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Introduction 

1. Introduction 

L ·eau est indispensable à la vie car tous les orgamsmes vivants, sont 

composés en majorité d'eau . 

L' eau sur terre est présent en quantité abondante mais pas inépuisable ( 1) 

En effet, reau potable ne représente que 2,5 % de r ensemble des eaux du 

globe dont 1,74 % sous fonne de glace et 0,76 o/o sous formes de réserves 

• souterraines. Les fleuves et les rivières ne représente qu'une partie infinitésimale 

• 
1 

• 
Il 

.. 

estimée à 0,009 % d'ou le problème de raréfaction des sources d' eau destinée a 

l'alimentation ( 1) 

Les critères de qualité des eaux sont des références qui nous permettent de 

juger de lïmportance de la pollution des diverses sources d"eau (1) 

L' eau peut contenir des micro-organismes pathogènes (protozoaires, 

mycètes, virus, algues et bactéries ) qui polluent les milieux récepteurs ( rivières et 

lacs ) . 

Le dénombrement des bactéries pathogènes n'est pas chose aisée c' est 

pourquoi les spécialistes de la fin du siècle dernier, se sont limités à la recherche et 

• au dénombrement des colifonnes totaux, colifom1es fécaux, SrrepwcOlflW .fë.culn et 

C '/ostridium su(fito- rédzu.:t<!w·s comme des indicateurs de la pollution fécale et de 

l' existence de micro-organismes pathogènes ( Temamna et Silini , 1981 ). 

Notre travail s "<111iculè autour Je r étude de la quali té bactério logique Je::; 

eaux qui alimentent le lac de .. Bni Bélaid" de la région de Jijel ( à savoir l'oued 

• El kébir et oued El kantra) . 

• 

• 

• 

• 
1 
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La qualité microbiologie des eaux qui alimentent Jç lac de · · Bni Bélaid · · 

n'a fait l'objet d' aucune étude jusqu'à nos jours , malgré l' importance écologique 

et socio-économique que représente cette réserve naturelle de renommée 

internationale. c· est pourquoi nous avons initié cette dude préliminaire du Site, 

qm sera suivie par des études systématiques et approfondies dans un futur très 

proche . 
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Partie théorique 

1. 1. Répartition de l'eau sur la terre. 

Les trois quarts de la surface de la terre sont recom·erts d'eau ( Kemmer et 

Frank, 1984 ), celle ci est présente dans l' écosphère sous trois états : gazeux , solide 

et liquide, seul, le dernier état constitue une ressource indispensable aux acti vités 

humaines . 

L'eau est présente dans chacun des compartiments de l' écosphère : 

r atmosphère, la lithosphère et rhydrosphère qui désigne ou englobe r ensemble 

des océans et des eaux continentales (Ramade et Bourlière, 1981 ). 

L'eau sur la terre a deux origines : les eaux souterraines et les eaux de 

surface qui englobent les eaux de rivière , de lac . .... ( Desjardins, 1997) . 

1. 2. Importance de l'eau . 

I. 2. 1. Importance de l'eau dans l'organisme humain. 

L'eau est synonyme de vie , c 'est le principâl constituant de la matière 

vivante (Dégrément, 1989) elle représente en moyenne 60 % du poids de l'adulte 

et jusqu'à 98 %de celui du nounisson . 

Le cerveau humain contient 80 % d ' eau alors que nos os n' en contiennent 

que 20 % (2). 

L'eau pc:nnd le transport des mmiments et l"diminalion des déchets. Elle 

joue un rôle primordiale dans la régulation thennique . 

1. 2. 2. Importance de l'eau dans les usages domestiques. 

c· est en milieu urbain que sont atteints les niveaux les plus élevés : 100 m ~ 

pour les pays en voie de développement ( Dégrément, 1989). La consommation 

domestique (usages individuels et collectifs cumulés) varie de 7 5 à 175 

m>/arv11ab(3 ). 

2 
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Partie théorique 

1. 2. 3. Importance de l'eau dans les usages agricoles. 

L'agriculture peut être aussi une grosse consommatrice d ·eau pour 

l'inigation mais également pour l'élevage. Toute fois, cette eau n~est pas 

comptabilisée car elle ne subit généralement pas de traitement, en revanche elle 

participe à la pollution des eaux superficielles(-+) . 

1. 2. 4. Importance de l'eau dans les usages industriels. 

Les industries agroalimentaires sont au tout premier rang puisqu· elles 

consomment énom1ément d'eau. 

Toutefois, la raréfaction des ressources en eau de bonne qualité, a conduit à 

la mise en place de législations Jestinées à limiter la pollution des eaux, -.:e qui a 

eu pour effet une réduction spectaculaire des consommations (Ramade et Bourlier, 

1981 ). 

1. 3. Les critères de pureté de l'eau. 

L ·eau potable est une eau destinée à la consommation, elle doit ètrè 

dépourvue de tout élément minéral ou organique nuisible à la santé . Elle doit en 

outre être limpide, sans odeur. mais présente une légàe saveur at:-rréable ( t-rrâce aux 

sds minéraux) d cuntè11ir µuur .::1r..:: Jigt:sti;; LUI peu 1.L.iir çn Ji~.:,ùluti011 \ Guukiiur .:, . 

Merrouche et Serrar, 1989 ). 

En réalité l' eau doit encore posséder des qualités qui la rendent apte pour 

d. autres utilisations autre que la cJn.::>ornmatiun humaine, elle ne doit pas ~tre tr0 p 

riche en calcaire sans quoi elle est dite «dure », elle fait des grumeaux insolubles 

avec le savon, rendant le lavage de la lessive difficile et onéretL'<. (ce défaut peut 

être par1iellement corrigé par a<lJition de détergents modernes agissant comme 

agents mouillants) . 

.... 
.) 
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Partie théorique 

Les gaz contenus dans l' eau sont nécessairement ceux de l' atmosphère car 

1' eau est dans la plupart des cas « météorique » r provient des précipirnt1ons ). 

filtrée dans le sol et accumulée dans les réservoirs qui sont les Happes aquifères . 

