groupes bactériens est Escherichia coli et dans une moindre mesure, certaines espéces
des genres Citrobacter, Enterobacter et Klebsiella, Escherichia coli font parties des
coliformes thermo-tolérants qui produisent de I’indole a partir du tryptophane et possédent les

caracteres biochimiques spécifiques de cette espéce (Rejsek, 2002).

% Mode opératoire :

La recherche et dénombrement des bactéries coliformes, coliformes thermo-tolérants
et des Escherichia coli dans les eaux, en milieu liquide par la technique du NPP, se fait en
deux étapes consécutives (Fig. 14).

» Le test présomptif : réservé a la recherche des coliformes dans le milieu BCPL (Bouillon
lactose au pourpre de bromocrésol)
» Le test confirmatif : réservé i la recherche des coliformes thermo-tolérants et

d Escherichia coli (Lebres, 2002).

< Test présomptif :
On travaille avec une série de 3 tubes :
-3 tubes de BCPL D/C+ cloche de Durham, ensemencé avec 10 ml de I’ échantillon.
-3 tubes de BCPL S/C+ cloche de Durham, ensemencé avec 1 ml de I’ échantillon.
-3 tubes de BCPL S/C+ cloche de Durham, ensemencé avec 0.1 ml de I échantillon.
-Les tubes inoculés sont homogénéisés par agitation douce pour ne pas faire pénétrer d air

dans la cloche.
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-L"incubation se fait dans une étuve a 37°C pendant 24 a 48 heures (Lebres ,2002).
% Lecture:

Seront considéres positifs les tubes ou il se produit simultanément a la fois :
-Un dégagement de gaz (supérieurs au 1/10 de la hauteur de la cloche).
-Un trouble microbien accompagné d’un virage de la couleur de milieu vers le jaune ce qui
indique une fermentation du lactose du milieu (la production d’acide suite a la fermentation
du lactose ce qui entraine le virage du bromocrésol pourpre au jaune).
La lecture finale s’effectue également selon les prescriptions de la table du NPP (Tab.07)
(Annexel2) (Lebres, 2002).

Pour avoir le nombre de coliformes totaux dans 100 m! d"échantillon d’eau.

< Test confirmatif :
Le test confirmatif est basé sur la recherche de coliformes thermo-tolérants parmi
lesquels on redoute surtout la présence d’Escherichia coli.
Repique chaque tube de BCPL trouvé positif avec une anse bouclée ou une pipette pasteur
stérile dans le (ou les) milieu(x) de confirmation (Rodier et al, 2009).
Comme milieu de confirmation, on a utilisé: le milieu eau peptonée exempte d’indole.

L’incubation fait cette fois a 44°C pendant 24 heures (Lebres, 2002).

% Lecture:

Dans les tubes montrant un trouble microbien ajouter quelques gouttes de réactif
kovacs, une réaction considérée positive correspond a la formation d’anneaux rouges a la
surface de tube autrement dit présence de coliformes fécaux « E .coli ».

La lecture finale s’effectue également selon les prescriptions de la table du NPP(Tab.07)
(Annexe 12) (Lebres ,2002).

Remarque : Etant donné que les Coliformes fécaux font partie des Coliformes totaux, il est
pratiquement impossible de trouver plus de Coliformes fécaux que de Coliformes totaux

(Avril ef al,, 1992).



MATERIEL ET ME

—
£ )
Exu & aaivier \
\ & Ll
N N
# A rd h
A
(RCPL D/O) (BCPL $/C) (BCPL S/C) >
e —
i W
Incubation a 377°C pendant 23248 Leures
. > % ) b i Test
presompnud
NN N
L 1 f 2
Flir-ﬁ i;}
Fivibmve by
i ¥ 11 383
!Lwl} i,:J' ‘\;_‘;,»—'
Iuﬂ? lm.'l lul‘.l
£ TN & y S 4 Y
‘m.._u'zy l_”‘ »". ‘\ ',ni A\
:';,\-}v_ {; J {»,‘,‘J!.L Milieu
Ut L 'L)l cobbest

Incubation & 42°C pendant 34 3 48 hewres ‘x&y.}
Agoniter quelque g&ulo 3
de rexcnf de Kovac:

TN TN Y ik
oAt Rl R
B ], I8 Bocatt! confimmany

{ " s ‘, J T

i 9 6

WU KL L‘.

Figure 14: Protocole de recherche et dénombrement des coliformes totaux, fécaux
et E.coli (Aib ef al., 2014).

5.2.2. Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux (Enterococcus) :

Les Streptocoques, du groupe «D» sont des bactéries Gram positif, sphériques a
ovoides, formant des chainettes, ne possédant pas de catalase mais possédant I’antigéne de
groupe «D». Cultivant en anacrobiose a 44°C, et a pH 9,6 et capable d’hydrolyse I’esculine en
présence de 40 % de bile (Rejsek, 2002).

Ce sont des germes trés ubiquitaire, certains groupe sont rencontrés dans e sol, dans
"air, dans I’eau et on distingue deux genres - Strepfococcus et Enterococcus.

*+ Mode opératoire :
La recherche et le dénombrement des streptocoques du groupe «D» dans les eaux, en

milieu liquide par la technique du NPP, se fait aussi en deux étapes consécutives (Figl5).



-Le test de présomption : réserve a la recherche présomptive des streptocoques.
-Le test de confirmation: réserve a la confirmation réelle des streptocoques du groupe «D».
a- Test de présomption :
L’inoculation du milieu de culture s’effectue comme le cas précédent pour le milieu
BCPL. Le dénombrement est réalisé en milien liguide sur bouillon glucosé & "azoture (Roth).
On travaille avec une série de 3 tubes :
-3 tubes de Roth D/C, ensemencé avec 10 mi de T échantillon.
-3 tubes de Roth S/C, ensemencé avec 1 ml de I’ échantillon.
-3 tubes de Roth S/C, ensemencé avec 0.1 ml de I échantillon.
L’incubation des tubes ensemencés s’effectue dans I’étuve & 37° C pendant 24 a 48 heures
(Lebres, 2002).

< Lecture :
Seront considérés comme positifs les tubes présentant un trouble microbien, seulement

ces tubes doivent faire I’objet d’un repiquage sur le milieu Eva Litsky.

b -Test confirmation :

Le test de confirmation est basé sur Ia confirmation des streptocoques du groupe «D»
éventuellement présents dans le test de présomption.
Aprés agitation les tubes de Roth trouvés positifs feront donc I"objet d un repiquage a "aide
d’une anse bouclée dans des tubes contenant le milieu Eva Litsky. Bien mélanger Ie milieu et

I"inoculum (Lebres, 2002). L’incubation se fait & 37°C, pendant 24 heures.

% Lecture :
Seront considérés comme positifs les tubes présentant a la fois :
-Un trouble microbien.
-Une pastille violette (blanchitre) au fond des tubes.
-La lecture finale s’effectue également selon la prescription de la table du NPP (Tab.87)
(Annexe 12) (Lebres, 2002).
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Figure 15: Protocole de recherche et dénombrement des streptocoques fécaux (Aib et al.,
2014).

5.2.3. Recherche et dénombrement des spores des bactéries anaérobies sulfito-
réductrices (Clostridium) :

Les bactéries anaérobies sulfito-réducteurs (ASR) se présentent sous forme de bacilles
Gram positif (Lebres, 2002), ils sont capables de sporuler et résistent longtemps dans
I"environnement, se développent a une température de 36 + 2 °C en 24 a 48 heures sur une
Gélose Viande Foie en donnant des colonies typiques réduisant le sulfite de sodium (Na»SOs)
qui se trouve dans le milieu, en sulfure qui en présence de Fe," donne FeS (sulfure de fer) de

couleur noire (Lebres, 2002 ; Pechére ef al, 1982).



Les Clostridium produisent des endospores ovales ou sphériques qui peuvent déformer
la bactérie. Ce sont des bactéries anaérobies strictes, dont la tolérance vis-a-vis de I'oxygéne
varic selon les especes, quelques espéces peuvent (sans sporuler) pousser en présence
doxygéne. Les Clostridium sont usuellement dépourvus de catalase. Hs produisent
habituellement des acides organiques et des alcools a partir des hydrates de carbone et des
peptones (Avril ef al, 1992).

Les Clostridium sulfito-réducteurs sont souvent considérés comme des témoins de
pollution fécale. La forme spore, beaucoup plus résistante que les formes végétatives des
coliformes fécaux et des streptocoques fécaux, permettrait ainsi de déceler une pollution

fécale ancienne ou intermittente (Rodier ef al, 2009).
% Maede opératoire :

La recherche et le dénombrement des spores des ASR dans 1’eau se fait par la méthode

d’incorporation en gélose en tubes profonds (Fig.16).

-Apres I'avoir homogénéiser soigneusement, prendre environ 25 ml d'eau a analyser dans un
tube stérile, qui sera par la suite soumis a un chauffage de I’ordre de 80 °C pendant 8 a 10
minutes, dans le but de détruire toutes les formes végétatives des ASR éventuellement
présentes.

-Apres chauffage, refroidir immédiatement le tube en question, sous 1’eau de robinet.
-Répartir ensuite le contenu de ce tube, dans 4 tubes différents et stériles, a raison de 5 ml par
tube (Lebres, 2002).

-Ajouter environ 18 a 20 ml de gélose viande foie fondue puis refroidie a 47 + 1°C, (Lebres
et al., 2008) additionnée de 1 ml de la solution de sulfite de sodium et 4 gouttes de la solution
d’alun de fer (Rodier et al, 2009).

-Mélanger doucement le milieu et ’inoculum en évitant les bulles d’air.

-Laisser solidifier sur paillasse pendant 30 minutes environ, puis incuber & 37 °C pendant 24 a

48 heures (Lebres, 2002).

% Lecture:

La premiére lecture doit absclument €tre faite a 16 heures car trés souvent les colonies
des ASR sont envahissantes auquel cas on se trouverait en face d’un tube complétement noir

rendant amsi 'mterprétation difficile voir impossible et I’analyse sera a refaire en utilisant des

30,
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dilutions décimales de 10 voir 102, la deuxiéme lecture se fera a 24 heures et la troisiéme et
derniére a 48 heures.

~-Dénombrer sur les 04 tubes de culture, la totalité des colonies noires de 0,5 mm de diamétre,
poussant en masse. Cette coloration est due a la germination des spores des bactéries dans le
milieu de culture car elles se trouvent dans un milieu favorable a leur développement (Rejsek,

2002).

< Interprétation des résultats :
1l est donc impératif de repérer et de dénombrer toutes les colonies noires poussant en

masse et de rapporter le total des colonies a 20 ml d’eau a analyser (Lebres, 2002).
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Figure 16: Protocole de recherche et dénombrement des spores des bactéries anaérobies

sulfito-réducteurs dans ’eau (Razkallah ez al,2013).



