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INTRODUCTION

Les dangers croissants que les poliutions de toutes sortes font courir
aux sites marins, aux animaux, et végétaux qui les peuplent, et en définitive a
'homme, font depuis longtemps l'objet des préoccupations des milieux

scientifiques.

L'importance de la poliution microbienne des eaux du litioral
meéditerranéen est un fait maintenant établi. Il est généralement admis que
dans les lieux de baignade aménagés le risque de maladie associé a la
baignade est essentiellement déterminé par la densité des baigneurs, en
particulier si le renouvellement de 'eau, et la désinfection sont insuffisantes.
Par contre dans les lieux de baignade naturels, il est probable que les germes
pathogénes portés par les baigneurs eux-mémes ont une influence négligeable
sur les risques sanitaires a I'exception de certains agents pathogenes cutanés

et oculaires.

L'activité antibactérienne de I'eau de mer a été pendant tres longtemps
considéré comme responsable de la disparition des micro-organismes
entériques. Or, des recherches récentes montrent que certaines bactéries
rejetées par les eaux usées des agglomérations, responsables des maladies
humaines graves, peuvent s'adapter au milieu marin et non y mourir comme on

le pensait-dans le passé (GAUTHIER, BREITTMAYER; 1991), d’'ol la nécessité

d’une surveillance continue des plages.




Dans le méme ordre d'idée, le présent fravail consiste en une analyse
bactériologique de I'eau de mer au niveau de Ain Benian. Six stations ont été
choisies selon la présence éventuelle d’'un égout; les trois premieres font
Yobjet de ce travait.

Cette otude a consisté, selon les normes oMs / PNUE, (1995) & dénombrer les
germes témoins de contamination fécale par la méthode des tubes multiples,
ainsi que la recherche systématique des germes pathogénes (salmonelles,

vibrions, et staphylocoques).
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GENERALITES.

1.GENERALITES
1.1 LAPOLLUTION BACTERIENNE MARINE

Comme tous les écdsystémes. la mer posséde sa propre microflore. Cette
microflore est constituée de germes adaptés a un milieu spécifique. C'est-a-
dire, une température moyenne de 15°C, une salinité d'environ 35-36%. et un
milieu nutritif dilué. Les germes les plus fréquents sont ies Pseudomonas, les
Achromobacter, les Acinetobacter, les Filavobacterium, les Serratia, les
Vibrions et les Cellvibrio.
A celte microflore, s'ajoute prés de la céte, les bactéries apportées par les
eaux usées qui se déversent directement dans la mer ol ont été transporté
par les fiouves riviéres et oueds. La charge bactérienne des eaux usées qui
arrive en mer est toujours trés importante. Elle est en moyenne de plus de 10°
2 10"/ litre (GAUTHIER, 1989).
La population bactérienne des eaux usées est constituée en majorité des
germes du tube digestif de 'homme et des animaux homéothermes qui sont
-{:gmmengaLes ou opportunistes comme le cas du représentant le plus connu :

Escherichia coli qui est pathogéne pour les enfants et les personnes agées, il
est classé dans le groupe des Coliformes Fécaux.
Un autre groupe de germes est également bien représenté dans les féces, ce
sont des Streptocoques qui sont en grande partie dénués de pathogénicité
pour 'homme et sont trés .abondants dans les eaux usées [2 a 5.10% litre]
(GAUTHIER, 1989).
Les eaux usées fransportent aussi des germes ou organismes pathogénes
tels que :

» les leptospires pathogénes.

¢ | .es champignons péthogénes : Candida.

o Les oeufs de métazoaires parasites.
L'eau de mer va recevoir également des micro-organismes qui vivent dans le
sol, transportés par les ruisseliements des pluies (fig. 1).
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Figure 1 : Devenir des microbes polluants dans la mer d'aprés Brisou, (1978).
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1.2. ORIGINE DE LA POLLUTION

Les eaux fluviales constituent un des éléments majeurs de la poliution

marine. Les fleuves sont contaminés par les eaux usées des villes qu'ils
traversent, leur charge poliuante est souvent massive.
Ces eaux vont contenir des polluants de différentes natures ménageres,
comme les eaux de toileties, les détergents et les matiéres organiques. Elles
vont charier, les eaux usées des différentes industries établies dans les
villes. Et enfin les polluants des exploitations agricoles, qui peuvent étre
organiques ol chimiques tels que les engrais et les pesticides. Des
déversements des déchets divers, provenant des navires sont egalement
évacuées dans la mer. Toute cette gamme de polluants finit par arriver a la
mer qui se transforme en dépotoir.

1.3 DYNAMIQUE DES POLLUTIONS MICROBIENNES EN MER

Les micro-organismes, ont tendance a se fixer sur les particules

minérales ou organiques en suspension dans Feau. Leur dispersion est alors,
fonction de ia taille de la pariicule. Les fractions les plus lourdes sedimentent
prés des points de rejet, alors que les fractions les plus tégéres sont
entrainées en surface vers le large, 98% de la charge bactérienne (GAUTHIER,
1976). C'est pour cela que l'on observe ia plus forte pollution bactérienne en
surface.
Le nombre de bactéries se trouvant initialement dans les eaux usées (2-3
millions de micro-organismes / litre) diminue .plus vite que ne prévoient les
phénoménes de dispersion, ce qui a .amené a penser a I'existence dune
auto-épuration de l'eau de mer (GAUTHIER, 1976).
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1.4. FACTEURS D'AUTO EPURATION DE L'EAU DE MER

La présence d'un facteur bactéricide dans I'eau de mer n'a jamais été
confirmée, pourtant, l'expérience montre que les bactéries pathogénes
terrestres sont détruites aprés des temps de survie plus ol moins longs, allant
de 24h a plus d'une semaine (GAUTHIER, 1976). Les principaux facteurs de

I'épuration dans le milieu marin seraient les suivants :

¢ La sédimentation des particules se combinant & F'adsorption des micro-

organismes sur les sédiments marins.

eles Lﬂ@m‘umagjo@es__ qui n'interviennent cependant gue sur la

couche superficielle de la mer m d’'épaisseur).

e L 'oxygénation qui a une influence épuratrice favorisée par les courants et
les vagues. Si la teneur en oxygéne dissous augmente, la microfiore

entérique diminue.
® Les températures inférieures a 15°C provoquent la mortalité des germes.

Inversement, 'augmentation de la température favorise l'accroissement du
nombre des germes (QUILLIEN, 1980).

e L'existence de substances antibiotiques sécrétées par des bactéries,
certains animaux (ormeaux, éponges, coraux), des algues supérieures et
surtout par les organismes phytoplanctoniques (Diatomées,
Chrysophycées, Cryptophyces, Chlorophycées et Dinoflageltées)
(PLUSQUELLEC, 1984).

e | 'action de bactériophages agissant sur les bactéries fécales ou des micro
prédateurs tel que Bdellovibrio bactériovirus qui parzsite les bactéries et
provoque leurs lyse compléte, mineur sinon négligeable (LECLERC, 1977).
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1.5 RESISTANCE ET SURVIE

La survie des germes dans le milieu marin, étudiée in-vitro, a montre qu'il

existe trois phases :
e une premiére phase correspondant a une période d'accoutumance des
germes au cours de laguelle, une faible augmentation de la charge

bactérienne initiale est enregistrée.
¢ Une phase de mortalité rapide.

e Une phase terminale ou l'on constate la survie d'un petit nombre de germes

qui se sont accoutumés au milieu marin (QUILLIEN, 1980).

Des expériences de laboratoires ont révéle que la résistance et le mainfient du
pouvoir infectant, se prolonge au dela d'une semaine et frequemment de 204 30
jours (Brisou, 1978).

D'aprés PLUSQUELLEC,(1984) certaines Salmonelles survivent 8 a 10 semaines,
les Mycobactéries ont une iongue survie. Les autres groupes (Pseudomonas,

Achromobacter, Chromobacter, Bacillus) sembient pouvoir survivre longtemps.

1.6 LES RISQUES ENCOURUS PAR LA BAIGNADE

La baignade occasionne un contact entre la peau et les muqueuses et
peut étre accompagnée d'absorption d'eau. C'est ce contact qui va augmenter
les risques de contamination par ies germes (PLUSQUELLEC, 1984).