Une eau est considér~e potable d pou\ant être dist1ibuée à une c0ih:cti\. itc\ 

quand elle obéit aux conditions bactériologiques suivantes : 

• Ne pas contenir d' organismes parasites ou pathogènes . 

• Ne pas contenir dans le cas d ·eau non traité : Escher1<.:hia .1..:0/i dans 

100 ml d'eau, Streptocoques fécaux dans 50 ml d' eau, Clostridium 

sulfita- réducteur dans 20 ml d'eau. 

L'eau destinée à i ·usage industriel (utilisée dans la pr~paration ou la 

conservation des aliments) et qui ne subit pas des opérations désinfections doit être 

préalablement désinfectée de manière à présenter les caractères bactériologiques de 

reau potable, admises par la l~gislation. 

Une eau potable ordinaire est une eau possédant des qualités chimiques, 

micro- biologiques et organoleptiques qui la rendent apte à la consommation 

humaine ( Boukhors, l'vkrrouche et Serrar, 1989). 

1. 4. Pollution des eaux . 

L ·eau pèut être suJclle a plusieurs l) pes Je pollution . 

1. 4. l. La pollution agricole.' 

Provient des épanJag:es non rnaitnsés de déjections animales , d ·engrais 

chimiques ou de produits phytosanitaires. La pollution af:_'TÎcole est a !' ori trine de 

pollution chimique ou organique le plus souvent diffuse (5) 

4 
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Partie théorique 

1. 4. 2. La pollution domestique. 

Elle a pour origine les rejets non traités d' eaLLx usées, r~suîtant de r absence, 

ou de la défectuosité des dispositifs d'assainissement individuel mis en place et à 

l'absence de station d'épuration ( 5) 

1. 4. 3. La pollution industrielle . 

Provient des rejets non traités d' eaux industrielles (dispositifs de traitement 

insùffisants, défech1eux ou inexistants). Ses conséquences sont mécaniques, 

chimiques et/ou organiques. L'industriel doit respecter les nonnes de rejets adaptés 

à son activité et à la sensibilité du cours d. eau récepteur . 

1. 5. Bio-indicateurs de la pollution . 

1. 5. 1. Nlicrobiologie de Peau 

Les 
. . 

m1cro-organ1smes rencontrés dans 

consommation peuvent ètre de nature très variée. 

les eatt:'< destinées la 

On peut classer ces organismes dans les grands groupes sui\ ams : Al g.ue~, 

Mycètes, Protozoaires, Virus et Bactéries ( Dé!:->Tément, 1989). 

A. Les algues : La plupart des algues protistes sont des organismes 

unicèl1ulaires et phototrophes . quelques unes ont une morphoi0gie filamem-:u::.;.;'. 0u 

membraneuse (Nicklin, Graenne, Paget et Killington, 2000) . Elles colonisent les 

eaux douces et marines dans les zones littorales et constituent le phytoplancton. 

Certaines espèces sont capables de se développer dans le sol ùLl sur lçs \égétat:x. 

5 
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Partie théorique 

La masse totale des algues océaniques est 'de beaucoup supérieure à celle des 

végétalL"< terrestres (Leclerc , Gaillard et Simonent, 1994 ). 

B. Les mycètes : Ce sont des organismes eucaryotes hétérotrophes ayant 

une structure tubulaire et filamenteuse (Nicklin, Graenne, Faget et Killington, 

2000). 

Ils végètent le plus souvent dans les milietL"< extérieurs à l'homme sur la 

matière organique en décomposition, on les appelle alors des saprophyte (Leclerc , 

Gaillard et Simonent, 1994) . 

C. Les protozoaires : forment un sous règne qui comprend un large groupe 

d' o'rganismes unicellulaires, de taille et de morphologie variées (Nick.lin, Graenne, 

Faget et K.illington, 2000). 

Ils constituent un groupe très hétérogène d' organismes eucaryotes, 

contrairement aux algues ils ne sont pas photosynthétiques, ils sont mobiles, la 

plupart vivants en milieu aquatique, quelques espèces sont parasites de l' homme, 

certains protozoaires dangereux pour l'homme peuvent contaminer l' eau 

d' alimentation (Leclerc , Gaillard et Simonent, 1994). 

D. Les virus : Ce sont des païasites intracellulaires obligatoires et ont une 

taille qui varie de 20 à 200 mn. Ils présentent des formes et des compositions 

chimiques variables. Mais ne contiennent que de L' ADN ou de L' ARN (Nicl<lin, 

Graenne, Faget et Killington, 2000). Incapables de se diviser qu ' a l' intérieure de la 

cellule hôte. 

La recherche des virus est difficile, leur présence dans l' eau témoigne d ' une 

contamination fécale, plusieurs virus à ARN provoquent des infections à 

transmission hydrique (Boumelit , Meribia , 2001 ). 

E. Les Bactéries : se sont des organismes unicellulaires et renferment les 

éléments essentiels de toute cellule vivante, leur taille varie de 0, 1 à 2 micro

mètre. Elles sont classées d' après leur formes: forme courte (coque ou cocci), 

forme allongée (bâtonnets). 

6 
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Partie théorique 

r 

Le milieu aquatique contient des bactéries qui peuvent être saprophytes ou 

pathogènes (Boumelit et Meribia, 2001 ). La bactérie est djte pathogène quand elle 

est capable de proliférer dans un organisme pluricellulaire, .en provoquant des 

troubles de la santé plus ou moins graves (Dégrément, 1989). 

1. 5. 2. Estimation de la pollution biologique 

La grande majorité des micro-organismes nocifs diffusent dans 

l'environnement aquatique par l 'intennédiaire des souillures fécales humaines ou 

animales. La mise en évidence de ces contaminations fécales est à la base même de 

i ·analyse bactériologique de i ·eau. Elle consiste à rechercher et à dénombrer 

certains espèces ou certains groupes de bactéries les plus représentatives d ' une 

telle contamination on les appelles des indicateurs de contamination fécale . 