5.3. Recherche des germes pathogénes :

Il existe une grande variété de bactéries pathogénes ou potentiellement pathogénes
(opportunistes) pour ’homme dans tous les types d’eaux. Celles-ci vivent ou survivent dans
Penvironnement, soit provenant des rejets humains, éliminées par des sujets malades ou des
porteurs sains, soif étant autochtones et pouvant s’adapter a I’homme : Campylobacter
Jejuni, Legionella pneumophila, leptospires, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella, Shigella,

staphylocoques pathogenes, Vibrio, Yersinia enterocolitica (Rodier et al., 2009).
5.3.1. Recherche de Shigella :

On entend par staphylocoques a coagulas positive, les bactéries qui se présentent sous
forme de Cocci a Gram positive, sphériques, isolées ou regroupées formant ainsi des grappes
de raisin, elles sont aérobies ou anaérobies facultatifs, possédant I’enzyme catalase et la
coagulas. Ils sont capables de se développer en 24 a 48 heures a 36 + 2 °C sur un milieu
sélectif Chapman an mannitol qui contient un inhibiteur : fortes concentrations en chlorure de

sodium (75g.1) {Pechére ef al, 1982 ; Carbonnelle ef al, 1988 ;Lebres et al., 2008).

< Culture :

A partir de I’eau a analyser porter aseptiquement 0.1 ml et ’on étale a la surface de
Gélose Mac Conkey, Gélose Salmonella Shigella (Gélose SS), et Gélose Hectoén, par la
méthode des quatre quadrants, puis les incuber a 36+ 2 °C pendant 18 a 24 h. (Fig. 17)

< Identification :

Aprés un examen macroscopique et microscopique des colonies suspectes; ils se
déterminent I"1dentification sur une galerie classique ou miniaturisée pour Enterobacteriaceae
avec laquelle elles se différencient par un ensemble de caractéres négatifs qui sont résumés

dans le tableau 08 (Annexe 08) (Sayad, 2008).
5.3.2. Recherche des staphylocoques:

On entend par staphylocoques a coagulas positive, les bactéries qui se présentent sous
forme de cocci a4 Gram positive, sphériques, isolées ou regroupées formant ainsi des grappes
de raisin, elles sont aérobies ou anaérobies facultatifs, possédant I’enzyme catalase et la

coagulas. Ils sont capables de se développer en 24 a 48 heures a 36 + 2 °C sur un milieu
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sélectif Chapman au mannitol qui contient un inhibiteur : fortes concentrations en chlorure de

sodium (75g.1) (Pechére et al, 1982 ; Carbonnelle ef al.,, 1988 ;Lebres et al.,, 2008).

On prépare les boites Pétri avec le milien Chapman. (Rodier, 1996). A partir de Ia
solution mere, on porte aseptiquement 0.1 ml (2 gouttes) dans les boites de Péiri qu'on étale a
’aide d'une anse de platine stérile. L'incubation se fait a 37 °C pendant 48 heures (Fig.17).
(Ait Kaci et al., 2008).

% Identification :
Apres la période d’incubation spécifiée, les staphylocoques a coagulas positive ou plus
particulierement Staphylococcus aureus, apparaissent sous forme de petites colonies lisses

Iégérement bombées a contours réguliers et pigmentées en jaune (fermentation du mannitol)
ou en blanc (Ait Kaci ef al., 2608 ; Rodier, 2009).

L’identification des staphylocoques nécessite la mise en ccuvre de réactions spéciales

au genre :

— Etat frais et coloration de Gram ;
— Test a la catalase ;

— Oxydase ;

— Mannitol ;

— Recherche de la coagulas libre.

5.3.3. Recherche de Pseundomonas aeruginosa:

On entend par Pseudomonas aeruginosa, une bactérie qui se présente sous forme de
bacille a Gram négatif possédant I’enzyme oxydase ; et capable de produire de ’ammoniac a
partir de 'acétamide et ne dégrade pas le lactose (Pechére er al, 1982; Pilet ef al,
1987 ; Lebres et al., 2008).

N

< Mode opératoire :

A partir de I’eau a analyser porter aseptiquement 0.1 ml et I’on étale a la surface de
gélose Cétrimide, par la méthode des quatre quadrants, puis les incuber a 36 + 2 °C pendant
18 4 24 h (Fig.17).
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«» Identification :

Considérer comme colonie caractéristique toute colonie présentant une fluorescence.
Du fait de la sélectivité du milieu Cétrimide, on peut suspecter les colonies présentes d’étre

Pseudomonas.

Dans tous les cas, il faudra réaliser une identification de I’espéce (Rejsek, 2002).
Deux examens microscopiques sont effectués : I’examen direct entre lame et lamelle et la

coloration de Gram, ainsi qu’un test oxydase.

Recherche de la pyocyanine : pigment bleu caractéristique de Pseudomonas
aeruginosa responsable de la teinte bleue intense des milieux de culture, sa production est
favorisée sur milieu de King A.

Recherche de la pyoverdine : présente une teinte verte fluorescent est souvent masquée

par la pyocyanine, sa production est maximale sur milieu de King B (Lebres e al., 2008).
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Figurel7: Protocole de recherche des staphylococcus, Shigella et Pseudomonas dans
I’eau (Razkallah ef al., 2013).




5.3.4 Recherche de Salmonella :
Les salmonelles sont des bacilles Gram négatifs (BGN)), anaérobies facultatives,
mobiles pour la plupart avec des flagelles péritriches, ne fermentant pas le lactose, mais

fermentant le glucose avec production de gaz et de H,S (Pechére et al., 1982;Carbonnelle ef

al., 1988 ;Lebres, 2002 ;Lebres et al., 2008 ).

* Mode opératoire :

Jour 1 : Premier enrichissement

Introduire 1 ml de ’échantillon d’eau dans 10 ml de Sélénite Cystéine (SFB) (Ait
Hamlet, 1998), puis incubé a 37 °C pendant 18 a 24 heures (Lebres, 2002).

Jour 2 : Deuxiéme enrichissement et isolement

Ce tube fera I’objet :

— D’une part, d’un deuxiéme enrichissement sur milieu SFB en tubes a raison de 1 ml ;

— D’autre part, d’un isolement sur les géloses Hektoén, SS et Mac Conkey (Lebres, 2002).

Jour 3 : Lecture des boites et identification

— D’une part, le tube de Sélénite fera 1’objet d’un deuxiéme isolement ;
— D’autre part, les boites des géloses Hektoén SS et Mac Conkey subira une lecture (Lebres,
2002).

Identification moxrphologique et biochimigue

— Etat frais et coloration de Gram (bacilles Gram négatifs) ;
— Ensemencement d’un tube de TSI qui sera incubé 4 37°C,24 h ;
— Ensemencement : * Soit d’une galerie biochimique classique (ONPG, Oxydase, LDC,
ODC, ADH, Urée, TDA, VP,RM ...).
* Ou d’une galerie biochimique API 20 E (Fig. 18).
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Figurel8: Protocole opératoire de la recherche de Saimonella dans I’eau (Razkallah ef
al., 2013).

5.3.5. Recherche de Vibrion cholérique :

Les Vibrion sont des bacilles a Gram négatif, droits ou incurvés, assez court, d’un
diameétre compris entre 0,5 et 0,8 um et une longueur comprise entre 1,4 et 2,6 um (Cohen et
Karib, 2007), trés mobiles grace a une ciliature polaire, le plus souvent mono -triche (Oliver
et Japer, 1997; Nauciel et Vildé, 2005 ; Denis ef al, 2007 ; Harvey ef al, 2007). lls sont
aéro-anaérobies facultatifs (Le minor L et Veron M, 1989). et possédant une oxydase et
fermentant le glucose sans production de gaz ni d’H,S (Pechére ef al, 1982; Pilet ef al,
1987 ; Cohen et Karib, 2007 ; Lebres ef al, 2008 ).



% Mode opératoire :

Jour 1 : Premier enrichissement

Le premier enrichissement s’effectue dans des tubes portes 10 ml de milieu eau
peptonée alcaline (EPA), Ce dernier sera par la suite incubé a 37 °C pendant 18 4 24 heures,
comme ’indique le schéma (Fig. 19) (Lebres, 2002).

Jour 2 : Deuxiéme enrichissement et isolement

— D’une part, d’un deuxiéme enrichissement sur milieu EPA en tubes a raison de 1 ml ;
— D’autre part, d’un isolement sur gélose GNAB. Dans les deux cas ’incubation se fait a

37°C pendant 24 heures (Lebres, 2008).

Jour 3 : Lecture des boites et identification

— D’une part, le tube d’EPA fera ’objet d’un isolement sur GNAB 2; qui sera incubé a son
tour a 36 2° C pendant 24 heures ;

— D’autre part, les boites de gélose GNAB 1 subiront une lecture en tenant compte du fait
que les Vibrions se présentent le plus souvent sous forme de grosses colonies lisses et

transparentes caractéristiques (Lebres, 2008).

Identification morphologique et biochimigue

Sur GNAB, les colonies sont rondes, plates, bords réguliers, surface lisse brillante,

translucides sous forme de goutte de rosée (Patrick et al., 2009).

Une identification morphologique et biochimique basée essentiellement sur :
— FEtat frais et coloration de Gram ;
— Oxydase (1) ;

— Ensemencement d’une galerie biochimigque classique ou bien galerie API 20 NE.
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Figure 19: Protocole opérateire de recherche et identification des Vibrion dans I’eau

(Razkallah ef al., 2013).

6. L’identification

6.1. Examen macroscopique des caractéres culturaux :

Pour I’examen macroscopique des bactéries, les souches doivent étre

cultivées sur un

milieu gélosé sur des géloses solides en coulé dans des boites de Pétri (Dellarras, 2007).

L’aspect des colonies dépend du milieu, de la durée et la température

d’incubation. i

ne pourra étre décrit convenablement qu’a partir des colonies bien isolées. La description des

colonies doit mentionner plusieurs éléments :

0,
o0

R
0.0

La forme : Bombeée, plate, ombiliquée, surélevée ;

La taille : colonies petites (< 1 mm), moyennes (1,5 2 3 mm), grosses (> 3 mm) ;
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% Le contour: a bord circulaire, irrégulier et parfois envahissante, déchiqueté et
parfois envahissant ;
% Elévation de la colonie : convexe, iégérement convexe, plate ;

9,

% L’opacité : opaque, transhucide, transparente ;

L)

9,

% Pigmentation (Dellarras, 2007).

6.2. Examen microscopique :

¢ Coloration de Gram

L’examen microscopique aprés une coloration de Gram nécessite au départ une

préparation d’un frottis, une colonie bien isolée d'une culture en milieu solide sera prélevée et

mise en suspension dans une goutte d'eau distillée stérile. L’observation se fait par 1’objectif

x100.

Cette coloration permet de différencier les bactéries selon deux critéres : Leurs formes

(bacille, cocci,...etc.) et leurs affinités pour les colorants en Gram positif et Gram négatif

(Fig.20) Elle se déroule en plusieurs étapes qui se succédent et consiste 4 :

()
L4

Fixer de frottis.