Ces risques sont (tableau: 1):

« des rhino pharyngites (STEVENSON, 1950).
¢ des infections oculaires,

e des ofites,

¢ des sinusites,



Tableau 1 : Les pricipales maladies causées par la baignade

Catégorie Maladies Germes Site d'attaque Symptimes
Affections gasiro- | Les gastro-entérites| Echerichia coli L'intestin de I' homme 1- Par entérotoxine: diarrhée nourisson et des
intestinale yersinia enterolitica et voyageurs
Shigella, Rotavirus des animaux 2- Par la cellule elle méme : il faut un volume élevé

Les salmonelloses

pour provoquer |' infection

Salmonelle L’ intestin gréle Douleur abdominale, diarrhée, nausées,
Le gros intestin vomissement et fiévre de 38 339°C
Le choléra
Vibrio cholerae L' intestin mﬂm—n Vomissement et diarrhée: ”_Ummw—%&—. atation
Affections cutano- | Infection otitique Streptocoque La peau du conduit | Peau rouge du conduit, démangeaison, vive douleurs
muqueuse (I' otite externe) accompagnant souvant d' écoulement séreux ou
purulent
La sinusite Sinus frontale Douleur au front, infflammation de la cavité
Conjonctivite Streptocoque La conjoctivite Sensation de briilure de corps étranger mais sans
(muqueuse recouvrant | douleur profonde, sécrétions agglutinant les cils le
I' ceil) matin au réveil
Manifestation Herpés (Virale) La bouche L apparition d' un prurit, d' une cuisson puis
fébrile-polymorphe quelque heure plus tard d' une éruption de petites
vésicules groupées en bouquet (bouton de fidvre)
Affection Urétrites banales Chlamydiale L' urétre Deébute par une légére démangeaison du méat, gui

génito-urinaire

rougit, puis une cuisson frés pénible apparait a
chaque miction d' ol le terme populaire "chaude
pisse”
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o des troubles gastro-entérites ( MOORE, 1970)
« fidvres typhoides et autres diarrhées (Brisou, 1970).

Cependant dans les travaux les pius récents, CABELLI, (1982) in PLUSQUELLEC
(1984) a montré une relation entre infection et baignade en eau polluée en se '
basant sur la liaison entre la fréquence des gastro-entérites et la contamination

bactérienne des eaux de met.

H a aussi montré une meilleure corrélation entre la quantité des Streptocoques et
les gastro-entérites, que le nombre d'Escherichia Coli et des gastro entérites.
Cependant, les risques sanitaires dus a la baignade ne sont pas négligeables, ni

facile a évaluer pour plusieurs raisons :

« La population estivale est complexe, frés fluctuante et difficile & recenser.
» Certains types de troubles (gastro-entérites) sont considérés comme
bénins et ne font pas l'objet d'une consuitation médicale.

1.7 LES INDICATEURS MICROBIOLOGIQUES

Un indicateur est un facteur physique, chimique ou microbiologique dont
la fréquence est révélatrice du risque de maladie. Le meilleur indicateur est celui
dont la densité présente la comélation la plus importante avec les effets
sanitaires associés. Il n'est choisit que sur la base d'une analyse
épidémiologique (oMs / PNUE, 1977). Les caractéristiques d'un indicateur
microbiologique test ou témoin d'aprés Bonde (1977) in Plusquelec (1984) sont
énumeérées ci-aprés :

« éfre présent quand les pathogénes le sont et qu'ils constituent un danger.

« é&tre plus abondant que les pathogénes.

o éfre plus résistant aux désinfectants et I'environnement hydrique que les
pathogénes.
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¢ étre rapidement cultivable sur milieu simple.
- étre facilement et rapidement identifiable.
o cultivable sur milieu indépendant de la flore annexe.
e Sa distribution se fait au hasard ou de fagon uniforme apres
homogénéisation.
Aucune bactérie ne répond a tous ces critéres.

C'est pour cela gque plusieurs germes de contamination ont été choisis,
Coliformes Totaux (CT), Coliformes Fécaux (C.F.) et Streptocoques Fécaux
(SF).

1.8 LES GERMES INDICATEURS DE POLLUTION FECALE

Pour la surveillance sanitaire des plages, les germes choisis sont :

1.8.1 Les Coliformes Totaux (CT)

Ce sont des bactéries, Gram négatif, aérobies, anaérobies facultatives, en
forme de batonnets, ne sporulant pas et fermentant le lactose en moins de 48
heures lors de leur croissance a 35°C (OMS / PNUE, 1985).

Ce sont les .plus fréquent et les plus nombreux en quantité, mais ils sont
d'origine intestinale est proviennent aussi du sol, c¢'est pour cela que la

recherche des Coliformes Fécaux (C.F.) est aussi nécessaire.

1.8.2 Les Coliformes Fécaux (C.F.)

C'est des bactéries, Gram négatif, aérobies anaérobies facultatives, en forme
de batonnets ne sporulant pas, fermentent ie lactose en produisant du gaz en
moins de 24 heures lors de leur croissance 4 44.5°C. lis produisent de
l'indole en eau tryptonée contenant du tryptophane & 44.5°C.

{0
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les Coliformes Fécaux (CF) ont finconvénient d'étre peu résistant au mitieu

marin aussi les Streptocogques Fécaux (SF) sont eux aussi recherchés.

4.8.3 Les Streptocoques Fécaux (SF)

C'est des cocci a Gram positif, oblongs ou ovales en paire ou en courtes
chaines, présentent une croissance dans le bouilion azide & 35°C + 0,5°C;
dans le bouillon coeur cerveau au bout de 2 jours & 45°C et au bout de 5
jours a 10°C; ils sont catalase moins (oms./ PNUE, 1995).
lis sont originaires des intestins des animaux a sang chaud. lis indiquent une
contamination fécale et un manque d'hygiéne (oMs./ PNUE, 1995).
Le terme Streptocoques Fécaux, s'applique aux espéces :

o Streptococus faecalis.

» Streptococus faecim.

e Streptococus bovis.

« Streptococus equinus. (PLUSQUELLEC, 1984)

Caractérisés par leurs aptitudes a se développer dans des conditions hostiles de
croissance, puisqu'ils présentent une formidable résistance .2 des inhibiteurs
bactériens (LECLERC, 1977).

Streptococus fecalis résiste plus longtemps que les salmonelles (GELDREICH,
KENNER: 1969). S. Faecalis 4 10°C : la moitié de la population disparait en 14
jours.

1.9 Les germes pathogénes

1.9.1 Les Salmonelles
Elles appartiennent au genre Salmonella et a la famille des

Entrobacteriacae. C'est le groupe le plus important puisqu'il distingue 1200
sérotypes (BRISOU, 1978). Elles se présentent en forme de batonnets & Gram
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négatif, oxydase moins, catalase positif, n'hydrolysent pas (urée et ne
désaminent pas la phénylalanine. La plupart des souches sont mobiles, et
generalement bétagalactosidase négatives. Elles decarboxylent la iysine et se '
développent dans la citrate mais pas en présence de cyanures. Les
salmonelles produisent de ['acide, rarement du gaz a pariir du glucose,
attaquent généralement ia mannitol ef le sorbitol (OMs./ PNUE, 1995).

Il existe quaire espaces du genre Sa/monella mais une seule, la plus
dangereuse est présentée: Salmonella typhi, responsable de la fievre
iypho‘fde humaine. C'est une espéce, citrate négatif, mobile, donnant une

acidification par fermentation du glucose et autres sucres.

1.9.2 Les Vibrions
Le genre Vibrio appartient & la famille des Vibrionacae. Bacille & Gram

négatif, caractérisé par une mobilité due a un seul flagelle polaire, de forme
incurvé ot droit de 1,5 sur 0,5 um. lis sont aéro-anaérobie facultatif, oxydase
positif, catalase positive, citrate positif, indole positif. Croissent sur milieu
simple (gélose nutritive, eau peptonée). lis métabolisent les hydrates de
carbone en libérant des acides anaérogénes (SINGLETON, SAINSBURY; 1984).
Beaucoup d’ espéces sont inoffensives, mais les Vibrions cholorigénes tel
que Vibrion cholérique et sa variante E! Tor, ou les Vibrions
parahaemolyticus et Vibrion anguillarum causent des intoxications
alimentaires graves voir mortelles. (Brisou, 1978).

Deux espéces ont été décrite :

Vibrion Cholerae : espéce qui comprend deux souches qui ne sont pas
pathogénes, et deux qui provoquent le choléra dont les symptémes sont une
forte diarrhée sans fidvre, provoquant une déshydratation. Ces souches
produisent une ‘puissante entéro-toxine Vibrio cholerae biotype Cholerae et
Vibrio cholerae biotype El Tor.
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Apres 24 heures d'incubation a 37°C, les vibrions cholériques forment des.
colonies de quelques millimetres sur gélose nutritive. De forme ronde avec
faible convexité, un aspect grisatre translucide et luisant. lis fermentent le
glucose et le saccharose en acidifiant le milieu sans production de gaz.
(SINGLETON, SAINSBURY; 1984). |

Leur survie peut atteindre 81 jours en eau de mer (Brisou, 1978). Espéce
classée halophiie d'aprés BERGER (1984).

Vibrio Parahaemolyticus: bactérie halophile, elle fait partie de la flore
indigéne du milieu marin. Il provoque une toxi-infection se caractérisant par
une gastro-entérite de type dysenterie avec des diarrhées, crampes
abdominales sévéres, nausées, fid¢vres légéres et migraines. La croissance
de ce Vibrion s‘améliore en augmentant la teneur en NaCl du milieu jusqu'a
3%° ce qui lui permet une stabilité et une résistance & des conditions
extrémes tel que la congélation. (SINGLETON, SAINSBURY, 1984).