(Leclerc ; Gaillard et Sirnonent, 199..J. ). 

En définitive, la liste des indicateurs de la pollution biologique est 

généralement limitée aux micro-organismes suivants : 

1-La flore totale aérobie mésophile ( FT AM). 

2-Les colifonncs fél.'.au:-.. -.:t /:-.\L:h c.: rich iu ( ·u/1 . 

]-,\ '/ r ef7/0COlf1Le S féco llX 

-+-Les C 'lo.\IriJiwn su;jiw- rJu'zu.:zcurs . \ Chc:i;.;r ;.:t HamJ0u1..:hè, 1998) 

7 
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1. 5. 2. 1. La flore totale aérobie mésophile (FTAi\'I) 

Son examen est utile dans 1 ·étude de la qualité bactériologique de 1 ·eau. 

Il s'agit de dénombrer des gennes aérobies mésophiles, qui se développent 

bien sur milieu ordinaire ce qui exclu un nombre important de germes (bactéries 

filamenteuse, bactéries sulfureuses et les gennes anaérobies stricts, etc. ), 

cependant, la grande majorité de la flore banale et /ou pathogène pourra s'y 

développer à 20°C et à 37°C (Rodier, 1978). 

Le nombre des gennes dépend de !'origine de r eau et de son traitement 

(Rodier, 1978). En effet dans la plupart des eatL'< profondes, vit une flore 

bactérienne relativement constante. Son accroissement peut traduire un apport de . 

bactéries étrangères, donc LUl appon <l 'origine extérieme (Bouchem;il ,Toumi et 

Bouchemal , 1998). 

1. 5. 2. 2. Les coliformes : 

A. Les coliformes totaux 

Ils sont présents en très grand nombre dans l'intestin et les selles de 

l'homme, ils sont composés de quatre genres pnnc1paux : Collihacille. 

CitrubucLer, Klebsicllu. Lnlc'ruhucl<.:r. 

Selon l' omanisation internationale les colifonnes sont des bacilles Gram 
'-

négatif, non sporuicmt, a-.::h..;bic-ana~robiè facultatifs, capablès Je ~è rnuitipii...:r ...:n 

présence de sels biliaires ou d 'autres agents ayant des propriétés analoguès. 

capables de fennenter le lactose avec production d'acide et de gaz en 48 h à des 

températures de 30 à 3rC, oxydas.; n~gatif (Singleton, 2002 ~ Joffin d Joffln, 

2000 ; Leclerc et Mossel , 1997) . 

Les coliformes sont recherchés dans l'eau comme témoins de la 

contamination fécale ( Gaujous , 1995 ). 

3 
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Partie théorique 

B. Les colifo rmes fée aux 

Le terme de colifonnes thennotolérants se rapporte aux colifonnes 2yrrnt le.;; 

mêmes propriétés des colifonnes totmL-x mais elles sont capables de se développer 

à -+-FC, et produisent de l ïndole à partir du tr)·ptophane ( Hasb; d kcl.:rc , 

1993)., ces bactéries sont commensales de l'intestin et survivent en saprophytes a 

l'extérieure plus au moins longtemps : Escherichia coli ne survit que peu de temps 

à rextérieur et sa présence traduit donc 

et Joffin, 2000). 

1. 5. 2. 3. Streptocoques fécaux 

Du point de vue physiologique les S1repwcolJL1es sont 

entités (Entérocoques et non Entérocoques). 

Les Entérocoques sont très résistants, généralement résidents dans le tube 

digestif. 

Les Streptocoques fécazcc appartiennent essentiellement au genre 

Enterococcus possédant le même antigène, commes Streptococcus hm·is, 

Slreplucoccus suis, S1n:p1ucu1..:cus <:lJUinus, sont aussi des hôtc::s thJrrnau\. J~ 

l'intestin que !'on ne pourra distinguer des Fnterococcus que par la culture en 

milieu hyper salé (Joffin et Joffin, 2000) . 

i]s supportent la présence de tellurit de potassium, de l'azothydrate de sodiLLJn et 

l'ethylviolet (Temamna et Silini, 1981 ). Se sont des Gram positifs. coques de 

l micro-mètre de diarnt!trL:, ::i0uvè11l associ~s par paires ou ~n c!iaî11-.:t t-.:::i, th)l1 

sporulant, et dont la capsule est souvent présente (Singleton, 2002 ) . 

Ils sont incapables d'utiliser l'oxygène, mais se multiplient en sa presence, 

ils sont considérés comme J.t:s anaérobies aàotolérants . 

Ils fermentent les glucides en produisant presque exclusivement de l' acide 
. 

lactique, sans fonnation Je ~JL i L~ckrc, Gaillarde d ~ri~h~l, 199 .+ ). 

9 
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1. 5. 2. 4. Clostridium suljito reducteur 

( ~lostridium perjhngc:ns . Ont !a propriété commune de réduire les sulfite de 

sodium en sul fure dç fer . Iis sum r-.:ch~rché s dans les eaux commç t~mo in d.; la 

contamination fécale . Hôtes intestinaux du h1be digestif de l'homme, ils sont 

fréquents et très résistants, mais lem spécificité est discutabh~ , car il \:'.:\i~tç Jes 

Clostridiwns d'origine tellurique (Gaujous, 1995). Les Closrridiwns sulfiw 

réducteurs sont des Gram-positifs, cellules habituellement en bâtonnets . Mobiles 

ou nom, anaérobies obligatoires, chimio-organo-hétérotrophcs, poss~Jan t un 

métabolisme habituel1ement fermentatif (Singleton, 2002) car ils fennentent le 

lactose avec production de gaz et réduisent les nitrates en nitrites ( Haslay et 

Leclerc, 1993 ; Lecierc et l'vlosscl , l 98 7). 