Recouvrir le frottis de la solution de cristal violet. Laisser agir 1 minute.

Rejeter le colorant. Laver a I'eau.

Recouvrir la préparation de Lugol. Laisser agir 1:30 minute.

Rejeter le Lugol. Laver a I'eau.

Décolorer a l'alcool 95° pendant 10 secondes.

Rincer a I'eau courante.

Recouvrir la lame de la solution de Fuchsine diluée. Laisser agir pendant 30 secondes
a 1 minute.

Laver abondamment a I'ean, égouttée, sécher entre deux feuilles de papier-buvard trés

propres (Dégrément, 1998).

Lecture :

Aprés ce traitement, les bactéries Gram positif sont bien colorées en violet, et les

bactéries Gram négatif sont colorées en rose (Carbonnelle et al., 1988 ; Prescott, 2003 ;

Mamadou,2005 ; Boukrouma, 2008).
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Figure 20 : Procédure de la coloration de Gram (Razkallah et al ., 2013).

6.3. Examens liés aux caractéres biochimiques et enzymatiques :
6.3.1. Caractéres enzymatiques :
% Test de catalase :

La catalase est une enzyme présente chez la pluparts des bactéries aérobies strictes et
anaérobies facultatives. Elle décompose 1’eau oxygénée formée en eau et en oxygeéne qui se

dégage (Dellarras, 2007).

La méthode consiste a prélever une colonie du germe a étudier sur I'extrémité d'une
pipette Pasteur fermée que l'on introduire ensuite dans un millilitre d'ean oxygénée. Le
dégagement des bulles gazeuses signe la présence de l'enzyme catalase (Fig.21) (Carbonnelle
et al., 1988).

Figure 21 : Test catalase négatif & gauche et positif 2 droite.



< Test d'oxydase:

La recherche de 'oxydase s'effectue avec des disques préts a l'emploi du commerce.
Déposer le disque sur une lame porte-objet, I'humidifier avec deux gouttes d'eau distiliée
stérile et écraser la colonie testée sur le disque. Une réaction positive se traduit par un virage

rapide du réactif de I’incolore au violet (Fig. 22) (Carbonnelle ef al, 1988 ; Lebres, 2004).

>

Figure 22: Test oxydase positif.
6.3.2. Caractéres biochimigues :

% La galerie classique :

L’identification et la classification des espéces, sont basées essentiellement sur ['étude
des caractéres suivants : Recherche de PONPG, recherche de Poxydase, milieu TSI (Triple
Sugar Iron Agar), milieu mannitol — mobilité, milieu au Citrate de Simmons, recherche des

VP — RM, milieu urée-indole, quelques acides aminés et quelques sucres (Lebres, 2004).

e Test de Citrate de Simmons :

La pente du milieu est ensemencée par strie longitudinale, réalisée a I'anse, a partir
d'une suspension de la culture solide en eau distillée stérile. Mettre a I'étuve 24 heures a 37°C

{Ragam, 2010).

Apres 24 heures, 5’1l v a une culture avec une alcalinisation du milieu (virage de
Indicateur au bleu), la bactérie est de Citrate positive. S’il ya pas de culture et la couleur du

milieu inchangée, 1a bactérie est de Citrate négatif (Carbonnelle ef al, 1988).

¢ Le mannitol-mobilité
Ce milieu est utilis€ pour rechercher simultanément la fermentation du mannitol et la

mobilité. Nous ensemengons dans ce milieu solide par piqiire centrale a I'aide d'une pipette
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Pasteur chargé par la culture a identifier. La culture est ainsi distribue tout le long du trajet

dans la gélose. Nous incubons pendant 24h a 37°C.
La fermentation du mannitol entraine le virage au jaune du milieu:

- Si le germe est tres mobile, il se développe le long de la piqiire la masse
microbienne envahit tout le tube;

- S'il est peu mobile, il se développe le long de la piqire et se réduit a de petites
ramifications;

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

demeure fine et nette (Carbonnelle ef al,, 1988 ; Sayad, 2008).

o Utilisation de TSI (Triple Sugar Iron Agar)

Le but de ce test est de mettre en évidence Cing caractéres :

* Fermentation du Glucose

» Fermentation du Lactose

 Fermentation du Saccharose

= Production de Gaz

= Production d’hydrogéne sulfureux (H,S) (Lebres, 2004).

Ce milieu est reparti en tubes a essai sous forme semi-inclinée avec un haut culot et
une petite tranche. Il est ensemencé par piqiire profonde du culot au fil droit et par

ensemencement en stries de la tranche.

Aprés une période de 24 h a 37 °C la lecture du milieu est réalisée selon le tableau
% Annexe (8).

o Test de PUrée-Indole :
La recherche de I'urée ase consiste a constater I'alcalinisation d'un milieu contenant de

l'urée d'ou I'utilisation de milieu urée-indole (Merzoug, 2009).

Ensemencer un milieu urée — indole avec une suspension bactérienne. Incuber 18 3 24
heures a 37 °C (Euzéby, 2007).



L’urée, sous 1’action d’une urée ase bactérienne va étre transformée en carbonate
d’ammonium alcalin entrainant une coloration rouge violacée du milieu (Urée ase positive).

Si le milieu persiste orange, cela indique un test négatif (Denis et al, 2007).

& Test de ’eau peptonée exempte d’indole :

L’indole est le métabolite terminal de la dégradation du tryptophane présent
mitialement dans le milien. Seules les bactéries indologies permettent cette dégradation

Jusqu’a la formation de I’indole.

Nous ensemengons un tube d’eau peptonée exempte d’indole. Aprés 24 h d’incubation

a 37 °C, nous ajoutons quelques gouttes de réactif de Kovacs.
La lecture de I’indole est immédiate :

= Réaction indole positive : anneau rouge ou rose.
*  Réaction indole négative : anneau brunatre (Carbonnelle ef al,, 1988).

e Test de réduction du nitrate :

Ce test permet de détecter si un organisme posséde le nitrate réductase qui est une

enzyme capable de réduire le nitrate (NO3") en nitrite (NO2").

NO; > NO> > N',NH;

Nous avons ensemencé le bouillon nitrate et incubé a 37 °C pendant 24 heures. Aprés

incubation nous avons ajouté deux gouttes du réactif nitrate réductase 1 et 2.

» Si le milieu devient rose ou rouge, la réaction est dite nitrate réductase positive.
= Si le milieu reste incolore, dans ce cas on a deux événements :

-Les nitrates ont ét¢ d’abord réduits en nifrites mais la réduction s’est poursuivie

-Ou bien les nitrates n’ont pas été réduits en nitrites et se trouvent donc dans le bouillon
nitrate.

Dans ce dernier cas, nous provoquons la réduction chimique en ajoutant la poudre de
Zinc, et la couleur apparaitra, la bactérie est dite nitrate réductase négative (Boulkroune,

2008).
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o Recherche de ’acétone

Le milieu Clark et Lubs permet I’étude de la voie de fermentation du glucose.
L’ensemencement se fait largement et |’incubation se fait a une température optimale pendant

24 heures.

*Test VP (Voges-Proskawer)

— Ajouter 2 a 3 gouttes de VP1 et VP2,
— Incliner le tube pour permettre une bonne oxygénation et attendre quelque

minute 4 une heure. Le milieu devient rouge (VP+), ou bien devient jaune (VP-) (Lebres,

2004 ; Boukrouma, 2008).
» La galerie API 20 E

API 20 E est un systeme standardisé pour l'identification des Enterobacteriaceae et
autres bacilles 2 Gram négatif non fastidieux, comprenant 21 tests biochimiques miniaturisés,

ainsi qu'une base de données.
<+ Principe :

La galerie API 20 E comporte 20 micro-tubes contenant des substrats sous forme
déshydratée. Les tests sont inoculés avec une suspension bactérienne. Les réactions produites
pendant la période d’incubation se traduisent par des virages colorés spontanés on révélés par

I’addition de réactifs (Fig. 23).
% Mode opératoire

L’opération s’effectuée selon les étapes suivantes :

*  Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir environ 5 ml d’eau distillée
dans les alvéoles pour créer une atmosphére humide.

= Remplir tubes et cupules des tests : |CIT |, [VP |, |GEL|, avec la suspension bactérienne.

*  Remplir uniquement les tubes (et non les cupules) des autres tests.

e Créer une anaérobiose dans les tests : ADH, LDC, ODC, URE, H,S en remplissant leurs

cupules avec I’huile de paraffine.
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= Refermer la boite d’incubation, coder et placer a 37 °C pendant 18-24 heures. Il est
mmportant de veiller a ne pas créer de bulles lors de I’inoculation qui pourraient fausser le
résultat.
» Lecture
Noter sur la fiche de résultat toutes réactions spontanées. Si le glucose est positif et/ou

si 3 tests ou plus sont positif : révéler les tests nécessitant I’addition de réactifs.

e Test VP : ajouter une goutte de réactif VP1 et VP2. Attendre au minimum 10 minutes.
Une couleur rose franche ou rouge indique une réaction positive.

e Test TDA : ajouter une goutte de réactif TDA. Une couleur marron foncée indique une
réaction positive.

o Test IND : ajouter une goutte de réactif de Kovacks. Un anneau rouge obtenu en 2
minutes indique une réaction positive (Aouissi et al.,, 2007 ; Merzoug,2009 ; Rouaiguia,
2010).

La lecture de ces réactions se fait selon le profil mumérique a I’aide du catalogue
analytique API 20 (Tableau 10) (Annexe09).

Figure 23: présentation de la galerie API1 20 E

> La galerie API 20 NE :
< Principe :

La galerie API 20 NE se compose d’une galerie constituée de 20 micro-tubes
contenant milieux et substrats sous forme déshydratée. Les tests conventionnels sont inoculés
avec une suspension bactérienne saline qui reconstitue les milieux. Les réactions produites
durant la période d’mcubation se traduisent par des virages colorés spontanés ou révélés par
I"additionne des réactifs.

Les tests d’assimilation sont inoculés avec un milien minimum et les bactéries

cultivent seulement si elles sont capables d’utiliser le substrat correspondant (Fig. 24).



< Technique :

v Préparation de la galerie :

Réunir fond et couvercle d’une boite d’incubation et répartir de ’eau dans les alvéoles
pour créer une atmosphére humide. Déposer stérilement la galerie dans la boite d’incubation.
v Préparation de I’inoculum :
Faire une suspension bactérienne, dans une ampoule de NaCl 0,85% Medium ou dans
un tube d’eau distillée stérile
v Inoculation de la galerie :
o Remplir les tubes (et non les cupules) des tests NO3 a PNPG avec la suspension
précédente. Eviter la formation de bulles.
e Transférer 200 pl (4 a 8 gouttes) de la suspension précédente, dans une ampoule AUX
Medium. Homogénéiser.
e Remplir les tubes et cupules des tests GLU a PAC.
= Remplir d’huile de paraffine les cupules des trois tests GLU, ADH, URE Incuber 24
heures a 30°C.