1.9.3 LES STAPHYLOCOQUES
Du genre Staphylcoccus qui appartient a la famille des Micrococcacae,

les Staphyiocoques figurent parmi les germes les plus fréquemment
rencontrés en pathologie humaine. lls sont présents sur la peau et les
muqueuses chez 'homme et les animaux et vivent aussi dans le sol et dans
l'eau. (SINGLETON, SAINSBURY; 1984).

Ce sont des coques associés en agrégats sous forme de grappe de raisins ou
en amas. Germe & Gram positif, aérobies, anaérobies facultatifs, ne sporulant
pas, sont immobiles et chimio-organotrophes. Leur température optimalé de
croissance est a 37°C, ils sont catalase positive, coagulase positive, oxydase
positive, uréase positif, et nitrate réductase positive, (Brisou, 1978; oms /
PNUE, 1985). L'espece S. aureus est de forme sphérique d'un diamétre de
0,5-1um.

K-



GENERALITES

Les souches de Staphylococcus aureus typiques se caractérisent par une

production de coagulase, une aptitude a fermenter le mannitol et la présence .

dans la paroi cellulajre d'acide teichoique contenant du ribito!l. (SINGLETON,
SAINSBURY; 1984).

Les Staphylococcus aureus sont responsables de grands nombres
d'infections fréquentes dans des fosses nasales, les régions périnéales, la
peau, les muqueuses, et les sécrétions naso-pharyngées. lls sont témoins
d'une contamination humaine récente. Rares dans ['eau de mer, ils sont plus
fréquemment signalés au niveau des sables de plages fréquentées. (BRIsou,
1978).

1.10 Les parametres physico-chimiques

Dans le milieu marin, I'étude des germes est en relation avec les

paramétres physico-chimiques.

1.10.1 La température
Les variations de température de I'eau de mer, résultent des échanges entre

ies couches superficielies chaudes et celles profondes froides. A la fonte de
glace et de 'évaporation, s'ajoute l'effet des échanges air -mer et terre - mer.
La plus grande masse de bactéries marines se cultive 4 des températures
d'incubation entre 10 et 15°C avec un optimum de 15 & 18°C (BRisou, 1986)J

1.10.2 L'oxygéne dissous (O;)

L' oxygeéne dissous est l'un des gaz le plus important pour le milieu marin, la
teneur en oxygéne dissous dépend de plusieurs facteurs :

o physique : I'agitation interface air-mer et la température.

» biologique : Phénoméne d'oxydation, photosynthése.

» chimique : richesse du milieu en matiére organique vivante.

iy

o~
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La dissolution de l'oxygéne dans l'eau de mer, est en effet régie par des lois
physique et dépend de la pression atmosphérique, de la pression de vapeur

saturante de la température de I'eau, et de la salinité (CNEXO, 1983). —
Sa concentration n'est pas la méme le jour et la nuit, les bactéries
consomment une grande quantit¢ d'oxygéne, une des causes de

['approvisionnement du milieu en gaz.

1.10.3 Le potentiel Hydrogéne (pH)

il est généralement, stable et favorable a la croissance des bactéries, les
variations demeurant faibles a des rares exceptions, dont les déversements
industriels (OMs / PNUE, 1977).

1.10.4 La Salinité

la Salinité représente la portion de seis minéraux dissous dans l'eau de mer

(cNEXO, 1983). Une certaine accoutumance des bactéries de contamination

fécale est observée aux concentrations salines, mais si elle augmente

brusquement ia disparition de certaines germes halo-sensible est rapide: (cas

des Coliformes), due surtout aux modifications biologiques brutales pius gu'a

une influence directe du sel.

Les exigences que manifestent les micro-organismes vis-a-vis de la

concentration en chlorure de sodium conduit & la distinction d'un certain

nombre de catégories.

« Les Sténohalines : qui ne supportent pas les écarts de concentrations
salines.

e Les Halophiles : qui ne se développent qu'a de grandes concentrations
salines.

o Les Halophobes : qui ne peuvent pas se développer dans un milieu salé.

Au niveau du bassin algérien, la salinité varie entre 36,5 et 38% (BOUDJELLAL

et SELLALI, 1994).
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MATERIEL & METHODES

2. MATERIEL ET METHODES

2.1 MATERIEL

2.1.1 Présentation du site

Ain Bénian est une ville cétigre située 4 15 Km de la capitaie et &
B85Km du chef lieu de la wilaya de Tipaza (fig.2). Elle est délimité par 36°45'
N, 36°45' S et 2°56' E, 2°54' O, sa superficie est de 1782 hectares.

Le climat y est méditerranéen, la température est trés modérée en été grace
au Pic de Ras Acrata (ex cap Caxine).

La population est estimée a 48,000 habitants d'apres le recensement
de 1995. Elle constitue une source de main d'oeuvre, pour la petite et
moyenne industrie locale, essentiellement dans le domaine des cosmétiques,
du textile, de la confiserie, du bois et du batiment.

C'est aussi une région a vocation agricole bien que celle ci soit en nette
régression.

Depuis bien iongtemps, le fourisme est un secteur important pour cette
commune, par la présence de la station bainéaire d'El Djamila et de son port
de plaisance.

Le littoral s'étale sur environ 6Km a I'Est de Rascrata jusqu'a la pointe
d'El Djamila, il est rocheux et ne présente pas de plage, favorisant ainsi la
péche & la canne et la chasse sous-marine.

Cette portion du littoral regoit des rejets liquides sans traitement
préalable. Les points d’encrage des rejets a écoulement permanent et & un
débit plus ol moins important sont de l'ordre de 5. 1l existe d'autres rejets
moins importants que les précédenis mais beaucoup plus nombreux. Un
systeme de dilution a été installé a I'époque colfoniale et qui consiste en des
conduites se prolongeant jusqu'au large 4 200 ol 300m. %@t} de ces

conduites a entrainé des écoulements juste au bord des cotes. _‘?
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MATERIEL & METHODES

2.1.2 Choix des points de prélévement

Pour cette étude les trois stations choisies au niveau du site de Ain Benian
sont :

Station (1) : La premiére station rencontrée en sortant du port (fig, 3).

Station (2) : Choisit parce que a son niveau se déverse |I'émissaire provenant
de l'abattoir de Ain Benian.

Station (3) : A sa proximité existe une plage complétement polluée,
transformer en dépotoir pour tfoutes les ordures, au niveau de cette station
s'écoule un égout assez important.

Les cinq prélevements ont été effectués au cours du mois de Mai jusqu'a la
fin de Juin (18 Mai au 30 Juin 1996 ).

2.2 METHODES D'ETUDE

Pour chacune des frois stations, 2 prélévements sont effectués. L'un
est destiné a la mesure d'un parameétre physico-chimique, le second a
I'analyse bactériologique.
Les bouteilles utilisées sont préalablement stérilisées au laboratoire a la
chaleur humide (autoclave) pendant 20 minutes 4 120°C. Chaque bouteiile
est étiquetée avec le numéro de la station et la date du prélévement.
Les bouteilles sont plongées a 20cm de la surface, elles sont ouvertes et
fermées dans I'eau pour éviter touie contamination, en prenant soin de laisser
une certaine quantité d'air & l'intérieur de la bouteille pour 'homogénéisation
(fig. 3).
Les prélevements ont été effectués entre Sh -11h du matin, selon les
recommandations de | 'oMs / PNUE( 1995).
Le transport des échantilions au laboratoire, se fait dans une glaciére dont la
température ne dépasse pas 4°C, et le plus rapidement possible pour éviter
tous risques de multiplication (OMs / PNUE,1995).

1%
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Figure 3: Prélg
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1q
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2.2.1 TECHNIQUES D'ETUDE DES PARAMETRES PHYSICO-
CHIMIQUES '

Un seul parametre physico-chimique a été relevé, c'est la température qui est
mesuré & l'aide d'un thermometre gradué de 0°C a 40°C. Celui ci est plongé

dans |'eau quelques minutes.

2.2.2 MODE OPERATOIRE D'UNE ANALYSE BACTERIOLOGIQUE

L'étude des germes fest de contamination fécale, les Coliformes
Totaux (CT), les Coliformes Fécaux (C.F.) et les Streptocoques Fécaux (SF)
ont été dénombrés par la technique des tubes multiples (NPP: Nombre le
Plus Probable) en utilisant 3 tubes par dilution de maniére & avoir des tubes
positifs dans les rangs des dilutions ies plus fortes. (OMs / PNUE, 1986)

Cette technique consiste a ensemencer plusieurs séries de tubes contenant
des milieux de culture liquide puis de déterminer le NPP a partir des tubes
positifs dans chaque série de dilution sur la table de Mc Grady (annexe 1).