\ 
.l 
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Nlatériels et Nf éthodes 

II. l\tlatériels et ~léthodes 

Il. l. wlilieu d'étude (Fig. l) 

La zone humide de Rni Bélaid est sih1ée dans la Wilaya de Jijel. elle 

appartient a la daira d'El Ancer et à la commune de Kheiri oued Adjou1e . 

(Berchiche, l 99ï). 

Située à environ 32 Km à l'Est de Jijel, elle est limitée au nord par la mer 

méditerranée, au Sud par des terrains a faible rendement agricole, à l'Ouest par 

l'oued El kébir et à rEst par des terrains incultes (Anonyme, 1996) . 

On y accède à partir de la route nationale 44, par la bifurcation donnant sur 

la C W 32 située a l'ouest d0 El Ancer (6). 

Le climat de la région est caractérisé par une sai:::;on hivernale douce et bien 

arrosée et une saison estivale tempérée et sèche . 

La moyenne pluviométrique établit sur 25 années est de 1.200 mm par an , le 

mois le plus froid est Janvier et le mois le plus chaud est aoùt. La températLLr..:: 

moyenne annuelle est de 18 à 20°C (Anonyme, 1996). 

La zone de "Bni Bélaid" est classée comme une reserve nah1relle , à 

l'échelle internationale et poun-ait jouer un rôle tr(:s imponant sur le plaa 

économique, et touristique vu qu'elle constitue un écosystème très particulier qui 

recèle une grande bio<liversité floristique et faunistique , souvent relique , tributaire 

d'un équilibre très frag ik "''_ 
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II. 2. Prélèvement 

Les prélèvements d ·eau ont été réalises dans trois stations choisies dans la 

zone humide de '"Bni Bélaid., pour les raisons suivantes: 

• Facilité d 'accès 

• Leur effet imm~diat sm le lac, puisqu ·elles constituent une sourcç 

importante d'alimentation en eau du lac. 

Un prélèvement d'eau a été fait en amont de l'oued El Kébir (Station 1 ), un 

autre prélèvement a été réalisé à rembouchure de l'oued El Kébir (Station 2) et 

enfin un dernier prélèvement au niveau de l'oued El Kan tara (Station 3 ). 

Les prélèvement ont été effectués dans des conditions d'asepsie 

satisfaisante, ils ont été transpm1(:s dans des flacons qui ont été préalabk111è11t 

nettoyés de façon rigoureuse a 1 ' eau de javel, et stérilisés. 

Sur terrain les échantillons d'eau ont été prélevés comme suit : 

• Les flacons sont trompés à environ 30 cm de la swface de 1 ·eau t:n 

faisant attention à ne pas toucher le fond . 

• Aussitôt les flacons bouchés, ils sont étiquetés (mention de 

r origine Je r eau, du lieu de prélèvement, de la date et r heure Ju 

prélèvement) . 

Les échantillons sont trar1sportés et stockés dans une glaciaire, tme fois 

arr1\e au laborato ire, ils s011t \.'. ulbèr\cs à .. rc au 

commencement de !'anal\ se. 

Nous avons fait 3 prélèvements d' eau le 0510512003, le 26/05/2003 et le 

16/061'2003, et cda rcsp~cti v-.:; ncnt à 1 Oh, 9h d l Ob . 

L'analyse bactériologique est réalisée rapidement dans les 8 heures qlll 

suivent le prélèvement. Cette dernière vise à chercher les micro-organismes 

pathogènes que peut r\:'.nfenner reau. (dtè perspective est \mpossibk à r~ali:::i~r èl1 

raison du nombre important de tests à effectuer, des difficu ' u' elle présente et 
• of. li ~i... .... 

de son coût trop élevé. .· /~.._ 
,_ / 

~ / . ~ / ~) 
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La très grande majorité des micro-organismes pathogènes rencontrés dans 

r eau sont éliminés par les matières fécales ou les urines. Aussi, est-il plus simple 

d'estimer la possibilité de leur présence en recherchant les germes tests de la 

contamination fécale . La flore fécale est extrêmement variée, mais trois facteurs 

doivent être pris en considération pour le choi.'<: d'un germe témoin de la 

• contamination fécale : 

.. 
1 
1 

J 

l 
1 

1 • 

l 
l 
l 
l 
1 : .. 

l 
l 
l 
l 
l 
l 
l· 
1 

Sa spécificité, sa sensibilité, son importance quantitative et sa résistance . 

La prise en considération de ces facteurs conduit à faire les recherches 

suivantes: 

1- Le dénombrement des germes totatLX (FT AM). 

2- Recherche et dénombrement des Coliformes fécau,x . 

3- Recherche et dénombrement des Streptocoques fécatLx. 

4.;. Recherche et dénombrement des Clostridium sulfita -réducteurs . 

II. 3. Préparation des dilutions et répartition pour l'ensemencement 

(Fig. 2). 

Nous utilisons deu.x h1bes à essai. Contenant, chacun, 9ml d ' eau 

physiologique Stérile pour réaliser les différentes dilutions décimales (1 Ü- I, 1 Ü-2), il 

est indispensable d'utiliser une pipette pasteur différente pour chaque dilution. 

Avec une pipette pasteur stérile, on prend 1 ml d'eau de la solution mère 

( 10°) et on le met dans le premier tube à essai ( 10-1
) . 

Avec une autre pipette pasteur on prend 1 ml a partir de la solution diluée 

(10-1
) et on le met dans le deuxième tube à essai (10-2

) . 

lml d'eau 00° ) lrnl de la dilution io-1 

Echantillon 
brut 

Flacon de 250 ml Dilution 1o- 1 

9rnl d'eau 
physiologique 

Fig.2. Préparation des dilutions 
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A. Recherche et Dénombrement des germes totaux (Fig. 3) 

Cette recherche nous dorme une idée générale sur le nombn~ totale Jçs 

germes présents dans l'eau. Le milieu utilisé est la gélose nutritive ( G. N . ). 