% Lecture:

Apres incubation, la lecture de la galerie doit se faire en se référant au Tableau de

Lecture. Réaliser les tests nécessitant 1’addition de réactifs (Tableau 11) (Annexe 10).
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Figure 24 : Présentation de la galerie API 20 NE.
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CHAPITRE 1l RESULTATS ET DISCUSSION

1. Les analyses physico-chimiques

1.1. Les paramétres mesurés in situ :
1.1.1. La température :

La température est un facteur écologique trés important qui a une grande influence sur
les propriétés physico-chimiques des écosystémes aquatiques (Aberkane et al ; 2011).
La figure 25 représente la variation de la température de 1’eau enregistrée dans nos

différents sites.
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Figure 25 : Variation de la température de I’eau du Lac Tonga (Février — Mars — Avril
2015).

En examinant les résultats illustrés par la figure 25 nous observons que la valeur
maximale 22.3°C a été enregistrée a la station 2 durant le mois d’Avril tandis que la valeur

minimale 8.8 °C a été enregistrée a la station 2 durant le mois de Février.

Selon la grille d’appréciation de la qualité de I’eau en fonction de la température
(Monod, 1989) ; notre eau est de qualité normale (< 20 °C) a bonne (20°C - 22 °C) (Tab. 12)
(Annexe 11).
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1.1.2. LepH :
C’est 'un des parameétres parmi les plus importants pour la qualité de I’eau. Le
pH des écosystémes aquatiques est utilisé comme paramétre substitut pour représenter les

relations complexes entre la chimie de I'eau et les effets biologiques (ADE Guelma, 2015).
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Figure 26: Variation du pH de I’eau du Lac Tonga (Février- Mars-Avril 2015).

Selon le graphe ci-dessus (figure 26) Toutes les stations ont des valeurs qui oscillent
dans I’intervalle de neutraliser compris entre 7,39 a la station 1 durant le mois de Février et

8,22 ala station 1 durant le mois de Mars.

Ces valeurs présentent une neutralité approchée qui favorise le développement et la

croissance des micro-organismes ; ce qui est le cas majoritaire des eaux de surface.

La grille d'appréciation de la qualité de I'eau (Ministére algérien des ressources en

eau, 2009), nous a permis de déduire que la qualité de nos eaux est bonne (de 6.5 a 8.5).

1.1.3. La conductivité électrique :

La conductivité¢ électrique permet d’avoir une idée sur la salinité de I’eau. Une

conductivité élevée révéle soit des pH anormaux, soit une salinité élevée (Rodier, 2005).
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Figure 27 : Variation de la conductivité électrique de I’eau du Lac Tonga (Février-Mars-
Avril 2015).

Selon I’histogramme ci-dessus (figure 27) on marque que les valeurs enregistrées
durant toute la période d’étude sont trés proche au niveau de toutes les stations dont la valeur
maximale 345uS/cm a été enregistrée a la station 2 durant le mois d’Avril, et la valeur

minimale 242 S/cm a été enregistrée a la station 1 durant le mois de Février.

Ceci est di a I’augmentation de la température qui entraine 1’évaporation de I’eau qui

favorise la concentration des sels dans I’eau.

Selon les résultats de ce parametre et selon la grille d’appréciation en fonction de la

conductivité¢ (Monod, 1989) la qualité de notre eau est bonne (Tab. 13) (Annexe 11).

1.1.4. L’oxygeéne dissous :

L’oxygene constitue un excellent indicateur du fonctionnement du plan d’eau a
différents titres : sur le plan physique comme indicateur de pollution ; et biologique comme

vital aux organismes vivants (Sayad, 2008).
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Figure 28: Variation de I’oxygéne dissous de I’eau du Lac Tonga (Février-Mars-Avril
2015).

Selon les résultats illustrés dans 1’histogramme ci-dessus (Figure 28) on marque qu’il
n’ ya pas une grande différence d’un mois 4 un autre. Dont la valeur minimale 8.1 mg/l (81%)
a été enregistrée a la station 2 durant le mois d’Avril et de méme la maximale 10.23 mg/l
(102.3%) a été enregistrée & la station 1 durant le mois de Février. Ces teneurs n’expriment
pas une forte pollution organique (quantités faibles de matiéres organiques) de plus le

brassage des eaux entrainent une forte concentration de 1’0, dissous.

Selon la grille d’appréciation de la qualité générale de ’eau (Masson, 1988), notre eau
est de qualité bonne (Tab.14) (Annexe 11).

1.2. Les paramétres mesurés dans laboratoire :
1.2.1. Ion magnésium (Mg"?):

L’ion magnésium constitue un élément significatif de la dureté de l'eau, sa
teneur dépend de la composition des roches sédimentaires rencontrées (calcaires

dolomitiques, dolomies du jurassique ou du trias moyen) (Rodier, 2005).
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Figure 29 : Variation d’ion magnésium (Mg™) de ’eau du Lac Tonga (Février-Mars-
Avril 2015).

Selon I’histogramme ci-dessus (figure 29) La teneur en magnésium est obtenue avec
un maximum de 14.18 mg/l dans la station 2 pendant le mois Mars, alors que la valeur
minimale est de 10.34 mg/l, enregistrée au niveau de station 2 pendant le mois de Février,
cette derniere et due au précipitation. L’origine du magnésium dans 1’eau est la roche mére ou

circule cette eau.
1.2.3. Ion calcium (Ca*™):

Le calcium est un autre élément qui constitue la dureté de I’eau et sa teneur

varie essentiellement suivant la nature des terrains traversés (Aouissi, 2010).
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Figure 30 : Variation d’ion calcium (Ca*?) de I’eau du Lac Tonga (Février-Mars-Avril
2015).
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Le calcium est enregistré avec un maximum de 27.44 mg/l au niveau de station 1
pendant le mois de Février, alors que la valeur minimale de13.6 mg/l est enregistrée au niveau

de la station 2 durant le mois de Mars. Ceci est 1ié directement a la nature des terrains

traversés (roches sédimentaires et cristallines).

1.2.4. Le taux des sels dissous (TDS) :

La quantité des sels minéraux dissous influence la conductivité, D'une fagon générale,
elle est plus élevée dans les eaux souterraines que dans les eaux superficielles (Aouissi,

2010).
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Figure 31: Variation du taux des sels dissous (TDS) de I’eau du Lac Tonga (Février-
Mars-Avril 2015)

Nos résultats sont illustrés dans la figure 31, les valeurs enregistrées durant toute la
période d’étude sont trés proche au niveau de toutes les stations, ou la valeur maximale et de
225 mg/l dans la station 2 pendant le mois d’Avril, tandis que la valeur minimale 170 mg/l a
éte enregistrée dans la station 2 pendant le mois de Février. Celle-ci est due a I’augmentation

de la température.

1.2.5. La turbidité :

La turbidité d’une eau est due a la présence des matiéres en suspension finement
divisées tels les argiles, les limons, les grains de silice, les matiéres organiques.

L’appréciation de I’abondance de ces particules mesure son degré de turbidité (Rodier, 2009).
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Figure 32: Variation de la turbidité de I’eau du Lac Tonga (Février-Mars-Avril 2015).

D’aprés I'histogramme (figure 32). On marque que durant le mois de Février, on a
observé une valeur maximale de 51 NTU dans la station 1, tandis que la valeur minimale est

de 25 NTU, a été enregistrée au niveau de la station 1 durant le mois d’Avril.

D’une maniere générale les valeurs les plus élevées ont été observées pendant la

période pluviale.

Done, on peut conclure que la qualité de notre eau variée entre une eau légérement

trouble a trouble.
1.2.6. Matiéres en suspension (MES) :

Les matiéres en suspension comprennent toutes les matiéres minérales ou organiques
représentées par les produits des décompositions des matiéres végétales ou animales. A ces
composeés s’ajoutent les microorganismes tels que les bactéries, les planctons, les algues et les
virus. Ces substances sont responsables en particulier de la turbidité et de la couleur de 1’eau
(Hamdi et al., 2012).
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Figure 33: Variation des teneurs de MES de I’eau du Lac Tonga (Février-Mars-Avril
2015).

D’aprés le graphe ci-dessus (figure 33), Les valeurs enregistrées montrent des
variations spatio-temporelles trés importantes. Le maximum noté est de 47mg/1 dans la station
1, pendant le mois de Février et le minimum de 29 mg/l dans la station 1 durant le mois

d’Avril. Cela est dii a I’augmentation des sels et des particules en suspension dans cette eau.
1.2.7. La matiére organique(MO) :

Les matiéres organiques, sont des matiéres oxydables qui nécessitent pour leurs
décompositions une certaine quantit¢ d’oxygene. Elles vont appauvrir le milieu naturel en
oxygene, ¢’est pour quoi elles sont considérées comme des matiéres polluantes, elles sont une
source nutritive essentielle pour la prolifération bactérienne, constituées d’un vaste ensemble

de composés complexes et hétérogénes.
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Figure 34: Variation des teneurs de la matiére organique de I’eau du Lac Tonga
(Février-Mars-Avril 2015).
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On a enregistré une valeur maximale de 9.4 mg dans la station 2 pendant le mois de
février, tandis que la valeur minimale est de 5.5 mg enregistrée au niveau de la méme station
pendant le mois d’Avril. Cela est dii au taux élevé de 1’0, dissous enregistré durant le mois de
février.

1.2.8. Le Résidu sec (RS) :

Le résidu sec est la quantité de la matiére solide dans I’eau, c.-a-d. la somme des

matieres en solution et en suspension. Ces derniéres donnent 4 ’eau sa couleur brunitre et

parfois sombre, qui conditionne la pénétration de la lumiére dans le milieu influencant ainsi la

faune et la flore aquatique.
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Figure 35: Variation de Résidu sec de I’eau du Lac Tonga (Février-Mars-Avril
2015).

Le graphe illustré par la figure 35 montre que la valeur élevée 260.5 mg/l a été
enregistrée au niveau de la station 1 pendant le mois de Mars, tandis que la valeur minimale
111.1 mg/l 4 été enregistrée au niveau de la station 1 pendant le mois de Février.

L augmentation de résidu sec est due principalement & ’angmentation progressive de

la température.

2. Les analyses bactériologiques

Les résultats des analyses bactériologiques effectuées, présentent une grande diversité

bactérienne de point de vue quantitative et qualitative.
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2.1. Recherche et dénombrement des germes totaux :

La recherche de la flore totale permet de dénombrer les microorganismes (bactéries,
moisissures..) se développent dans des conditions habituelles de culture et représentent la

teneur moyenne en bactéries d'une ressource naturelle.

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 possible d'une

contamination bactériologique (Centre collaborant de ’OMS, 2007).

Au cours de notre travail, la recherche des germes totaux a été réalisée a une

température de 37°C durant les trois mois d’étude (Figure 36).
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Figure 36 : Estimation des Germes totaux a 37°C UFC/ml dans P’eau du Lac Tonga
(Février-Mars-Avril 2015).