2.2.2.1 Recherche et dénombrement des Coliformes Totaux {(CT) et
Fécaux (CF)

2.2.2.1.1 Test Présomptif (fig. 4)
Le milieu est le bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol (B.C.P.L) double

et simple concentration (annexe 2). Ce milieu sert & I'isolement non sélectif
des Entérobactéries. Aprés ensemencement des milieux avec les quantités
d'eau de mer adéquates et homogénéisation, les tubes sont incubés a 37°C
pendant 48 heures. Un virage de l'indicateur coloré du pourpre au jaune et
une production de gaz d'au moins 1/10éme de la cloche traduit la
présomption des Coliformes Totaux (CT).

2.2.2.1.2 Test Confirmatif
Chaque tube positif sera repiqué, dans le bouillon au vert brillant lactosé

(VBL) qui par l'action de ia bile et du vert brillant inhibe fortement la

croissance de ia flore secondaire (annexe 2).

20
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Un deuxiéme tube est ensemencé dans l'eau peptonée exempt d'indole
(E.P.E.) qui permet de vérifier la capacité de produire l'indole a partir du-
tryptophane des germes (annexe 2).

Ces deux milieux sont utilisés respectivement pour ia confirmation de la
présence des Coliformes Totaux et Fécaux. Les tubes de (V.B.L) sont
incubés a 37°C pendant 24 heures, tandis que les tubes (E.P.E.) & 44C°
pendant 24 heures.

Les tubes de (V.B.L) présentant un trouble et une production de gaz d'au
moins 1/10éme du volume de la cloche, contiennent des Coliformes Totaux.
Les tubes (E.P.E.) présentant des troubles contiennent des Coliformes
Fécaux L'apparition d'un anneau rouge en surface aprés addition de réactif de
Kovacs confirme la présence d‘Echerichia Coli . bactérie indologéne.

Le dénombrement des Coliformes Totaux (CT) et Coliformes Fécaux (C.F.)
contenues dans 100 ml d'eau de mer s'effectue sur la table de Mc Grady

(annexe 1).

2.2.2.2 RECHERCHE ET DENOMBREMENT DES STREPTOCOQUES
FECAUX (SF)

lis indiquent une contamination fécales et résistent le pius longtemps dans
I'eau de mer.

2.2.2.2.1 Test Présomptif : (fig. 5)
Le milieu utilisé est celui de Rothe en double et simple concentration, ce

milieu contient de l'azide de sodium qui inhibe la flore secondaire. Aprés
ensemencement a l'aide de pipeties stériles des milieux (Rothe) avec la
quantité d’eau nécessaire, l'incubation se fait 8 37°C pendant 48 heures. Les

tubes présentant un trouble seront considérés comme positif (annexe 2).

2.2.2.2.2 Test Confirmatif
Quelques gouttes sont prélevées a partir de chaque tube positif, puis sont

ensemencées sur le milieu Litsky (annexe 2). L'incubation s'effectue pendant

24 heures a une température de 37°C.

2



e B O B 01D

_ 10 m! 1ml 1 ml
Eau
U U de mer
Rothe D/C  Rothe S/C Tampon phosphate & 9 ml
Rothe S/C othe S/C Rothe S/C
48 h a37°C

el - Baliia - NN

B v

Trouble; Tube positif 3 4 6 gouttes

Milieu” EVA
(Litskv)

v

24ha37°C

v

Trouble + Pastille violette:

présence de Streptocoques
fécaux dans | 'eau de mer

Figure 5: Schéma de la technique de recherche des Streptocoques fécaux dans

I'eau de mer

2%



MATERIEL & METHODES

La présence de Streptocoques Fécaux (SF) se confirme si 2 conditions se
réalisent :

¢ apparition d'une culture dans toute la masse iiquide.

-« présence d'une pastille violette au fond du tube.

Les résultats sont donnés en nombre de Sireptocoques Fécaux par 100ml
d'eau de mer analysée 2 l'aide de la tabie de NPP (Nombre le Pius Probable).

2.2.2.3 TECHNIQUE D'ETUDE DES GERMES PATHOGENES

En plus des Salmonelles et Vibrions qui sont les germes pathogenes
habituellement recherchés; les Staphylocoques ont également été
dénombrés par la méthode des tubes multiples préconisée par {'oms /
PNUE,.(1995). La recherche a été réalisé par la méthode quantitative et
qualitative pour les Staphylocoques.

La méthode qualitative est utilisé pour les Salmonelles et les Vibrions. Elle est
réalise en 3 étapes successives : [I'enrichissement, !isolement et

l'identification biochimigue.

2.2.2.3.1 LES SALMONELLES (fig. 6)
Ce sont des agents bactériens d'origine intestinales, pathogénes pour

'homme, elies sont largement distribuées parmi les animaux.

® Le premier enrichissement
Le bouillon au sélénite (S.F.B) simple et double concentration (annexe 2) est

le milieu d'enrichissement des Salmonelles. Il favorise leur développement en
inhibant par l'action du sélénite de sodium Ia croissance des Coliformes et

des entérocoques.

® Le premier isolement
A partir du premier enrichissement, un isolement doit é&tre effectué sur

R
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gélose Hektoen (annexe 2) dont le pouvoir sélectif est assuré par les sels
biiiaires qui limitent le développement des Coliformes et des Proteus. Les”
boites sont incubés a 37C° pendant 24 heures.

® Le deuxiéme enrichissement
Le deuxiéme enrichissement se fait en transférant guelques gouttes du

tube S.F.B double concentration positif dans le tube S.F.B simple
concentration. Les tubes sont incubes a 37C° pendant 24 heures.

¢ Le deuxiéme isolement
Il s'effectue en étalant une goutte de S.F.B simple concentration sur gélose

Hektoen.

Lecture : les colonies suspectes sont verte & centre noir
-2 1’identification biochimique

Les colonies suspectes sont repiquées sur le milieu (Triple Sugar Iron)
(annexe 2), par piqare centrale du culot et des stries sur la pente, l'incubation
se fait & 37°C pendant 24 heures.

Lecture: la dégradation des sucres (glucose, saccharose et lactose) avec
formation d'acides est révélée par le virage du rouge orangé au jaune de
I'indicateur rouge du phénol, une alcanisation se traduit par une coloration
rouge foncé (MERCK, 1986).

Ce changement de couleurs est associé ol non a une production de gaz.

Le thyosulfate est réduit par certain#s germes en hydrogéne sulfuré qui réagit
avec les sels ferriques en donnant du sulfure de fer noir qui peut masquer ia
coloration du milieu (MERCK, 1986).

Pour la confirmation, des galeries Api ont été utilisées (tableau 2).

2.2.2.3.2 LES VIBRIONS (fig. 7)

Ce sont des germes pathogénes pour 'homme et les animaux, leurs

recherche est qualitative selon les étapes suivantes:
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Tableau 2: Galerie apie 20E

TESTS SUBSTRATS REACTIONS/ RESULTATS
ENZYMES NEGATIF POSITIF
ONPG | ortho-nitro-phenyl- | beta-galagtosidase incolore jaune (1)
palactoside
ADH Arginine arginine dihydrolase jaune rougeforangé (2)
LDC Lysine iysine décarboxylase jaune orangé
onc ornithine ornithine décarboxylase | jaune jaune/orangé (2
CIT citrate de sodium utilisation du cifrate vert pile/jaune bleu-vert/vert (3)
H,S thiosulfate de production d'H,S incolore/grisitre dépdt noir/fin liseré
sodium
URE urée uréase jaune rouge/orangé
TDA tryptophane tryptophane desaminase TDA / immédiat
jaune 1 marron foncé
IND tryptophane production d'indole IND / 2mn maxi
jaune { amheau rouge
VP pyruvate de sodium | production d'acétoine VPI+VP2/10mn
incolore rosé-rouge
GEL gélatine de Kohn gelatinase non diffusion diffusion du pigment
neir
GLU glucose fermentation / oxydation | blew bleu-vert jaune
4)
MAN mannitol fermentation / oxydation | blew/ bleu-vert jaune
4)
INO inositol fermentation / oxydation | blew bleu-vert jaune
O]
SOR sorbitol fermentation / oxydation | bleuw/ bleu-vert Jjaune
Q)]
RHA rhamnose fermentation / oxydation | blew/ bleu-vert jaune
O]
SAC saccharose fermentation / oxydation | blew bleu-vert jaune
(O]
MEL melibiose fermentation / oxydation | blew bleu-vert jaune
{4)
AMY amygdaline fermentation / exydation | blew/ bleu-vert jaune
C))
ARA arabinose fermentation / oxydation | hlew bieu-vert jaune
G
OX tube H,S ou ONPG | cytochrome-oxydase OX/510mn
incolore I anmeau violet
NO3-NO2 | tube GLU NIT1+NIT2 /2-3mn
production de NQO, jaune | rouge
Zn
réduction au stade N, rouge jaune
MOB (API M) mobilité immebile mobile
(microscope)}
MAC milieu de culture sur absence présence
MacConkey
OF glucose (API OF) | fermentation : sous huile | vert jaune
oxydation : i l'air
vert jaune
CAT possession d'une catalase H202 /1-2mn
pas de bulles | bulles

(1} Une trés legére couleur jaune est également positive.
(2) Une couleur orange apparaissant aprés 24H d'incubation doit étre considérée négative.
(3) Lecture dans Ia cupule (zone aérobie).
{(4) La fermentation commence dans la partie inférieure des tubes, I'oxydation commence dans la

cupule.
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o Le premier enrichissement:
le milieu d'enrichissement des Vibrions est l'eau peptonée alcaline (E.P.A)
10 fois concentrée (annexe 2). Il faut ajouter au flacon d'E.P.A 450ml d'eau
de mer. L'incubation se fait a 37C° pendant 16 & 18 heures.