Une fois, les dilutions faites nous procédons comme suit : 

- Agitez l' échantillon pour mettre en suspension de façon homogène lc:s 

bactéries. 

- Transférer 1 ml de l'échantillon (dilué ou non ) à l'aide d'une pipette pasteur 

stérile dans deux boites de Pétri. 

Couler la gélose préalablement fondue et refroidie à 45°C dans les boites . 

- Agiter doucement (mouvement rotatoire) pour assurer un méla.nge hom0g~ne 

de l'eau avec la gélose sans faire des bulles d'air. 

- Laisser solidifier 

Une série des boites pétri seront incubées à une tempàature de 20 à 22 ~ C, pour 

la mise en évidence des gennes saprophytes . 

- Une deuxième série de boites de Pétri, renversées face sur face (à l' envers), est 

incubée dans l'étuve à 3 TC pour les gennes pathogènes. 

- La lecture se fait après 24 ou 72 heures . 

- Une fois que le délai de l'incubation est achevé, on compte a l' œil nu toutes les 

colonies qui apparaissèlll :-:i1.-1 US J iffC: ren tes tailks. 

Le nombres total des gern1-:s est multiplié par !'inverse des diluti ons et e.\:pri mé 

par millilitre d ' eau. 

Enfin, la lecture se fai t :::;ur ks b0ites de Péui conkntant ç11lïc ~ O ..:t ~CC 

colonies, si le nombre des colonies obtenues est inférieur a 30 (Leclerc. Gaillarde 

et Simonent, 1994 
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~r 

"' 1 ml de la solution mère Iml d'eau diluée au 
1110 chaque boite 

l ml d' eau diluée au 

dans chaque boite 

l 
8 

..., 

Une série incubée à 22cc pendant 24 à ï2h 
Une autre série est incubée à 3 rc pendant 24 à 

72h. 

1 
Dénombrement des germes totau..x 

11100 chaque boite 

Fig. 3. Recherche et dénombrement des germes totaux 
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B. Recherche et d dénombrement des coliformes fécaux (Fig. 4) 

Elle consiste à déceler d à dénombrer les gennes colifonnes, elle comporte 

deux étapes : 

- Recherche présomptive des coliformes fécaux. 

- Recherche confinnati\e, recherche d·Escherichia coli 

Test présomptif: consiste à ensemencer les eaux ou leurs dilutions sur une série 

de tubes, munie d'une cloche de Durham. 

Le milieu utilisé dans ce test est le "Bouillon lactosé au Bromocresol 

pourpre" (BCPL). Nous ensemençons dans deux tubes en double concentration 

(D/C) et 4 autres tubes en simple concentration (S/C) : 

10 ml d'eau analysé (10°) sont ensemencés dans detL'( tubes de BCPL 

(D/C) 

1 ml d ·eau analysé ( 10 : ) est ensemencé dans deux tubes de BCPL ~ s,·c) 
- 0.1 ml d'eau analysé (10°) est ensemencé dans deux h1bes de BCPL (S/C) 

Une pipette graduée stérile est utilisée pour ensemencée Chaque série de 2 

tubes. Ensuite, ks tubes sont incubés r étuve à 3 TC pendant 48 à 72 heures . 

tous les htbes qui présentent une culture avec un virage du bouillon au jaune et 

production de gaz dans la cloche sont considérés comme positifs . 

Le nombre le pi us prubable ( NPP) ~st ainsi détermin~ par raµpu1 t a 1 uu 1111 

d·eau, en se référent à la table de Mac-Grady (annexe III) . 

Test confirmatif (test de Mackenzie) 

A partie de chaque tube positif, pour la rl.!clk:rche des coli.t(Jrrnc:s tutaux 

(BCPL ), nous ensemençons, à l'aide d'une pipette pasteur, detL'( à trois gouttes 

dans un tube du mjlieu Schubert muni d'une cloche de Durham. 

Nous incubons dans r~tm-= à ..i..iec pendant 24 heures. 

A près incubation, tous les tubes qui présentent un dégagement de gaz dans 

la cloche et un trouble dans le milieu sont considérés comme positifs . Nous leur 

ajoutant donc, quelques guutks Ju réactif kovacs . L ·apparition J" Llil anneau ro ug..: 

17 
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en surface, après agitation, met en évidence la production d'indol et par conséquent 

la présence d' Escherichia coli. 

Nous nous rapportons à la table de Mac-Grady afin de détenniner le nombre 

le plus probable par l OO ml d'eau.( Leclerc, Gaillarde et Simonent, 1994) 

lOml 1ml 

Solution 
mère 

lml O, lm! o, 1 ml 

\:~.......___.. ~~~) \... ) \... ) 
y 

BCPL D/C BCPLY S/C 

Incubation a 3 7 °C pendant 48 à 72 heures 

Tube positif : 

-Virage de couleur 

au jaune et production de gaz 

l 
0 

18 
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0 
Schubert avec cloche de Durham. 

Incubation à 44 °C pendant 24 heures 

- Le milieu Schubert devient trouble avec 

produdion de gaz, qudquc:s gouttès du réactif Km acs 

:::> fonnation d\m anneau rouge (production d'indole) . 

n 
V 

Présence des co/ifhrmes/(:cmu: = fscherichia ( ·oli . 

Fig. 4. Recherche et dénombrement des coliformes totaux et fécaux 

C. Recherche et dénombrement des StreptocoquefécatLY: (Fig. 5) 

Cette recherd11;~ est c0rnpkm~ntaire à la colimétrie pour dépi s(er la 

contamination fécale de l' eau. 

Ce test comporte deux étapes, une prem1ere étape présomptive et une 

~~conde corifirn1ati\ e. 
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Test présomptif: pour ce test, nous utilisons le boujllon a l' azide de sodium 

(Bouillon de Rothe) simple et double concentration . 