D’apres I’histogramme ci-dessus nous démontrons la présence de la flore totale durant
toute la période d’étude ainsi qu’au niveau des deux points, et avec des valeurs trés proche,
dont la valeur 1a plus élevée (8230 UFC/ml) a ét€ enregistrée au niveau de la station 2 durant
le mois d’Avril car la température de I’eau est dans ce cas favorable pour la croissance de ces
microorganismes. et la valeur minimale (6340 UFC/ml) a ét¢ enregisirée au niveau de la
station 1 durant le mois de Février. Cet abaissement pourrait &tre le résultat du phénoméne de
dilution survenu apres une chute de pluie.

Selon ces résultats on peut dire que ces variations sont dues au fait que les sites sont

exposés a diverses sources de contamination qui différent d’un endroit a I'autre.
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2.2. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux :

La recherche des coliformes est primordiale du fait qu'un grand nombre d’entre eux
vivent en abondance sur les matiéres fécales des animaux a sang chaud et de ce fait

constituent des indicateurs de premiere importance (Duffour, 1977).
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Figure 37: Estimation des coliformes totaux/100ml dans I’eau du Lac Tonga (Février-
Mars-Avril 2015).

D’aprés le graphique ci-dessus, on marque la présence des coliformes totaux aux
niveaux de toutes les stations (S1, S2 et S3) ce qui indique la présence d’une contamination
fécale. Cette derniére atteinte sa valeur maximale (1650 CT/100 ml) au niveau de la station 2
pendant le mois d’Avril, dont la valeur minimale (1350 CT/100 ml) au niveau de la station 2
pendant le mois de Février. On peut traduire ce résultat par la présence de déjection animale

(des oiseaux d’eau, et des animaux domestique...etc.).

Aussi par le taux de dilution durant le mois de Février qui était plus élevé par rapport
au mois de Mars et Avril du fait des précipitations marquées au cours du mois de Février.

Donc la présence d’une contamination fécale récente.
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e Coliformes fécaux :

Les coliformes fécaux, ou coliformes thermotolérants, sont un sous-groupe des
coliformes totaux, dont La bactérie E. coli représente toutefois 80 a 90 % des coliformes
thermotolérants détectés (INSP DE Québec ,2003).
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Figure 38: Estimation des coliformes fécaux/100 ml de I’ean du Lac Tonga
(Février-Mars-Avril 2015).

L’histogramme ci-dessus nous montre un nombre élevé des coliformes fécaux
pendant les mois de Mars et Avril au niveau des deux stations (S1 et S2), dont la valeur

maximale (1485 CF/100ml) a été enregistrée au niveau de (S2).

Ces résultats sont expliqués par la présence d’une contamination provenant
principalement des déchets fécaux ; plus probablement ; d’origine animale (les oiseaux

d’eau), ainsi que les effluents d’élevage.

2.3. Recherche et dénombrement des streptocogues fécaux :
Le nombre de streptocoques fécaux est directement lié 3 la quantité de matiére fécale

animale se trouvant dans "eau (Aouissi, 2010).

D’aprés les analyses effectuées, on a obtenu des résultats qui varient entre les deux

stations ainsi que d’un mois 4 un autre.



graves telles que le botulisme et le tétanos ; c’est pour cette raison que la recherche de ces

derniers est trés essentielle dans le cadre de détermination qualitative d’eau (Rejsek, 2002).

2.5. Résultats des germes pathogénes :

Les germes d’origine fécale peuvent étre recherchés pour confirmer le danger mis en
évidence par leur présence, ainsi que d’autres germes d’origine non fécale dont leur risque ne
peut étre mise en évidence que par la recherche des germes pathogénes telles que:
Staphylococcus aureus, Salmonella, Shigella, Vibrio .. .etc.

Ces germes sont souvent présentés en faible concentration dans ’eau et peuvent se
développer en culture ; I’identification des colonies isolées est basée essentiellement sur
I’observation macroscopique et microscopique des colonies ; I’identification biochimique par
la galerie biochimique classique, les API systémes et d’autres tests. Les résultats sont résumés

sous forme des tableaux et des figures ci-dessous :

2.5.1. Caractére morphologique et coloration de Gram :
Tableau 16: Aspects macroscopiques et microscopiques des colonies bactériennes isolées

durant notre étude.

Observation
microscopique
-Bacilles, Gram négatifs,

Milieux de culture | Observation macroscopique

S8 -Colonies  petites, blanchitres,

plates, régulieres, lisses. (Fig 40) isolés.

-Colonies moyennes, marrons,

-Bacilles, Gram négatifs,

bombées, rondes, irréguliéres, | regroupés en amas.

lisses, opaques. (Fig 40)

-Colonies  petites, blanchatres, | -Bacilles, Gram négatifs,

Mac conkey i ; e .
rondes, bombées, lisses, | isolées ou regroupees.
translucides.

-Colonies moyennes, grisatres,
rondes, plates, réguliers, lisses,

opaques. (Fig 41)

-Bacilles, Gram négatifs,

isolées ou regroupees.

Heéktoen

-Colonies petites, marrons avec
centre foncées irréguliéres, plate,
lisse, opaque. (Fig 41)

-Colonies grandes, vertes foncées,
crémeuses,

circulaire, bombées,

-Coccobacilles, Gram

négatif, isolés.

-Bacilles, Gram négatif,

isolés, ou regroupés.
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opaque.
-Colonies petites, vertes avec

centre noir, lisses, bombées,

opaques.

GNAB -Colonies  petites, incolores, | - Bacilles droits, Gram

bombées, lisses, translucides. négatif, isolés.

-Colonies moyennes, blanchatres,

ronds, lisses, transparente.(Figd0) | -coccobacilles, Gram
négatif, isolés.

Chapman -Colonies petites, jaunes dorés, | -Cocci, Gram  positif,
rondes, lisses a contours | regroupées en amas (une
réguliers, opaques. grappe de raisin).
-Colonies petites, blanches, ronde,
bombeées, réguliers, opaques. -Cocci, Gram  positif,
-Colonie petites, jaunes, rondes, | isolés ou regroupés en
bombées, lisses, translucide diplocoques, et en amas

non réguliers.

Cétrimide Résultats négatives /

Figure 40: Aspect des colonies sur gélose SS 2 gauche et GNAB a droite (Photo prise par
Benalia et Bouchair le 03/03/2015)

Figure 41: Aspect des colonies sur gélose Mac Conkey a gauche et Hectoén 2 droite

(Photo prise par Benalia et Bouchair le 26/3/2015)
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2.5.2. Résultats de P’identification biochimique :

o Profil biochimique des Staphylococcus :

L’aspect macroscopique et microscopique (coloration de Gram) des colonies isolées

sur milieu Chapman sont présentées dans les figures suivantes :

P
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Figure 42 : Aspect des colonies Figure 43: Cocci a8 Gram positif en
sur milieu Chapman Diplocoque (objectifx 100).

(Photo prise par Benalia et Bouchair le 26/03/2015)

¢ Identification par la galerie biochimique classique :
Les especes bactériennes identifiées par la galerie biochimique classique sont

résumees dans le tableau et la figure ci-dessous.

Tableaul7: Les espéces identifiées par la galerie biochimique classique.

Milieux de culture Espéce identifiées
Raouetella ornithinolytica
SS Proteus mirabilis

Citrobacter Koseri
Enterobacter amnigenus
Klebsiella oxytoca
Héktoén Aeromonas salmonicida

E.coli

Proteus vulgaris
Pontoea ssp 2
Mac Conkey Citrobacter braakii
Aeromonas hydrophila gr. 1
Aeromonas hydrophila gp2
GNAB Proteus mirabilis

Klebsiella oxytoca
Raouetella ornithinolytica
Chapman Staphilococcus epidermidis




CHAPITRE I BESULTATS ET DISCUSSION

Figure 44: Résultats de quelques galeries biochimiques classiques (Photo prise par
Benalia et Bouchair le 10/03/2015).
e Identification par les API systémes :

Les espéces bactériennes identifiées par les API systémes sont résumées dans les

tableaux et les figures ci-dessous :

Tableaul8: Les espéces identifiées par PAPI 20 E et YAPI 20 NE.

API Systéme Milieux de culture Espéce identifiées

Hektoén Enterobacter sakazakii
API20 E Shigella spp
Mac Conkey Chryseomonas luteola
Milieu SS Serratia odorifera
API 20 NE GNAB Vibrio vulnificus

Aeromonas hydrophila

Figure 45 : Profil biochimique de la souche Enterobacter sakazakii.
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Figure 47: Profil biech

Figure 48 : Profil biochimiqde de Ia souche Aeromotias hydrophfla.

Tableau 19: Répartition des espéces bactériennes isolées pendant les deux prélévements
entres les stations.

Especesbacteriennes Si S2
Enterobacter sakazakii X
Shigella spp X
Aeromonas hydrophila gr. 1 X
Proteus vulgaris X X
Pontoea ssp 2 x
Citrobacter braakii x
E.coli X <
Aeromonas hydrophila X X
Aeromonas salmonicida x
Kiebsiella oxytoca x
Enterobacter amnigenus %
Citrobacter koseri X X
Chryseomonas luteola
Serratia odorifera
Vibrio vulnificus X
Aeromonas hydrophila gp2
Raouetella ornithinolytica X
Proteus mirabilis X X
Staphilococcus epidermidis

o
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Conclusion

Les zones humides algériennes classées comme site « Ramsar» sont
"vraisemblablement” nombreuses. Leurs fonctionnements et leurs hydrologies tributaires ont
souvent des conditions climatiques qui puissent permettre, durant certaines périodes de
I’année, a I’installation et a la prolifération des micro-organismes pathogenes. Le Lac Tonga
situé dans le P.N.E.K Nord- Est de I’Algérie (la Numidie Orientale) se définit comme un lac
d’eau douce permanent qui s’étale sur une superficie de 2000 ha. Il obéit a un climat
méditerranéen, sub-humide caractérisé par deux saisons distinctes ; 1’une seche et chaude et
I’autre pluvieuse et froide. Il présente 1'un des hydro systemes les plus diversifiés de notre
pays. Il est classé parmi les zones humides d'une importance internationale et ce, pour son

réle primordial dans le maintien de I'avifaune aquatique durant I’hivernage de cette dernicre.

Ce travail s’inscrit dans une problématique dimensionnelle générale visant la
détermination de I’état de santé des eaux de ce lac et pour cela on a entamé 1’étude de la
qualité Physico - Chimique et Bactériologique durant trois mois successifs (Février, Mars,

Avril 2015).

Nos résultats des analyses bactériologiques obtenus au cours de notre étude ont montré
la présence d’une contamination fécale (coliformes et streptocoques fécaux) plus ou moins
¢levée qui provient principalement des rejets des oiseaux aquatiques occupants ce lac durant
la période d’hivernage. Ainsi qu’une grande variété des germes pathogenes (Staphylococcus,

Klebsiella, Aeromonas ... etc).au niveau des deux stations ciblées par notre étude.