¢ Le premier isolement
A partir du premier enrichissement, on réalise un 1% isolement en éfalant une
goutte prélevée du flacon d'E.P.A sur gélose nutritive alcaline bilice (G.N.A.B)

(annexe 2).

o Le deuxiéme enrichissement
Transférer quelques gouttes du flacon d'E.P.A 10 fois concentré dans un tube
d'E.P.A. simple concentration puis incuber a 37°C pendant 24 heures.

¢ Le deuxiéme isolement
Il se fait de la méme maniére que le premier isolement.
Les colonies suspectes sur GNAB sont franslucides, lisses et bombées et

subiront une identification biochimique.

e 1 identification biochimique

Les colonies suspectes sont repiquées sur la gélose de HAINA-KLIGER (KIA)
par pigare centrale du culot, et des stries sur la pente. (annexe2)

L'incubation se fait a 37°C pendant 24 heures.

La lecture se fait de la maniére suivante:

1. un culot jaune indique la fermentation du glucose

2. une pente rouge indique la non oxydation du lactose

3.la production de gaz se manifeste par des bulles ou une poche d'air

4. un noircissement indique la réduction des thiosulfates en H>S

Pour la confirmation, on utilise la galerie classique (tableau 3).
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2.2.2.3.3 LES STAPHYLOCOQUES

Les souches S. Aureus coagulase positifs sont des agents pathogeénes

potentiels et ils sont responsabies d'un grand nombre d'infections.

2.2.2.3.3.1 Inoculation et incubation : (fig. 8)

e Test présomptif :

Le milieu utilisé est le m-Staphylococcus double et simple concentration
(annexe2). Aprés ensemencement avec les quantités nécessaires d’eau de
mer et homogénéisation, les tubes sont incubés pendant 24h 4 37°C. Les
tubes troubles sont considérés comme positifs.

s Test confirmatif :
Chaque tube positif sera ensemencer sur une boite de Pétri contenant de la

gélose Kranep (annexe 2). Le thiocyanate de potassium, inhibe la totalité de

la flore secondaire alors que_le pyruvate de sodium, et le mannito! favorise
la croissance des Staphyiocoques en compensant l'action des autres

inhibiteurs (actidione, chiorure de lithium). La lecture se fait aprés
incubation pendant 48h a 37°C. Les colonies typique de S. Aureus sont

généralement jaune d' or.

2.2.2.3.3.2 L'identification:
Les colonies ayant dégradé le jaune d'oeuf subiront les tests d’identification

qui sont..

» La recherche de la coagulase:

Pour vérifier la production de la coagulase, chaque colonie est repiqué sur
un tube de gélose au sang qui favorise les bactéries hémolytiques (annexe
2).

Aprés incubation & 37°C pendant 24 heures, chaque tube de gélose au
sang (BN) est incculé dans un bouillon contenant une infusion de coeur et
de cervelle (CC). C'est le milieu préférentiel pour le test de la coagulase
libre (annexe.2); ces tubes sont incubés & 37°C de 8 & 20h.
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MATERIEL & METHODES

Aprés incubation verser 0,1 ml (2 gouttes) de chagque milieu (CC) dans un
tube contenant 0,5 mi de plasma de lapin dilué (1:3).Incuber & 37°C et
observer toutes les 3 heures. L'apparition d'une coagulation pendant la
période d'incubation constitue une réaction positive indiquant la présence de
S. Aureus.

Une réaction de coagulation non satisfaisante, nécessite des tests

complémentaires qui sont :
¢ un test de fermentation du glucose

e un test de production de la phosphatase

e Test de fermentation du glucose

Le milieu utilisé est le milieu d’ oxydation / fermentation. Il doit étre passé a la
vapeur 10-15 m avant-son utilisation afin d'enlever I‘ongilzg Lg\i‘gs‘.out.
,Lr;g,gy{!g; les tubes, et réaliser ie test en condition aérobie en couvrant la
surface des tubes avec une couche d'huile. incuber & 37°C pendant S jours.
Les tubes sont considéré comme positif s'ils présentent une production
d'acide et un virement postérieur au jaune, celle ci se manifeste par une

fermentation du glucose et indique fa présence de S. Aureus.

e Test de production de Ia phosphatase

lllogglle\r, les plaques de production de phosphatase a partir de la gélose au
sang: une goutte d'ammoniaque est versée dans le couvercle, les colonies
qui virent au rouge foncé en présence de vapeur d'ammoniaque, sont

identifier comme S. aureus.

2.2.3 Etude de Forigine de la pollution

L'origine de ia poliution fécate, a été étudier par GELDREICH et KENNER
(1969). Ces auteurs ont proposés pour |'étude de l'origine de la contamination,

Févaluation du rapport CF/SF. L'interprétation du rapport CF/SF est la
suivante:

b
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CF/SF < 0.7: la pollution est d'origine animale

0.7 < CF/SF < 1: la poliution est @ prédominance animal

1 < CF/SF < 2: la pollution est d'origine inconnue (incertitude dans
I'interprétation)

2 < CF/SF < 4: la pollution est & prédominance humaine

CF/SF > 4: La pollution est exclusivement hurbaine (d'origine humaine).

2.2.4 Evaluation et traitement statistique des résultats

La qualité microbiologique des eaux cétieres peut étre interpréiée en
utilisant des méthodes de condensation des résultats basés sur la probabilité
et la statistique. ?

Cette méthode d'évaluation de la concentration des indicateurs microbiens est
fondée sur un modeéle statistique (OMs / PNUE, 1995).
Les teneurs en indicateurs microbiens présents dans les échantillons d'eaux
a analyser, suivent une distribution de probabilité lognormaie. Cette méthode
permet d'évaluer les concentrations microbiennes par rapport au pourcentage
établis et aide 48 comprendre les variations dans ie temps de la qualité
microbiologique de l'eau cdtiere. Les résultats d'expérience sont triées en
concentration croissantes et converties en logarithme naturel. A chacune des
concentrations microbiennes est associées une fréquente cumulative FOX) tel
que : &

F(X;) = i/n+1*100
Xi = Concentration microbienne & la niéme position
F(X;) = Fréquence cumuilative associé a Ia i¢#me concentration.
i = numéro d'ordre de chaque concentration microbienne.

n = nombre total de concentration microbienne.

La distribution des probabilités lognormale correspondant aux
résultats des expériences est obtenue par la méthode numérique suivant une
régression par la méthode des moindres carrés. La dispersion des résultats
par rapport & leur valeur moyenne est obtenues par le calcul de I'écart type de

la distribution définie par l'expression :

34



MATERIEL & METHODES

S=Ln xx84 - Ln xx50
ou
S =1nxx50 - Ln xx16

xx84, xx50, xx16 étant les concentrations microbiennes non dépassées dans
84%, 50% et 16% des échantillons respectivement.

XX représente les deux initiales de [lindicateur microbien considére.
L'estimation de la Md peut éfre interprétée de la maniére

suivante : 7

S<1 : Station de prélévement avec une qualité microbienne trés stable.

1<S<3 : Station de prélévement avec une variation temporaire de sa qualité
microbiologique a linterieur des limites les plus couramment

observées.

$>3 : Station de prélévement avec une qualité microbiologique assez variable
d0 soit & une source discontinue de pollution, soit 8 un modéle variable
de circulation cétiére (variation de la direction des vents).
L'intervalle de confiance de la concentration microbienne médiane, xx50 a
une station d'échantillonnage est déterminé par {'expression suivante
« fexp(n(xx50) -8 /~/n *tii0mpa)s
exp(ln(xx50)+ 8/ /m *ti_ o3 n-1)]

xx80 - concentration microbienne non dépassée dans 50% des
échantillons estimés a partir de la distribution lognormale.
S : écari-type de la distribution lognormale
tiaz.n1 : la variable de student possédant n-1 degrés de liberte

correspondant a 95% de confiance.

n - nombre de concentrations mictobiennes incluses dans ia série de
données.
o * niveau de signification.
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3. RESULTATS ET INTERPRETATION

3.1. Les niveaux de contamination bactérienne dans le site d’étude

Les résultats de la surveillance sanitaire des frois stafions de

prélévements, sont représentés sur les tableaux 4, 5, 6 et la figure 9.