- Préparer trojs séries de dc1L'( tubes renfermant le milieu Rothe, deux tubes 

D/C et quatre tubes SIC. chaque série de h1bes sera ensemencée à l'aide 

d'une pipette graduée stérile. 

10 ml d'eau analysé (10°) sont ensemencés dans deux tubes de Rothe (D/C). 

1 ml d'eau (10°) est ensemencé d~s deux h1bes de Rothe (S/C). 

0,1 ml d ' eau 00°) est ensemencé dans deux tubes de Rothe (S/C). 

L'incubation se fait à 37°C, pendant 48 heures. 

Les tubes présentant un trouble seront considérés comme pouvant contenir 

, des Streptocoques fécwH, il seront obligatoirem~nt sownis au test confin11atif. 

Pour compter le nombre des Streptocoques, nous nous référons à la table de 

Mac-Grady, qui nous donne le nombre le plus probable (NPP) des Streptocoques 

fécaux. 

Test confirmatif: il est utilisée pour confirmer s'il y a des Streptocoques groupe 

D dans l'eau analysée. 

Chaque tube po::>itif s.;ra d0nc repiqué (2 a 3 gouttes) sm une tube muni dè 

bouillon à glucose à !"Ethyl e violet et acide de sodium (EVA) (Litsky). 

A prés 24 heures d ïncubation a 3 7°C, nous considérons tous les tubes, qui 

présentent Lm trouble microbien et une pasti1le vioktte au fond du tube, corn111~ 

positifs . . 

Enfin, noter le nombre de tube positifs dans chaque séries et se rapporter à la 

table de Mac-Grady pour détennlner le nombre le plus probablè: (NPP) par l OO ml 

d ' eau.( Leclerc, Gaillarde et Sirnonent, 1994). 
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lüml 10ml 

\_~-~ ;=.==:::::::.) 
V 

Rothe D/C 

lml 

Eau à 
analyser 

lml 

:...,:--~ ~-~) 

V 
Rothe SIC 

lncubation a 37°C pendant 24 heures 

,1'/atériels et !'vlétlwdes 

O, lml 

\....:::::· =====- ----,,. 
V 

Rothe s,c 

Les tubes Rothe présentr.nt un trouble microbien => h1bes positifs_ a pm1ir 

desquels nous ensemençons le milieu Litsky (EV A) avec 2 à 3 gouttes _ 

+ 
lncubation a 3 7°C pendant 2-l heures 

1 

~ 

Présènce d ·un trouble microbien 

~ 
Une pastille violette au fond du tube 

1 

T 
Présence Jes Stn:pwcol/Zies _fécaux « groupe D » 

Fig. 5. recherche et dénombrement des Streptocoques fécaux 44 groupe D" 
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D. La recherche et dénombrement du Clostridium sulfito-réducteur 

(Fig. 6) 

- Prendre 250ml de la solution mère dans un flacon stérile. 

- Chauffer à 80°C pendant 10 à 15 minutes pour éliminer toutes les formes 

végétatives et ne laisser que les spores de Clostridium sulfiw- réJucteur. 

- Refroidir immédiatement le flacon à l'eau du robinet. 

- Repartir ensuite le contenu du flacon dans quatre h1bes à raison de l ml par 

tube. 

- Ajouter ensuite 250 ml de gélose de viande-foie préalablement fondue puis 

refroidie a .:~s:c, additiom1ée à 2,5 ml d'ahm de fer et 6,25 ml Je sulfite de 

sodium. 

- Repartir ensuite le contenu du flacon dans des tubes de 20 ml. 

- Refroidire sous un courant d'eau (sans faire de bulles ), puis incuber à 3 7~C 

pendant 24 heures. 

La présence de Clostridium suljito-réducteurs, est mise en relief par 

rappariation de colonies noires entourées d'w1e auréole qui sont finalèrnent 

dénombrées .( Leclerc, Gail1arde et Simonent, 1994) 
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Chauffer à socc 
au bain Marie 

20 ml 
m 

20 ml 

Incubation à 3 7 -c pendant 2-J. h. 

Dénombrc1111;11t Jçs coloni~s noir..::s 
(spores de ( ïostridiwn su(jito-rédzu .. :teurs) 

Fig. 6. Recherche et dénom hrement des Clostridium sul(ito- réducteurs 
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Résultats & Discussion 

Ill. RESULTATS ET DISClJSSION 

L'analyse bactériologique des eaux qui al1rnentent le lac de "'Bni Bélaid" 

montre: 

III.1. Dénombrement des germes totaux 

Tableau 1. Nombre de germes/ml des trois stations 

Solution mère 

Températures 22 °C 37°C 

~ Station 1 Station 2 Station 3 Station 1 ! Station 2 

1 (05/05/2003) Indénombrabk . 900 304 881 644 

Station 3 ' 

IOJ 

2 (26/05/2003) Indénombrable Indénombrable Indénombrable Indénombmble Indénombrable Indénombrnble 

3 (16/06/2003) 128 
1 

Nous constatons que le dénombrement de la FT AM, pour les trois 

prélèvements effectués, présente mie irnpmiante variation du nombre de colonies. 

A la température de 22°C, le nombre de germes varie de façon considérable 

(de 8 UFC / ml à 900 UFC / ml). Tandis que pour la température de 37°C le 

nombre de gem1es varie 1..k façon significative (Je 64 à 644 UFC / ml ). 

Nous sit:-.inalons que la lecture de certaines boites tout impossible a cause de 

la présences d'un tapie ba(térien.( Haslay et Leclerc, 1993 ; Guiraud, 1998 ). 
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Résultats & Discussion 

III.2. Résultats du dénombrement des Coliformes et des Coliformes jëcmu: 

(Eschericllia col1) 

Tableau II. Dénombrement des coliformes et des coliformes fécatu: 

Coliformes /1 OO ml Coliformesfécmcc 1100 ml 

! 1 

1 

1 

~ Station 1 Station 2 Station 3 Station 1 Station 2 Station 3 j 
Il 

1(05/05/2003) 11. lOL 11.1 OL 20 25 05 7-_) 

2(26/05/2003) i 11.1 o- 11.1 o- 70 0 05 0 

3(16/06/2003) 11.102 11 .102 1 1.1 OL 0 0 05 
1 1 

Les résultats obtenu indique la présence de coliformes pour les trois stations 

et que ce nombre est constant pour les deux premières stations sauf la station 3 qui 

montre un nombre très variable de colifonnes. 