D’apres les paramétres physico-chimiques qu’on a pu mesurer au cours de notre étude

et les résultats obtenus, on peut en conclure que notre eau est légerement polluée.

En recommandation, pour maintenir 1'équilibre de cet écosysteme, il est amplement
conseillé de ne plus utiliser ces eaux en irrigation et limiter l'utilisation intensive des engrais
chimiques synthétiques dont 1’organisation des campagnes de sensibilisation visant les
riverains sur la protection de I’environnement. Ceci reste le meilleur moyen afin de conserver

ces ecosystemes.
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Résumé

Le lac Tonga est situé 4 36° 49 N-8° 32’ E a I’extréme nord-Est du Parc National d’El
Kala (wilaya d’El Tarf) Algérie. L’un des principaux réservoirs de biodiversité du bassin
méditerranéen. Son fonctionnement et son hydrologie sont souvent tributaires des conditions
climatiques permettant dans certaines périodes de 1’année, a I’installation et la prolifération de
micro — organismes pathogénes. Vue de la grande importance écologique de ce plan d’eau et
dans ce contexte la présente étude a pour I’objectif d’évaluer le degré de pollution

bactériologique et 1’état physico-chimique des eaux de ce lac.

Au cours de notre travail et durant trois mois (Février, Mars et Avril 2015), le
dénombrement des germes indicateurs de contamination fécale a montré la présence d’une
concentration plus ou moins moyenne en coliformes et en streptocoques fécaux surtout au
niveau de la station deux (S2), ainsi que la présence de quelques germes pathogénes
(Staphylococcus, Klebsiella, Aeromonas...etc). au niveau des deux stations.les résultats
montrent que les eaux de ce lac sont de qualité moyenne. Dont les résultats des analyses

physico-chimiques effectuées montrent que la qualité de notre eau est de bonne a passable.

Enfin, et selon les résultats obtenus au cours de cette étude on constate que cet
écosystéme est 1égeérement pollué, mais il serait recommandé de ne pas exploiter I'eau de cette
zone humide afin de maintenir son équilibre, aussi d’¢loigner les zones de péturage a des

endroits qui ne causent pas des dangers et des perturbations environnementales.

Mots Clés : Lac Tonga, zone humide, contamination fécale ; germes pathogénes, paramétres

physico-chimiques ; écosystéme aquatique.



Astract

Tonga Lake is located at 36 © 49 'N 8 ° 32' E in the extreme North-East of El Kala’s
National Park (wilaya of El Tarf) Algeria. It’s one of the main reservoirs of biodiversity in the
Mediterranean pond. Its functioning and its hydrology are often dependent on climatic
conditions that allows in certain periods of annual times, in the installation and proliferation
of pathogen micro-organisms. View of the great ecological importance of this body of water
and in this context, the present study has the goal to assess the level of bacteriological

pollution and physico-chemical state of this lake’s waters.

During our workand for three months (February, March and April 2015), the
enumeration of microbs, indicators of faecal contamination has shown the presence of more
or lessaverage concentration of coliforms and faecal streptococcie specially in the second
station (82 ), as well as the presence of some pathogens (Staphylococcus, Klebsiella,
Aeromonas ... efc) in the two stations. These results show that the waters of this lake have an
average quality. The results of physico-chemical analyzes showed that the quality of our

water is of good to passable.

Finally, and according to the results obtained in this study, we see the this ecosystem
is shightly polluted, but it would be advisable not to use water from the wetland to maintainits
balance, also to take a way grazing areas in places that do not cause dangers and

environmental disturbances.

Key words: Tonga Lake, wetlands, fecal contamination, pathogens, physicochemical

parameters, aquatic ecosystem.
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Le taux des sels dissous (TDS) :
La quantité des sels minéraux dissous influence la conductivité, la mesure qui permet

de déterminer la quantité totale de sels minéraux dissous dans I’eau qui est appelée le TDS.

La mesure de la TDS se fait dans le laboratoire a I’aide d’un TDS meétre en mettant
une quantité de I’eau a analysé dans une cuve stérile et la introduire dans cet appareil (Rodier,
1996) (ADE Guelma, 2015).



ANNEXE 02

La turbidité :

La turbidité d’une eau est due a la présence des matiéres en suspensions finement
divisées : argiles, limons, grains de silice, matiéres organiques, algues, micro-organismes, etc.

(Rodier, 2009).

C’est un parametre important dans le contrdle de la qualité des eaux. Une turbidité

forte peut permettre a des micro-organismes de se fixer sur des particules en suspensions.

L’appareillage utilisé est une cuve stérile et un turbidimétre appelé aussi néphélométre.
< Mode opératoire

-Remplir la cuve stérile avec I’eau a analyser

-Appuyer sur le bouton mesure.

-Faire la lecture aprés la stabilisation de turbidimétre.

L’unité usuelle de la turbidité est la NTU.

-NTU<S.............................. Eau claire.

-5<NTU<30...........................Eau légérement trouble.

-NTU>50..............................Eau trouble (ADE Guelma,2015).
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Détermination des matiéres en suspension (MES) :

< Principe :

L’eau est filtrée et le poids de matiéres retenues par le filtre est déterminé par pesée

différentielle.
% Matériels :
-Dispositif de filtration sous vide ou sous pression (rampe).
- Membranes de filtration.
-Etuve réglable.
< Mode opératoire
-Mettre les membranes filtrantes dans une étuve a 105°C pendant 20mn.
-Laisser refroidir dans le dessiccateur.
-Ensuite les peser soit Py :poids des membranes avant filtration.

-Placer les membranes dans la rampe a filtration et faire passer 200ml d’eau a analyser a

travers.
-Rendre les membranes a 1’étuve (105°C) afin de les sécher pendant 20 mn.

-Les laisser refroidir au dessiccateur puis les peser une 2°"¢ fois soit P, : poids des

membranes apres filtration.
*Expression des résultats :

MES (Mg/L) = (P;-P,) x5x1000
P; : poids des membranes avant filtration.

P; : poids des membranes aprés filtration (ADE Guelma, 2015).
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Détermination des matiéres oxydables en milieu acide (MO) :
% Principe :

L’opération consiste a mesurer, en milieu acide et en milieu alcalin, la quantité d’oxygene
utilisée pour la réduction du permanganate de potassium par les matiéres organiques

d’origines animale ou végétale contenues dans une eau.
% Réactif :

-Solution d’acide sulfurique 50%

-Solution de permanganate de potassium N/80.

A préparer a partir d’une solution N/10 récemment titre.

Vérifier le titre de cette Solution.

1ml de la solution N/80 correspond a 0.1mg d’oxygene.

-Solution d’acide oxalique N/80. A préparer a partir d’une solution N/10 récemment titre.
< Mode opératoire :

Introduire dans un erlenmeyer de 500ml, 100ml d’eau a analyser et 10ml d’acide
sulfurique a 50% ajouté 10ml de solution de permanganate de potassium N/80. Porter
I’échantillon a I’ébullition ménagée pendantl0 min a partir du moment ou les bulles en
formation au fond du ballon viennent crever la surface du liquide. Ajouter ensuite 10ml
d’acide oxalique N/80 pour décolorer. Revenir immédiatement a la teinte rose faible mais

persistante a I’aide d’une burette graduée, la solution de permanganate de potassium IN/80.
Faire un essai a blanc en opérant dans les mémes conditions (ADE Guelma, 2015).

*Expression des résultats :

MO (Oz/ l) = Vech"Vblan



Détermination du résidu sec (RS) :
< Principe :
Le résidu sec correspond au poids de la totalité des matiéres par litre d’eau.
Une certaine quantité d’eau bien mélangée est évaporée dans une capsule tarie.
Le résidu desséche est ensuite pesé.
% Matériel :
-Capsule en porcelaine.
-Balance analytique.
-Etuve réglable.

< Mode opératoire :

-Tarer une capsule préalablement laver, rincer avec de |’eau distillée et dessécher.

-Prélever 200ml d’eau a analyser.
-Porter a I’étuve a 105°C pendant 24 heures.
-Laisser refroidir pendant ¥ heure aux dessiccateurs.
-Peser immédiatement et rapidement.
*Expression des résultats :
RS(Mg/L)= (PP-PV) x5x1000
PP : le poids plein de la capsule.

PV : le poids vide de la capsule (ADE Guelma,2015).



Détermination du calcium (Ca2+) :
< Principe

Le principe est identique a celui de la méthode complexometrique décrite pour la dureté

totale.

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

n’intervienne pas. Par ailleurs, I’indicateur choisi ne se combine qu’avec le calcium.
% Réactifs :

-Indicateur colore : Murexide.

-Solution ’EDTA (IN/50) (C1oH;4N2Na;052H,0) : (0.02N ou 0.01M).

-Solution d’hydroxyde de sodium a 2N.
% Mode opératoire :

-Introduire 50ml d’eau a analyser dans un erlenmyer au col large.

-Ajouter 2ml de solution d’hydroxyde et quelques graines d’indicateur colore.

-Verser la solution d’EDTA jusqu’au virage du rose au violet soit V le volume de solution

d’EDTA verser.

*Expression des résultats : La détermination du mg/l de calcium est donnée par la formule
suivante :
V1*Cepra*Mca+

mg/l Ca2+= *1000
PE

D’ow: V1: Volume d’EDTA nécessaire pour une concentration donnée.
C : Concentration molaire d’EDTA (0.01M/1).

Mpca2+: Masse molaire du calcium en g.
P.E : Prise d’essai (volume de I’échantillon nécessaire pour ce dosage).

F : Facteur (ADE Guelma, 2015).
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Donc : V1*#0.01*¥F*40.08
mg/l Ca2+= *1000
50

(Ca2+)(Mg/L) =V1xFx8



ANNEXE 07

Détermination du magnésium (Mg2+) :

< Principe

Titrage molaire des ions calcium et magnésium avec une solution de sel disodique de
I’acide éthyléne diamine tétra acétique (EDTA) a pH =10. Le noir érichrome T, qui donne une
couleur rouge foncé ou violette en présence des ions calcium et magnésium, est utilisé comme

indicateur.
< Réactif
-indicateur colore : noir eriochrome T.
-Solution d’EDTA (N/50) (C10H4N>Na,0s2H,0) : (0.02N ou 0.01M).
-Solution de NH4OH.
% Mode opératoire :
-Indicateur S0ml d’eau a analyser dans un erlenmyer au col large.
-Ajouter 2ml de solution de NH4OH.
-Une pincée de noir eriochrome T.

-Verser la solution d’EDTA jusqu’au virage de couleur bleue V2.

*Expression des résultats : La détermination du mg/l de magnésium est donnée par la

formule suivante :
(Mg2+) (mg/ml) = (V5-V;) xCgprax FXM (Mg™)/PE
D’oti: V,: Volume titré de calcium et magnésium.
Vi: Volume titré de calcium.
C : Concentration molaire ’EDTA (0.01M/1).
Mg : Masse molaire du magnésium en g.