3.1.1. Les indicateurs fécaux

Station 1
L'évolution des concentrations en Coliformes Totaux (CT) et

Streptocoques Fécaux (SF) montrent une variation similaire, pendant foute ia
période d'échantilionnage. Les concentrations les plus importantes ont été
observées le 18 et le 25 mai 1996. Puis, elles diminuent progressivement
jusqu'a atteindre leurs concentrations minimales le 16 juin, Une légere
augmentation est cbservée le 30 juin (fig 9).

Les teneurs en Coliformes Fécaux évoluent différemment, leurs
concentrations diminuent jusgu'au 1* juin puis elles augmentent.

Station 2
La variation temporelle des Coliformes Totaux (CT) et Coliformes

Fécaux (CF) est identique a celle de la station 1 avec seulement des teneurs
plus faibles en Coliformes Fécaux. Les maximums et minimums observés se
situent aux mémes dates que la station (1).

Par contre les streptocogues Fécaux (SF) ont un maximum le 25 mai et un
minimum le 16 juin.

Au dernier préiévement, une augmentation des concentrations est relevée

pour tous les témoins de contaminations.

Station 3
Il faut noter que cette station est ta plus pollué par rapport aux stations

une et deux. Pour les 3 premiers prélévements la variation des Streptocoques

Fécaux (SF) est trés faible; puis, elle diminue progressivement.
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Tableau 4 : Parametres climatologiques, physico-chimiques et bactériologiques de
I’eau de mer de la station 1 (Ain Benian)

Dates des
prélévements

Meétéorologie

T™C

CT/
100ml

CF/
100ml

SF/
100mi

CF/SF

Germes
pathegénes

18 Mai

EM: houle légére
DV : ounest
TPS ; ensoleillé

193

>11000Q

110000

110000

absents

25 MAI

EM: houle légére

DV : Nord ouest

TPS : légéremet
couvert

>110000

210

110000

0.001

absents

1 Juin

EM: assez calme
DV : Est
TPS : nuageux

46000

150

2100

0.07

absents

15 JUIN

EM: belle
DV : Est
TPS : ensoleillé

21

430

460

23

absents

20 JUIN

EM: agitée
DV . ouest
TPS : ensoleillé

18.5

2300

>1100

absents

EM = état de lamer, DV = direction du vent, TPS = temps

Tableau 5 : Paramétres climatologiques, physico-chimiques et bactériclogiques de
’eau de mer de la station 2 (Ain Benian)

Dates des
prélévements

Méteorologie

TC

CT/
100ml

CF/
100ml

SF/
100mi

CF/SF

Germes
pathogenes

Autres
bactéries
isolées

18 Mai

EM: houle légére
DV ; ouest
TPS : ensoleillé

110060

24000

1500

16

absants

Proteus
morgani

25 MAI

EM: houle légére

DV : Nord ouest

TPS : légérement
couvert

110000

9300

110000

0.084

absents

1 Juin

EM: assez calme
DV : Est
TPS : nuageux

19.1

9300

700

240

2.91

absents

15 JUIN

EM: belle
DV : Est
TPS : ensoleillé

22

1500

150

43

absents

29 JUIN

EM: agitée
DV : ouest
TPS : ensoleillé

18.5

9300

1100

75

14.66

absents

Proteus
morgani

¥
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Figure 9: Evolution des germes fécaux: coliformes totaux (CT), coliformes fécaux(CF),
et streptocoques fécaux (SF) en fonction des dates de prélevement
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Le point remarquable pour les Coliformes Totaux (CT) et Coliformes
Fécaux (CF) se situe le 1° juin, ol les Coliformes Totaux (CT) sont -au
maximum et les Coliformes Fécaux (CF) sont au minimum; des teneurs

observées pendant la période d'échantilionnage.

3.1.2 Les germes pathogénes

Pendant toute la période d'échantillonnage ni Salmonelles ni Vibrions
n'ont &té isolés, cependant Profeus morgani et Proteus vulgaris ont été
identifiés a la station 2 et 3.

Les Staphyiocogues n'ont été guantifiés qu'a la station 3, I'espéce S. aureus
est présente a chacune des dates de prélévement a des teneurs constantes
de 23 germes/100mi. Ces souches ont toutes été confirmées comme étant
coagulase positives, et sont donc des souches de Staphylocogues aureus

pathogénes.

4o
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4. Discussion et Conclusion

Au cours de la période d'échantillonnage de feau de mer dans la
région d'Ain Bénian trois augmentations en {émoins de contamination -fécale
ont été observées le 18 mai, le 28 mai et le 30 juin. Cette augmentation peut
étre relié au fait que la mer a ces dates était soit iégérement agitée (18-25
mai) ou agitée le 30 juin. Cette augmentation des teneurs pourrait en partie
s'expliquer par le fait quil y a eu une remise en suspension des micro-
organismes piégés dans le sédiment (GAUTHIER, 1989), ou une diffusion des
germes provenant de la station 2.

La station 3 s'est révélé étre la station la plus polluée quel que soit le germe
pris en considération, au niveau de cette station un égout important se
déverse.

4.1. Rapport Coliformes Fécaux/Streptocoques Fécaux (CF/SF)
Ce rapport (CF/SF) permet de déterminer l'origine de la pollution

fécale.

Station 1
 Les prélévements 2 et 3 indiguent un rapport inférieur a 0,7, ce qui signifie
que la pollution est d'origine animale (tableau 4).
» Les prélevements 4 et 5 indiquent un rapport supérieur a 4, la pollution est
d'origine humaine.
» Le rapport du 1% prélévement est de 1, la pollution est donc d'origine
mixte.

Station 2
» Le rapport du 1* et demier prélévement est supérieur a 4 ce qui signifie
que l'origine de la pollution est exclusivement humaine (tableau 5).
* Pour le deuxiéme préléevement, le rapport indique une concentration
inférieur a 0,7 ce qui prouve que la pollution est exclusivement animale.
» Les prélévements 3 et 4 présentent un rapport situé entre 2 et 4 donc la
pollution est d'origine mixte avec une prédominance humaine.

iy
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Station 3 :
« Les prélévements 1 et 3 indiquent un rapport inférieur & 0,7 donc la
poliution est animale (tableau 6). )

« Le rapport du demier prélévement -est de 100 ceci indique une pollution

humaine exclusive.
e Le 2'™ prélévement présente un rapport de 1,86 ce qui indique une
pollution mixte avec une origine incertaine.
Sur 15 prélévements, 8 d'entre eux indiquent un rapport gqui montre gue
l'origine de la pollution est d'origine humaine exclusive ol prédominante. Ceci
est probablement dil au rejet d'eaux domestiques des habitations riveraines
sur le site étudie. ~

4.2 Résultats de I'étude statistique : méthode de la
distribution lognormale

- 421 Les Coliformes Fécaux

L'écart type (S) est un paramétre caractéristique des variations de la
qualité bactériologique de leau de mer, pendant la période d'observation
(tableau 7).

La valeur estimée de la déviation standard est obtenue aprés normalisation
des données (fig. 10) au moyen de {a formule suivante:

S = Ln CF84 - Ln CF50
$.=.13355,028 - 4385,493
$=1,11
41 < § < 3 : Les stations de prélévement ont une variation temporaire de leur
qualité ‘microbiologique & lintérieur des limites les .plus couramment
observées (OMS/PNLE, 1935).

Lintervalle de confiance de la moyenne des concentrations
microbiennes peut étre obtenue a partir de chacune des séries possible, de n
résultats . microbiologiques (tableau 9) des stations de prélévement (OMS /
PNUE, 1995) avec :
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Tabieau 7:; Evaluation de la qualité microbiologique de 'eau de
mer de Ain-Benian, par un modéle lognormal : classement des
. teneurs-en Coliformes fécaux

i FX) 1 X ‘InF (X)) In X,
1 625 150 1.833 5.011
1 6.25 150 1.833 5.011
3 18.75 210 2931 5347
" 4 25 460 3.219 6.131
5 31.25 - 700 3.442 6.551
" 5] 37.5 1100 3.624 7.003
6 37.5 ‘1100 3.624 7.003
6 37.5 1100 3.624 7.003
9 56.25 2800 4.030 7.937
0 56.25 2800 4.030 7.937
11 68.75 1 9300 4.230 0,138
12 75 11000 4.317 9.306
13 81.25 24000 4.398 10.086
‘14 87.5 75000 4472 11.225
14 ‘87.5 75000 4472 11.225 ’

i = muméro d’ordre, F(Xi) = fréquence cumulative,
Xi = concentration microbjeane.