Pour les coliforme.\ .fëcmn:, représentés par Esclwrichia sp ( i;;spçc~ 

inconnue), on observe que cette dernière est presque inexistante (le nombre vaiie 

dans les trois stations entre 05 a 25 bactéries Il OO ml). Ce qui pourrait signifier que 

ces eaux ne subissent pas de contamination fécale et que le nombre assez impommt 

de coliformes a pour origine probable les sols incultes (Haslay et Leclerc , 1993 ). 

IIl.3. Résultats du dénombrement des Streptocoquesfécme<: 

Tableau III. Dénombrement <les Streptocoques [écmv: 

Streptocoques /100 ml 
Streptocoques jëcwLt 

(groupe D) /100 ml 

1 

1 

Stations j j 
Station 1 Station 2 Station 3 . Station l Station 2 Station 3 · 

1(05/05/2003) 11. l 0 250 250 0 0 0 

r-----2(_26_1_05_12_0_03_)_. -~~: [~: __ - 7~~0~ _L~~~'J __ .~ ___ L_ ~-- L 0 
3(16/06/2003) l 11 .10- i 250 . 7.10- 1 0 0 ü 
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L'absence des Streptocoques fécazcc du groupe D appuient les résultats vus, 

antériew·ement, pom le dénombrement des colifonnes fécaux et confi rment 

l'absence d 'une pollution fécale des eaux de la région de " Bni Bélaid". 

Tandis que le nombre des Streptocoques, qui paraît relativement constant 

dans les différentes stations peut signifier la présence de Sirep1ucoL;ues 

n' appartenant pas au groupe des Entérocoque . 

111.4. Résultats du dénombrement de Clostridium sul.fito-réducteurs. 

Tableau IV. Résultats de la recherches de Clostridium sul{Uo-réducteurs 

Clostridium sul.fito-réducteurs i 
1 

Stations ! 
: 

1 

Station 1 Station 2 Station 3 1 

Prélèvements 
1 
1 

1 ( 05/05/2003) 1 

l 1 2 0 l l l 1 0 0 0 ' 0 0 
1 1 

2(26/05/2003) 0 1 2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 l 
1 

1 1 

3(16/06/2003) 0 0 0 0 0 l 0 0 0 0 
1 

0 
1 

0 
! 

Les résultats obtenus, nous pennettent d ' avancer ce qui suit : 

Le nombrè J_; C '/u.-.; ridium .,u(/ito-n.\ lucteun variè de 0 ~1 2, j an.5 touks ks 

stations, ce qui est insignifiant . Leur nombre se trouve bien en-dessous des 

nonnes admises pour une eau non traitée, qui tolère 5 ou 10 ( ïostndium 

suljiw-réduczeurs Jans 1 OO ml d' eau (Radier, 19ï8). 
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Conclusion générale 

IV. Conclusion générale. 

En se basons sur les résultas trouvés nous pouvons avancer que dont le 

nombretdépasse les 300 \:Oloniesi ml et 1es germes saprophytes sont dominants. 

dQFTR>-1 

Le nombre relativement constant des colifonnes, qui peuvent provenir des 

terrains incultes, r absence des SLreptucOljUeS fécaux, et le nombre négligeable 

d 'Escherichia Sp ainsi que celle de Clostridium sulfita-réducteurs exclu de 

manière définitive la possibilité de la contamination fécale du site . 

En dernier lieu, nous pouvons conclure que d'après nos analyses de r eau de 

la zone humide de " Bni Bélaid.' montre une bonne qualité micro biologique, 

cependant il serait intéressant d'étendre cette étude et de réaliser d'autre analyses 

bactériologiques, ultérieurement, afin d'avoir une repense définitive et satisfaisante 

sur la qualité bactériologique des eaux qui alimente le lac . 
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. ..\:.~NEXE I • 

Les moyens dont nous disposons au labo 

Flacon de 250 ml, vides et stériles. 

Bec bunsen. 

- Bain marie 

- Etuve. 

- Boites de pétrie stériles. 

- Pipettes pasteur stériles . 

- Pipettes graduées stériles de 10 ml et 0, 1 ml. 

Tubs a essai stériles. 

Miliemc de culture et réactifs (voire annexe 2) . 

- Eau physiologique. 

- Portoir . 

Ann2XeS 



_, 
11 
11 
li 
1 ,, 
Il 
'I 
1 

11 

'I 
1 
l 1 
f 1 
l I 
tl 
1 
J 
J 
1 

AN"N EXES II. 

Les milieux de cultures et les réactifs. 

Al La recherche des germes totaux : 

Gélose nutritif : 

- Extrait de viande 

- Peptone 

- Chlorure de sodium 

- Gélose 

- Eau distillée 

-PH=7 

3g 

lOg 

5 (J c 

15g 

1000 ml 

BI La recherche des Coliformes 

Ann~s 

Bouillon lactose au pourpre de bromocrésol (B.C.P.L) avec la doche de 

Durham 

Double concentration (D/C) 

- Extrait de viande de bœuf 

- Pourpre de bromocrésol 

- Peptone 

- Eau distillé 

- PH= 6 7 
' 

Simple Concentration (S/C) 

- Extrait de viande de bœuf 

- Pourpre de bromocrésol 

- Peptone 

- Eau distillée 

- PH= 6 7 
' 

0,06 g 

10 a 
0 

1000 ml 

0,03 g 

5 a 
0 

1000 ml 
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1'Iilieu indole mannitol (Shubert) : la recheréhe coliformes fécau..x 