P.E : Prise d’essai (volume de 1’échantillon nécessaire pour ce dosage).
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F : Facteur (ADE Guelma, 2015).

Donc : (Mg*?) (mg/l)= (V2-V1) x0.01xFx24x1000/50
(Mg*?) (mg/l)= (V2-V;) xFx4.8

Facteur
-50ml de solution mére de CaCl,.
-02ml de NaoH (02N).
-Une pincée de Murexide.
-Titre par EDTA (N/50) jusqu’au virage de la couleur violet.

F=12.5/V(EDTA)
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Tableau 08 : Caractéres d’identification biochimique de Shigella (Sayad, 2008).

Milieu Tests Shigella
Glucose +
Lactose -
TSI Saccharose -
H,S -
Gaz -
Mannitol — mobilité Mobilité -
Uréase -
Urée — indole
TDA -
Citrate de Simmons Citrate -

Tableau 09 : Lecture et interprétation des tests biochimiques du milieu TSI.

La pente Le culot
Lactose Jaune : fermentation de lactose
— et/ou saccharose _
Rouge : pas de fermentation
Glucose - Jaune : fermentation du glucose
Rouge : pas de fermentation
H,S Apparition d’un noircissement entre le culot et la ponte
Gaz Présence des bulles de gaz




Tableau 10 : Lecture d’API 20 E

QTE Résultats
Tests Composants (mg/cu | Réactifs / Enzymes . .
) Négatif Positif
2-nitrophényl o
) ) Ortho NitroPhényl- : :
ONPG | BDgalactopyrano | 0,223 i . incolore jaune
i BDGalactopyranosidas
side
e)
. .. . . /
ADH L-arginine 1,9 Arginine DiHydrolase jaune i .
orangé
LDC L-lysine 1,9 Lysine DéCarboxylase jaune SOER /
orangé
e )
ODC I-ornithine 1.9 OrnithineDéCarboxyla Sanme rouge'/
se orangé
e 3 leu-
CIT trisodium citrate | 0,756 | utilisation du CITrate ve‘rt palal Blehpei)
jaune bleu
sodium . incolore / dépot noir /
075 4 . .
Ha5 thiosulfate W prycuction ¢ ELS grisatre fin liseré
URE urée 0,76 UREase jaune rouge /
orangé
Tryptophane TDA / immédiat
TDA L-tryptophane 0,38 DésAminase [ mamzn-
rougeatre
JAMES / immédiat
IND L-tryptophane 0,19 production d’INDole 1ncolf)re
vert pale / rose
jaune
roduction d'acétoine LR v T
. u é
VP sodium pyruvate 1,9 P incolore / rose
(VogesProskauer) R rose / rouge
péle
$lati . . — iffusi
GEL . g.e a 1ne. 0,6 Gélatinase (GELatine | non diffusion 41fﬁ1s10n dl.l
(origine bovine) pigment noir
Fermentation jaune / jaune
D-gl . - :
GLU glucose 1,9 oxydation(GLUcose) bleu / bleu-vert arts
fermentation /
MAN D-mannitol 1,9 oxydation bleu / bleu-vert jaune
(MANRitol)
INO inositol 1,9 teymentafion / bleu / bleu-vert jaune
’ oxydation (INOsitol) ]
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SOR

D-sorbitol

1,9

fermentation /
oxydation
(SORbitol)

bleu / bleu-vert

jaune

L-rhamnose

1,9

fermentation /
oxydation

(RHAmnose)

bleu / bleu-vert

jaune

SAC

D-saccharose

19

fermentation /
oxydation
(SACcharose)

bleu / bleu-vert

jaune

MEL

D-melibiose

1,9

fermentation /
oxydation

(MELibiose)

bleu / bleu-vert

jaune

AMY

amygdaline

0,57

>

fermentation /
oxydation
(AMYgdaline)

bleu / bleu-vert

jaune

ARA

L-arabinose

1,9

fermentation /
oxydation
(ARADinose)

bleu / bleu-vert

jaune

OX

(voir notice du test

oxydase)

cytochrome-OXydase

(voir notice du test oxydase)
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Tableau 11 : Lecture d’API 20 NE

Résultats
Tests Substrat Enzymes/Réactions
Négatif Positif
Réduction des nitrates NIT1+NIT2/5mn
itrit
NO; Nitrate de potassium en - es. Incolore Rose-rouge
Réduction des nitrates ZN/5mn
en azote Rose Incolore
- 5 TRP /3-5 mn
TRP Tryptophane Formation d’indole s i
GLU Glucose Fermentation Fermentation Bleu a vert Jaune
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Ornge/rose)
rouge
URE Urée Uréase Jaune Crge/iose!
rouge
ESC Esculine Hydrolyse Jaune Gns/mgrron/
noir
Pas de .
GEL Gélatine Hydrolyse diffusion dy | Diffusion du
wigment pigment noir
p-nitro-phényl- ) .
PNPG BDgalactopyraneside [-galactosidase Incolore Jaune
GLU Glucose
ARA Arabinose
MNE Mannose
MAN Mannitol
NAG N-acétylglucosamine
MAL Maltose Assimilation Transparence Trouble
GNT Gluconate
CAP Caprate
ADI Adipate
MLT Malate
CIT Citrate
PAC Phényl-acétate
(0),¢ Tetrame;cil;yl-pp :enylene Cytochrome oxydase Incolore Violet
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Tableau 12 : Grille d'appréciation de la qualité de 1'eau en fonction de la température

(Monod, 1989 ).

Température Qualité Classe
<20°C Normale 1A
20°C-22°C Bonne 1B
22°C-25°C Moyenne 2
25°C-30°C Meédiocre 3
>30°C Mauvaise 4

Tableau 13 : La grille de la qualité des eaux des riviéres selon la conductivité électrique

(Monod, 1989).
Conductivité électrique Qualité des eaux Classe
CE20°C (uS/cm
CE20°C <400 Bonne 1A
400< CE20°C <750 Bonne 1B
750 < CE20°C < 1500 Passable 2
1500< CE20°C <3000 Meédiocre 3

Tableau 14 : Qualité des eaux en fonction du pourcentage de saturation en oxygéne

dissous (Masson, 1988).

% de
saturation 91a110 71290 51a70 31a50 <30
en oxygeéne >130
Qualité Excellente Bonne Passable Mauvaise Tres
mauvaise
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Tableau 07 : Tableau de Mac GRADY (Mouffok, 2001).

3 tubes par dilution
Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre Nombre
caractéristique | de cellules | caractéristique | de cellules | caractéristique | de cellules
000 0.0 201 14 302 6.5
001 0.3 202 2.0 310 4.5
010 0.3 210 1.5 311 7.5
011 0.6 211 2.0 312 11.5
020 0.6 212 3.0 313 16.0
100 0.4 220 2.0 320 9.5
101 0.7 221 3.0 321 15.0
102 1.1 222 3.5 322 20.0
110 0.7 223 4.0 323 30.0
111 1.1 230 3.0 330 25.0
120 1.1 231 35 331 45.0
121 1.5 232 4.0 332 110.0
130 1.6 300 2.5 333 140.0
200 0.9 301 4.0




Milieux utilisés

[M1]- Eau peptonée exempte d’indole : pH=7.2

Peptone exempte d'indole aquatique ........................ 10 g/
Chlorure de sodium aquatique.............cccoeeeereiereennene 5 g/l
Eau distill€e.......cooovveeiieiiieieecceeen 1000 ml

Peptone .......ccooveviiiiiii e 5 g/l
Extrait de viande .............occeevveeiiiiiiieieeee e 5¢/1
LaCtOSE ....cooviiiiiie e 5¢1
Pourpre de bromocrésol .............ccoeveereriiineennnnee. 0.025 g/l
Eau distillée .........occevviiiiniiiiiiieeceeeee e 1000 ml

[M3]- Milieu de Rothe S/C : pH=6.8

TIYPLONE .. 20 g/l
GIUCOSE ..o 5¢/1
Chlorure de sodium ...........ccccoevvevveeveveeeeieeeereeeennn. 5 g/l
Phosphate bi potassique ..........cccceevevvrieeervieninnnn. 2.7 g/
Phosphate mono potassique ............coccoceeerveevenene. 2.7 g/
Acide de SOdium ..........cccoeevivieieniinieiiiiee e 0.2g/1
Eau distillée .........ccooovvviiieiiiicicecececeeeee 1000 ml

[M4]- Milieu Schubert : pH=7.4

TEPIAOPIENE ssssassncossdsssmmesinss os s ssssosmansn soss dusas seses 0.4 g/
Acide glutamique .............ccceeeeeivieeieeieeeieeree 04¢g1
Sulfate de magnésium .............cccccoevvevivveceeerienennn, 1.4 g/l
Sulfate d'ammonium ...............cccoceevveeieieieeiennee, 0,4 g/
Citrate de sodium ..............coooeevevieiiicieecieeene, 0,5 g/l
Chlorure de sodium ..........ccccoevveiieiieciiiiieicrnen 4,0 g/l
Peptone ........cccccveviveviiiiecie e 20,0 g/
Mannitol ..........coooveeeeieieiieeeece e 1.5¢g1
Eau distillée .........ccocoovviviiiiiiicccicececeee 1000 ml

[MS]- Milieu de litsky : pH =6.8

Peptone ......cccoovveiiiieiieiie e 20 g/l
GIUCOSE ..ot 5¢1
Chlorure de soditum .............coeevveeveeeeeiecieeeee e, 5¢1
Phosphate bi potassique ............ccooevveeverreieieneenene. 2.7 g/l
Azothvate de sodium ............ccoevvevieeiciieeciieeen, 0.3 g1
Ethyle- VIOt ......cc.oovveeieicviiiceceeececeev e 5 g/l

Eau distill€e ..........oceoeririiiiiiceccceeeen 1000 ml
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[M6]- Bouillon nitrate : pH = 7.2

Infusion coeur-cervelle..........cooooeiiiiiiiiiiiiiiiies 25.0 g/l
Nitrate de SOdium ..........cceevveeveeeeiieieiie e 10.0 g/1
Eau distillée ..........ccooevveiiiiieiieiee e 1000 ml

[M7]- Clark et Lubs (Bouillon) : pH=7.5

Peptone .......cooovevivieieiieeee e 5.0 g/
GIUCOSE ... 5.0 g/l
Hydrogénophosphate de potassium ........................ 5.0¢g/1
Eau distillée ...........coooeeiieieeiies e 1000 ml

[MS8]- Eau Peptonée Alcaline (EPA) : pH = 8.6

POIIBI: ..o st b 20 g/l
Sodium chloTure .........c.ccooevveiieiiecieeeeeceeeee e 30 g/l
Bati thSHIIBE ..........uns cammsnnsasessraminssussnsansasssenssssases 1000 ml

TIYPLONE ..o 5g/1
GIUCOSE ..ot 1g1
Extrait de levure ............c.cocoveviiiiiiieiciieieceee 2.5¢g/1
GEIOSE.....vecvvieciieeeeeeteeeeee et 15 g/l
Eau distillée ..........ccoveveiiieieiciccceceee, 1000 ml