Tableau 8: Evaluation de la qualité microbiologique de
F'eau de mer de Ain-Benian, par un modéle lognormal :
dassement des teneurs en Streptocogques fécaux
FX) | X [InFX)[ InX
—6:26—b 23 1.833 3.135
12.5 43 2.526 3.761
12.5 43 2.526 3.761
25 75 3.219 4.317
31.25 240 3:442 5.481
375 750 '3.624 6.620
43.75 | 1500 3.778 7.313
43.75 | 1500 3.778 7.313
56.256 | 2000 4.030 7.601
10 | 62.5 2100 } 4135 7.650
11 ] 68.75 | 9300 | 4.230 9.138
12 75 11000 | 4.317 9.306
12 75 11000 | 4.317 9,306
12 75 11000 | 4.317 9,306
15 | 93.75 | 15000 -| 4.541 9.616
i = mumére.d’ordre, F(Xi) = fréqueace camulative,
“Xi = concentration microbienne.
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@ = 5% (niveau de signification)
n-1 = 14 (degré de libert€)
t = 2,145 (valeur de la distribution de Student). _

La valeur moyenne en coliformes fécaux évaluée au niveau des trois
stations confondues appartient a l'intervalie de confiance suivant:

| C=[2368,4;8022,4]

Les valeurs moyennes logarithmiques des coliformes fécaux (CF50)
dans Feau de mer prélevée dans la zone d'étude est de 4386 CF / 100mi
d'eau analysée. De méme la valeur impérative (CFS0) .est de 15487 CF /
100ml deau de mer (fig 11). Les concentrations en coliformes fécaux
obtenues dépassent les critéres de salubrité concemant les eaux de
baignade(annexe 4), dans 50% et 90% des échantillons analysés.

4.2.2 Les Streptocogues Fécaux
Aprés nomalisation des teneurs en streptocoques fécaux (fig.10) par

une transformation logarithmique. L'obtention d'un coefficient de comélation

hautement significatif (R = 0.9574); a pemnis I'estimafion de la déviation
standard:
S=LnSF84 - LnSF50
$=9790,644 - 2320,409
$=1,44

1< S <3 : Les stations de prélévement ont une variation temporaire de leurs
qualité microbiologique (tableay 8) a Tintérieur des flimites les plus
couramment observees (OMS/ PNUE, 1995).

Lintervalie de confiance de {2 moyenne des concentrations microbiennes, est

obtenue-a partir de chacune de la série de n =15 résultats microbiologiques
échantilionnées (tableau 9).
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Tableau 9 :.Evaluation de la qualité bactériologique de leau de mer échantilionnée
a Ain-Benian selon ie modéle iognommal.

oncentre dons des S IC Dbservabion _
Geormes MO00ml

| = 6 - - a
CF 84 = 13355 1,11 { 2368; 8022) insatisfaisant
CF 90 = 15487

. [SF50=2320 -
SF 84-= 9791 1,44 [ 1963; 9681] insatisfaisant
|SF 80 = 11857

S = écart-type, IC-= intervaille de confiance.

* 16000

14000 +

12000 +

10000 +

Germes fécaux / 100ml

CF 50 SF 80 CF 90 SF 80

Figure 10 : Histogrammes des valeurs guides et impératives des Coliformes fécaux (CF), et
Streptocoques fécaux (SF) observés dans 'eau de mer de Ain-Benian
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Figure 11

Gausso-ogarithmigue.

: Normalisations des taux en Coliformes fécaux (CF) observés par la distribution
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Figure 12 : Normalisations des taux en Streptocogues fécaux (SF) observés par la distribution

Gausso-togarithmique.
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D’aprés I'OMS / PNUE, (1995):
a = 5% (niveau de signification)
n-1=14 (degré de liberié).
t =2,145 (valeur de la distribution de Student)

IC = [&xP(LNSF50 - S/Vn *t.azn1); LASF50+5/4n *tazni)]
IC = exp(8,38-0,798); exp(8,38+0,798)
IC = 1962,7 SF/100ml ; 9681,7 SF/100mi

lintervalle de confiance de l'eau de mer analysé au niveau des 3
stations - étudiées signifient que 95% des valeurs se situeraient dans
I'intervalle compris entre [1962,7 ; 9681,7] CF / 100ml.

La valeur moyenne logarithmigue des streptocoques fécaux (SF50)
obtenue (fig. 12) dans l'eau de mer prélevée a Ain Benian est de 2320 SF /
100 ml d’eau de mer. Cette valeur dépasse largement celle préconisée par
FOMS / PNUE, 1995 .

La valeur impérative (SF30) est de 11857 SF / 100ml. Cette charge
dépasse aussi la valeur nomme. Les valeurs obtenues dépassent largement
les nommes préconisées par ' OMS / PNUE, 1995 pour les eaux a usages

screatifs.

Les valeurs guides et impératives en coliformes fécaux, obtenues

indiquent une pollution récente de la zone étudiée. Ceci est expliqué par les
deversements continues des habitations riveraines.
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5. CONCLUSION GENERALE

L'stude de la pollution bactérienne du site d'Ain Bénian, par la
méthode préconisée par I' oms / PNUE (NPP) a permis de donner un apergu
global de I'état de salubrité de cette cote.

La zone étudiée est considérée comme insalubre au regard des
critéres établis par les normes algériennes (annexe 4).

Néanmoins, 'absence de germes pathogénes tels que les Salmonellés
et Vibrions sauf pour les Staphylocogues rassure sur limpact réel de;!la
poliution au niveau de cette zone qui est influence par : |
o |'état de la mer.

» L e débit des égouts.
« La direction et la vitesse du vent.

¢ Le déversement anarchique de déchets domestiques.

La durée de I'étude s'est étalée sur deux mois (mai et juin, 1996), elle
ne constitue donc qu'un apercu potentiel de I'état de poliution dans la zone
d'étude. La méthode préconisée par ci'/ oMms / PNUE (1995), nécessite une
évaluation continue de I'état de pollution et I'établissement de ses tendances

saisonniéres.

Afin de diminuer la charge microbienne et pallier aux problémes qu'elle
peut engendrer, il serait souhaitable de traiter les eaux domestiques ou tout
au moins d'installer des émissaires qui permettent la dispersion de la charge
polluante hors de portée du site. Ce qui permettra a la fois d’économiser pour
I'homme une ressource naturelle qui devient insuffisante, et de sauvegarder la

Méditerranée, aujourd’hui particulierement menacee.
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Annexe 1: Nombre Ie plus probable et intervalte de confiance dans le cas du systéme
d’ensemencement dans trois tubes. Table de MAC.GRADY (RODIER, 1984)

NOMBRE DE TUBES DONNANT N.P.P | LIMITE DE CONFIANCE A
UNE REACTION POSITIVE SUR: DANS 95%
3 TUBES |3 TUBES | 3 TUBES | 100ml LIMITE LIMITE
DE 10ml | DE lml | DE 0.1ml INFERIEURE | SUPERIEURE
0 0 1 3 < 0.5 9
0 1 0 3 <0.5 13
1 0 0 4 < 0.5 20
1 0 1 7 1 21
1 1 0 7 1 23
1 1 1 i1 3 36
i 2 0 11 3 36
2 0 0 9 1 36
2 0 1 14 3 37
2 1 0 15 3 44
2 1 1 20 7 89
2 2 0 21 4 47
2 2 1 28 10 149
3 0 0 23 4 120
3 0 1 39 7 130
3 0 2 64 15 379
3 1 0 43 7 210
3 1 1 75 14 230
3 1 2 120 30 380
3 2 0 93 15 440
3 2 1 150 35 470
3 2 2 210 36 1300
3 3 0 240 7 2400
3 3 1 460 150 4800
3 3 2 1100




Annexe2: MILIEUX DE CULTURES ET REACTIFS.
Recherche des coliformes totaux et fécaux.

e Bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol (B.C.P.L)
Composition en g/l:

Peptone de viande 5
Extrait de viande 3
Lactose 10
Pourpre de bromocrésol 0.025

pH final: 7, autoclaver 4 120°C pendant 20 minutes

Utilisation: milier d’isolement non sélectif des Entérobacteriaceae

Mode d’action: la fermentation du lactose se manifeste par une production d’acide qui
entraine le virage du pourpre de bromocrésol au jaune.

e Bouillon lactosé bilié au vert brillant (v.B.L.)
Composition en g/l:

Peptone de viande 10
Lactose 10
Bile de boeuf desséchée 20
Vertbrillant 0.0133

pH final: 7.2, autoclaver 4 120°C pendant 15 minutes.

Utilisation: mitieu nutritif pour 1’enrichissement et la détermination du titre en E.colf
des eaux usées, eaux résiduaires, produits laitiers et autres.

milieu d'isolement non sélectif des Entérebacteriaceae

Mode d’action: Ia bile et le vert brillant inhibent fortement la croissance de la flore
secondaire.

La fermentation du lactose avec dégagement gazeux, témoin de la présence d'E.coli,
est mise en évidence au moyen de la cloche de DURHAM; d’autres coliformes peuvent
aussi se développer sans production de gaz.

-+ Kau peptonée exempte d’indole (E.P.1.)
Composition en g/l;
Peptone trypsique de caséine 10
Nacl 5

Autoclaver a 115°C pendant 20 minutes.

Utilisation: mise en évidence de la formation de I'indole.