- Tryptophane 0,2 g 

- Mannitol 705 g 

- Acide glutamique 0) o· 
,- := 

- S tùfate de magnésimn 0 7 (] 
' ;:::> 

- Sulfate d' amooium 0.4 g 
, '-

- Chlorure de sodium 2g 

-Citrate de sodium 0,5 g 

- Eau distillée 500 ml 

Le milieu de Schubert est muni de la cloche de durham 

C. Recherche des Streptocoques (groupe D) : 

Bouillon glucose à racide de sodium (Rothe) : 

Simple concentration (S/C) 

- Peptone 

- Glucose 

- Chlorure de sodium 

- Phosphate bipotassique 

- Azothydrate de sodium 

- Eau distillée 

- Phosphate mono potassique 

Double concentration (D/C) 

- Peptone 

- Glucose 

- Chlorure de sodium 

- Phosphate bi potassique 

- Azothydrate de sodium 

- Eau distillée 

- Phosphate mono potassique 

20 g 

Sg 

5g 

Î 7 (1 - , b 

0,2 g 

1000 ml 

2,7 g 

40 (] ;:::> 

l 0 g 

10 g 

0,4 g 

5,4 g 

1000 ml 

SA g 

Annexes 
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B1)Uillon à glucose à l'éthyle violet et acide de ~odium ( EVA) : 

- r r~, ptone 
r·· T 

- U l!.lCOSe 

- Clilornre de sodium 

- Phosphate mono potassique 

- Acide de sodium 

- Ethvle violet 

- Eau distillée 

- PH= 6 8 - 4 
' 

phosphate de dipotassique 

20g 

5g 

2,7 g 

0,3 g 

0,000 5 g 

1000 g 

2.7 !! . '-' 

D. Recherche de Clostridium sulfito ré:ducteurs : 

Cd ose viande foie glucose (gélose V. F.G) 

• \Iilieu de base 

... 

... 

... 

1 
.... 

l 
l 
l 
l· 

- Base viande foie 

- G 1 ucose 

-A.mi don 

- .A.gar 

- Liu distillé 

- ~f!=7,6 

·. t: h 1 mi:nt de l'emploie : 

LI l dentification d' Esc/1ericlzia 01/i . 

Réartif Kovacs: 

Alcool amylique 

P.déméthyl amino benzalJJiyJc 

Acide chlorhydriqu~ ct:nc.;ntréc 

30 g 

2 g 

2g 

l ()()() 1111 

. ~ 1l" ;il t t11 J-;: t~r 

1 ; ' ·11 I 
1 - •• 

_.::: ! ~ ·_ 1 

.-tnne.xes 
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Al'.-.',i EXE III. 

Table de i\fac-Grady 

Nombre de tubes donnant une réaction positive sur 

2 tubes de 10 ml 2 tubes de 1 ml 2 tubes de 0,1 ml 

0 0 0 

0 0 

0 l 0 

0 1 

0 2 0 

1 0 0 

1 0 

1 
1 

0 

1 I _L l 

1 2 1 0 
1 

1 
1 

Î 1 

2 0 
1 

0 

2 1 0 1 1 
1 ! -

2 1 1 i 0 
1 

1 
1 
i 

2 l i l 

2 . 1 
1 2 

2 2 0 

2 2 1 

2 2 
1 

') 

Annexes 

N.N.P dans l OO ml 1 

1 

0 

0,5 

0,5 

0,9 

0,9 

0.6 

1.2 

l 1 , -

1 
1 

2 
! 

2 1 
1 
1 

3 1 
1 

1 

') ~ 1 _ , ) 
i 
1 

5 1 
1 J 

1 
6 1 

1 

! 
1 

13 1 1 
1 1 
1 ! 

1 

20 1 

! 

1 

-r 1 _ ) 

1 

1 

70 1 
1 
i 

1 

11 0 1 
1 

1 
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Qualités requises des eaux de baignade 
(Décret exécutif n° 93-164 du 10 juillet 1993 définissant la qualité 
requise des eaux de baignade - JORADP) 

Paramètres 
l 

Unités Valeurs Valeurs limites 
quides 

Microbioloqiques 1 

1 . Coliformes totaux 1 /100 ml 5:0 10.COO 

2. Coliformes fécaux /100 ml 100 2.COO 

3 . Streptocoques 1 /100 ml 100 -
4. Salmonelles 1 1 - 0 

5 . Enterovirus PFU/101 - 0 

6 . Vibrion cholérique 1450 ml - 0 

Physico-chimiques 1 

7. Coloration 

1 

mg/1 - Pas de changement anormal 
de la couleur 

8 . Huiles minérales mg/1 - Pas de film visible à la 
surface de l'eau et absence 
d'odeur 

9 . Substances tensio- mg/1 lauryl > 0 ,3 Pas de mousse persistante 

actives réagissant au bleu - sulfate 

de méthylène 

1 O. Phénols (indice de phénol) mg/1 > O,CXJ5 0 ,05 et aucune odeur 
C5Hs04 spécifique 

11 . Transparence M 2 1 

1 2. Résidus goudronneux et - - Absence 

matières flottantes ( bois , 

plastique, bouteille et toute 

autre matière débris ou éclat 
11 13 . pH 

1 ! 6-8 1 1 - - 1 

14. Oxygène dissous % - 80-12J 
Saturation 

en 
oxyqène 

15 . Autres substances - - 1 Ne doit pas contenir de 
substances susceptible$ de 
nuire à la santé des baiqneurs 

1. Les concentrations inférieures ou égales aux valeurs guides .. . . 
indiquent une eau de bonne qualité . ~,-~:.._ '. ~ ..... ~ 

2. Les eaux dont les concentrations sont comprises entre les v tiG s "7 
• 

faire l'objet d'une surveillance continue. * -._,,p;;J} 

Procédés unitaires biologiques et traitement des eaux 
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