[M10]- Chapman: pH=7. 5

Peptone bactériologique ............coceevvvevrieviecneecnienen. 10 g/l
Extrait de viande de beeuf ............cooeivviiiivreiinn, 1gl
Chlorure de sodium ...........ccccceeevevvieireiciicieeeeeeneee. 75 g/l
Mannitol ..o, 10 g/
Rouge de phénol ...........cccooveviveiiviiiiiecree, 0.025 g/1
AGAT .o 15 g/1
Eau distillée .......cccooovviiiiiiiiiiececcceee e 1000 ml

[M11]- Mac conkey: pH=7.1

Peptone bactériologique ...........ccoeevvveveeeeceeeneennnne. 20 g/l
NElE BINGIEES. ooocsmimcmseiss 5.5 miminnibsirmmnnsissmmiokammmes 1.5g/1
Chlorure de sodium .............ccoooveveeeeeeereieeeeeeeane. 5¢g/1
TSRS cumsinntomoss 5645005, B mmnomsmm e amemsmsommmammanons 10 g/l
ROUBE MOIAES ;oo ucrovasrauinansosniosons sassnsi s o is s ssisbsisss sn 0.03 g/l
ISl YAOLBE . cosoinimisssisssaimsmmmmmamsnsinmsseserasssmerann 0.001 g/
BUBAL . i cnsrucn ssssis s aisiidinn fhoisb summssmsamssnen fnsmamssss s smsase 15 g/l

Eau diStillée ......ooooeeeeeeeee oo eeeens 1000 ml



[M12]- Gélose viande foie (VF) : pH=7.1

Peptone pepsique de viande et de foie .................... 30 g/l
R ITEOIEE v 55t B AR5 2 ¢/
Peptone de pélatineg. ... s assmcmvasammnsenss 16.0 g/1
Peplone de CasBIng .........cum s s nosmmsssis 10.0 g/l
Bromure de tétradonium (cétrimide) ..................... 0.2 g/
AoTde DEAIXTIGUS uocimmisns i asasmssan 15.0 mg/l
Sulfiate de potasSiii. s« susasmmssasnsssmssamsm s 10.0 g/1
Chlorurs de TagnéSIUD ......cusumsssssssnss sesuassassnosssssos 1.4 g/l
AGAT oo 10 g/
Eau distillée......cocoviiiiiiiiiceeeceee e 1000 ml

[M13]- Milieu Hektoen : pH =7.5

Peptone pepsique de vIande ..ssssesse s 12 g/l
Extrait de 1evure ...........ccoovveiviiiierieeceeeee e 3¢l
Sels DTHITER v sinommmmses i s s 9 ¢/l
TTHEETERS . .50 ST S5 e 12 g/
S ATEIUAIIEEL. .. coosmiso moemrrmmons o im0 5555 12 g/
RHIIGRIE.... .o i 0 A A 2 g/l
Clilerire de Soiiom. . commssmos o s asaumssssmmssssamsss 5¢1
Hypesilfite de 5ol .veseomummmmamusonnssumns 5¢l
Citrate de fer ammoniacal ...............cccooceevvevieeennnn. 1.5¢g/1
Bleu de bromothyimol . s smmmssssmmmss 0.0064 g/1
L3051 E R T L A ———— 0.04 g/
(€101 SR 14 g/l
B, AiBHIIGR: .o conmmmss insmsmommuninn. o oo smmmmmmssensssnn 1000 ml

[M14]- Gélose Salmonnella-Shigella (SS) : pH =7

Extrait de viande de baeuf .............ccoeviiviiiieiiiiene. 5¢gl
Bio-polytone.........coceeviiiiieiiiiieiciieee e e 5¢/1
SelShIlIArES ........covvevieiicieiie e 8.5¢g/1
LACOSE ..c.vveeeeeece e 10 g/l
Citrate de soditm ...........cccceeeveevevievicicieeceeee e 85¢gl
Thiosulfate de sodium .............cccooevvivieiiiiiiecieene 8.5¢g/1
CATAEE FETRGIE .en.iieon oremmmsrass ssmmsmmmm e smmesmmebion s ianan s 1¢g1
Vertbrillant ............ccoovveeeieiiiiiiieceeee 0.330 mg/1
ROUGBTIBUIIE: ......commmnsmnsansmmnssa senrmmmressasasssmmssmsmssnes 0.025 g/l
AGAT .o e 13.5 g/
Eau distillée .........cooevvieieiciiiecee e 1000 ml

[M15]- Gélose Cétrimide : pH=7,1

Peptone de gélatine .............ccceeeeeveeeneeiiieecieceenens 16 g/l
Peptone de caséine ............coceeveeviirieieniieniiieeienenn 10 g/l
Bromure de tétradonium (cétrimide) ...................... 02g/1
Acide nalidiXique .........ccoovevverieriiiiiee e 15 mg/l
Siiltate de polaBg . oismsmmmsmmmsssssms: 10 g/1

Chiorue g MagnBSIII s 1.4 g/l
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AGAT .o s 10 g/l

[M16]-Gélose GNAB : pH = 8.6

PEPLONE ...t 10 g/l
Extrait de viande ...........cccccoeeiiiiiiiieiiiiee e 3¢l
Chlorure de sOditm ...........cccccovvevueeeiienieeerceeeeieeneens 5¢1
Biledeboeuf ........cooovviiiiiiiee 2 g/l
AGAT ..o s 8.6 g/l
Eau distill€e ........c.ooveviriiiiiiiieiecececeeee 1000 ml
[M17]- King A: pH=7.2

Peptone dite "A" .......coovieeeeee e 200 g/1
DO cosnimsitncmputgisonions St el sk o et 10 g/l
Sulfate de potassium.............ccceverireieereeereeiieennes 10 g/
Chlorure de magnésium ...............cccocoeveeeveerecnennnnn. 14 g/l
ABAT i 12 g/l
Eau distill€e ........ccoovviiiiieiiiicceceeeeee 1000 ml

[M18]- King B: pH=7. 2

Peptone dite "B" ..........oooeieic e, 20 g/l
GLYCEIOL ... 10 g/l
Hydrogénophosphate de potassium......................... 1.5g/1
Sulfate de magnésium heptahydraté........................ 1.5 g/l
AGAT ..o 12 g/l
Eau distillée .........ccooovviiiiiiiieieccieeeeceeee 1000 ml

[M19]- Citrate de Simmons : pH="7.1

Citrate de sodium ...........ccoceeeevveriviecieecieeceeeee 1gl
Bleu de bromothymol............c..ccoveeviviiieniciiine. 0.08 g/1
CHIOTOIE (8 SOAMMII o usscues .6 ssmmnsssnsn s 5o s 555 ci5mssoman 5¢/l
Sulfate de magnésium .................ccoevevvveieviineennnne. 0.2 g1
Hydrogénophosphate de potassium............................ 1g1
Dihydrogénophosphate d'ammonium......................... 1g1
AGAT ..o 15 g/l
Eau distillée .........coooeeveeriiiiiiiiciccceeeceee 1000 ml

[M20]- TSI (gélose glucose — lactose — saccharose - H,S): pH =7

Peptone .......cocooiiiiiiiiieec e, 15 g/l
Extrait de viande .............ccccoeevveiiiiiciiceceeeeee 3¢l
Extrait de 1eVure .............ccocooveieeeeeiiiiceeecceeee e 3¢l
Peptone pepsique de viande ..............cooeeiiieiiiiinnn. 5¢1
GIUCOSE ..., 1 gl
LacCtOSE .oovvevveeviiieeeicteeeee e 10 g/1
SACCHATOSE .....cvvevieviiiiicriecie et 10 g/l

Rouge de phénol ..........c...coooeevviviiceeiecieeen. 0.024 g/1
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Chlorure de soditm ..........ccocoeevevierieiniceeiee e 5 ¢/l
Sulfate de fer II (Pasteur) ............ccccoevveeiiecveennen. 02g1
Thiosulfate de sodium .............c..cocveviieeiiiiiiieen, 0.3 g1
L V. 11 g/l
A8, ot s S 1000 ml

[M21]- Milieu mannitol-mobilité : pH = 7.4

Peptone trypsique de viande .............ccoceeivienennnnen. 20 g/l
Mannitol .........ooovevivieniiiicee e 2 g/
BT 55565500 i it emmanb amamsinam s smonmas s 1g/1
Rouge de phénol 1% ........cccoevvieieiiiiecieeee e 4 ml
b 1 1 4 g/l
Bl GHSHIIEE cocsssnsvcs susoss o mminn snissniss.nis s inins i mmkions 1000 ml

[M22]- Milieu SFB

Formule approximative par litre

Digestion pancréatique de caséine............................. 5,0 g/l
B RORE i nih oo .35 65508358 bk A 4,0 g/l
Sélénite de sodium.........cccocovveirereeirieeecieee e 4,0 g/l
Phosphatede sodium................ccoovevieeeerieecennne. 10,0 g/

[M23]- Milieu Urée-Indole :pH final : 6.7 +/-0.2 4 25°C

En grammes par litre d'eau

L-Tryptophane .....................coooeee i enn ... 3,00g/1

Phosphate monopotasique ........................... .....1,00g/l

Phosphate dipotassique .............................. ......1,00g/l

Chlorure de sodium ....................................... 5,00g/1
Urée ..o 111 ..20,00g/1
Rougede Phénolal1% .....................................2,50ml
Alcoola95% ..., 10,00 m
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Réactifs utilisés

[R1]- Réactif de Vosges Proskauer (VP): Pour la recherche de I’acétoine.

VP1:
Hydroxyde de potassium .............cccoeevvevieevrennieennnne. 40¢g
Eau distillée .......c.coooevvieieciiciececiecee e 100 ml
VP2:
Alphanaphtol ............coceovviieiiiiiiicieeece e 6g
Ethanol ..........ccooveeiiiiiiee e 100 ml

[R2]- Réactif de Kowacks : La mise en évidence de la production d’indole.

Paradimethyl amino benzaldéhyde...............ccceenene.e. 5¢g
Alcool amylique ..........ccveevveviirieieciiieeieee e 75 ml
HCIPUL oo 25 ml

Les colorants utilisés

[C1]- Violet de gentiane

Violet de gentiane .............ccoceveveiinienenirienieseene. 1g1
Ethanol @ 9090 ........oeeeeviieieeeeeee e 10 ml/1
PPCHB 0 5508550 e imimnnomns b 2g1
Eau diStill€e ......ooovvvoeeeeeeee e 1000 ml

[C2]- Lugol

TOdE ..o 1g1
Todure de potassium ............c.cccocvevveevveveeeriereeieeeennes 2 gl
Eau distill€e .........coovovvieeiiiiiceceeccceceeeeeee e 1000 ml
[C3]- Fushine

Fushine basique ...........cccooveivievieineiciieceeeeeeea 1g1
Alcool EtYlIQUE ..o 100 ml/1
Phénol ..o 5¢1
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