Mode d’action: la capacité ou ’incapacité de former I'indole & partir du tryptophane
est un caractére taxonomique. La caséine obtenue par dégradation trypsique contient
un taux élévé en trypiophane. L’indole formée est mis en évidence par le réactif de
KOVACS.

e Reéactif de KOVACS
Composition en g/l:
Paradiméthylamino-benzaldehyde

-
Lh

Alcool amylique
Acide chlorydrique pure
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Recherche des streptocoques fécaux

e Milieu de ROTHE
Composition en g/l

Peptone de caséine 20
Glucose 5
Nacl 5
Phosphate bipotassique 27
Phosphate monopotassique 2.7
Azide de sodium 0.7

pH final: 6.8+0.2, autoclaver 4 120°C pendant 15 minutes.

Utilisation: pour Uenrichissement des streptocoques fécaux dans les eaux
d’alimentation, eaux usées, eaux de mer, coquillages, etc.

Mode d’action: I'azide de sodium inhibe la flore secondaire.

* Milieu de LITSKY (EVA)

Composition en g/l
Peptone de caséine 20
Glucose 5
Nacl 5
Phosphate bipotassique 2.7
Phosphate monopotassique 27
Azide de sodium 0.3
Ethyle violet 0.0005

pH final: 6.8+0.2, autoclaver a 120°C pendant 15 minutes.
Utilisation: milieu destiné a la mise en évidence des Streptocoques fécaux.
Mode d’action: la présence de 1’ethyle violet en fait un milieu plus séléctif

Recherche des salmonelles.

¢ Bouillon au sélénite de sodium (S.F.B.)
Composition en g/l

Peptone de viande

Lactose

Sélémite de sodium

Phosphate dipotassique 1

[ LN S 4 |

pH final: 6.8 a 7, autoclaver 4 120°C pendant 15 minutes.
Utilisation: milieu d'enrichissement.
Mode d’action: déstin€ exclusivement a la recherche des Salmonelles.

e (élose Hektoen
Composition en g/]:

Protéose peptone 12
Extrait de levure 3
Nacl 5
Thiosulfate de sodium 5



Saccharose 12
Lactose 12
Salicine 2
Citrate ferrique ammomacal 1.5
Sels biliaires 9
Bleu de bromothymol 0.064
Fushine acide 0.04
Agar 13.5

pH final: 8.6, ne pas autoclaver.

Utilisation: le pouvoir sélectif est assuré par les sels biliaires qui limitent le
développement des Coliformes et des Proteus.

Mode d’action: I'identification des bactéries isolées est basée sur I'attaque des trois
sucres: salicine, lactose, et saccharose. Les Salmonelles n’attaquent aucun de ces
sucres.

¢ Triple sugar iron (T.8.1.)
Composition en g/l:
Extrait de viande
Extrait de levure
Peptone de caséine
Peptone de viande
Lactose
Saccharose
D-glucose
Crtrate ferrique d’ammonium
Nacl
Thyosulfate de sodium
Rouge de phénol
Agar
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pH final: 7.8, autoclaver a 120°C pendant 15 minutes.

Uulisation: utiliser pour 1’identification des Entérobactéries.

Mode d’action: permet de metire en évidence I’attaque de trois sucres, ¢t la production
de I'hydrogéne sulfuré. I utilisation du glucose apparait au niveau du culot, le lactose
et/ou le saccharose au niveau de la pente. Le thiosulfate est réduit en hydrogéne
sulfure, il réagit avec les sels ferriques ¢n donnant du sulfure de fer (H;8).

Recherche des vibrions

« Eau peptonée alcaline 10 fois concentré (E.P.A)
Composition en g/1:
Peptone 80

Nacl >

pH final: 9.2, autoclaver 4 115°C pendant 20 minutes.



¢ Gélose KRANEP
Composition en g/l:
Peptone de viande
Chlorure de sodium
Phosphate dissodique
Thiocyanate de potassium
Azide de sodium
Actidione
Chlorure de lithium
D(-) manitol
Pyruvate de sodium
Agar

Emulsion de jaune d’oeuf

pH final: 6.9+0.1

10

3

2
25.5
0.03
0.041
5.1
5.1
8.2
13.5
100ml

Utilisation: gelose selective pour lisolement de tous les Staphvlocoques et

Microcoques
Mode d’action: le chlorure de lithi
spectre d’inhibition.

"azide sont des bactériostatiques a larges

Le thiocyopate de potassium inhibe Ia totalité de Ia flore secondaire. Le pyruvate de
sodium favorise la croissance des Staphylocoques.

o Base de gélose au sang (BA)
Composition en g/t:

Muscle de coeur de boeuf, infusion de

Tryptone
Chlorure de sodium
Agar

pH final: 7.4 x 0.2

— U s )
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Utilisation: permet la vérification de la coagulase de chaque colonie typique de S aureus.

¢ Coeur cerveau
Composition en g/1:
Infusat de cerveau
Infusat de coeur
Protéose- peptone
D(+)- glucose
Chlorure de sodium
Dihydrogénophosphate de sodium

pH final: 7.4

b2
wh
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Utilisation: bouillon d’hemoculture, permet de confirmer la coagulase de chaque

colonie typique de S. aureus.

¢ Plasma de lapin
Composition en g/l:

142 mg d’EDTA (ethyléne- diamine- tetraacétate), pour 1 ml de sang de lapin.

Utilisation: confirmation du test de la coagulase.



o Gélose KRANEP
Composition en g/l:

peptone de viande 10
Chlorure de sodium 3
Phosphate dissodique 2
Thiocyanate de potassium 25.5
Azide de sodium 0.05
Actidione 0.041
Chlorure de lithium 5.1
D(-) manitol 5.1
Pyruvate de sodium 8.2
Agar 13.5
Emulsion de jaune d’oeuf 100ml
pH final: 6.9+0.1

Utilisation: gélose selective pour lisolement de tous les Staphylocoques ¢t
Microcoques

Mode d’action: le chlorure de lithium et ’azide sont des bactériostatiques a larges
spectre d’inhibition.

Le thiocyonate de potassium inhibe la totalité de la flore secondaire. Le pyruvate de
sodium favorise la croissance des Staphylocoques.

o Base de gélose au sang (BA)
Composition en g/l:

aet

Muscle de coeur de boeuf, infusion de 375
Tryptone 10
Chlorure de sodium 5
Agar 15

pH final: 7.4 = 0.2
Utilisation: permet la vérification de la coagulase de chaque colonie typique de S.aureus.

» Coeur cerveau
Composition en g/k:

Infusat de cerveau 12,5
Infusat de coeur 5
Protéose- peptone 10
D(+)- glucose 2
Chlorure de sodium 5
Dihvdrogénophosphate de sodium 2.5

pH final: 7.4
Utilisation: bouillon d’hemoculture, permet de confirmer la coagulase de chaque
colonie typique de S. aureus.

¢ Plasma de lapin
Composition en g/l:
132 mg d’EDTA (ethyléne- diamine- tetraacétate), pour 1 m! de sang de lapin.

Utilisation: confirmation du test de la coagulase.



Annexe3: Coloration de GRAM

MODE OPERATOIRE
e Préparer un frottis sur une lame.
e Recouvrr le frottis fixé avec le colorant primaire (violet de gentiane).
e Laisser agir une minute puis jeter le colorant.
e Recouvrir 1a lame de lugol, laisser agir 20 secondes.
e Jeter le mordant (lugol), et recommencer une deuxiéme fois.
e Rincer la lame a I'eau distillee.
e Incliner la lame, laisser tomber goutte & goutte I'agent de décoloration (alcool).
o Laver abondamment 3 ’eau distillée.
e Recolorer i I'aide d*un colorant de contraste (fuchsine), laisser agir 2 minutes.
e Rincer a ’eau distiliée.
o Sécher la lame au dessus d’une flamme ou d’une plaque chaufiante.

e Observer au microscope et décrire.



Annexe 4: Normes pour la qualité microbiologique des eaux de

baignade

Tableau 10: Normes Algériennes requises pour la qualité des eaux de
baignade

\Décret exécutif N° 93 - 164. (Journa! officiel n° 46 du 14/07/19983)

Paramétres | Unités | Valeurs guides | Valeurs impérativesj
CT /100m! 500 10000 B
| CF | /100mi 100 2000
| SF ' /100ml 100 --
| Salmonelles | 1 litre - 0 .
| Vibrions /450ml | -- 0 |

Les concentrations inférieures ou égaies aux valeurs guides indiquent une
eau de bonne gualité.

e Les eaux dont les concentrations so

nt comprises entre les valeurs guides

ot limites sont de qualité acceptable et doivent faire l'objet d'une
surveillance continue.

Tableau : Qualité microbiologique d’une eau cétiére méditerranéenne a
usage récréatif selon les critéres provisoires oms / PNUE.&@E} ;\’4/}

Paramétre Concentrations microbiennes, CF / 100ml !
qualité de ’eau
Critéres Observations
CF30 100 g
CF90 1000 140




