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Introduction

L’eau est un élément indispensable pour la vieoelrr pe développement socio-économique
réel et durable d’'un pays, il est donc nécessdaeod une meilleure connaissance sur les

ressources en eau existanslghiti etal, 2013).

L’eau, dans la région occidentale du pays estqudigrement attirée sur I'approvisionnement
des ressources en eau dans le bassin versant thaue Mina-Tiaret-exclusivement
imputables aux effets de laridification du climake la croissance démographique et des

politiques de développement envisagées notammeagrésulture.

Le bassin versant de la Haute-Mina camstgour la ville de Tiaret, la principale sinon

la seule région distributrice d’eau, notamment ripde la Mina.

Ce cours d’eau, véritable poumon, esbigine de l'installation et de la sédentarisation
de la plupart des peuplades (notamment les homadesjues dans la région des Hauts-
Plateaux.

L’étude géologique et hydrologique du bassin a peemhe définir la possibilité d'exploiter
d’autres réservoirs autres que la Mina. Notammesmehux souterraines des autre principales

formations géologiques : les " grés de Tiaretlésgt' calcaires fissurés du crétacé".

Afin de surveiller et contréler la qualité des eailxest nécessaire d’avoir recours a un
indicateur qui évalue le risque sanitaire. Les datkurs de contamination fécale le plus
couramment utilisées a ce jour sont les coliforfiégeaux et totaux, les streptocoques fécaux,

les bactéries anaérobies sulfito-réducteurs, ejdemes revivifiables.

L'analyse bactériologique est donc un outil incamable de I'enquéte sanitaire, car il permet
de mettre en évidence la pollution fécale de I'daile permet également de contrbler

I'efficacité des mesures de protection ou de trastd.

L’'objectif de cette étude est de caractériser lessima versant d'un point de vue
hydrogéologique et microbiologique, dont l'iderddtion des sources de contaminations
fécales.

s rr

Dans le cadre de ce mémaoire, le travail a étéseali laboratoire de 'ADE de Tiaret.



1° Partie 5
Etude bibliographique |

________________________________________________________



Partie bibliographique

I.1. Notion de bassin versan

La région de Tiaret est située a la limite sud '‘éelds tellien, au nord- ouest de
I'’Algérie. Géographiquement, la région de Tiaretiemlise dans les hauts plateaux au |
de I'Ouarsenis ou prédominent des formes plane#éds entre 900 et 110(d’altitude et
a l'orée de vastes plaines des hauts plateaux. ddOMina occupe un domaine as
particulier de part son aspect structural et taqten En effet, on peut situer d’'une fagon
grossiére I'Oued Mina entre la plaine de Relizamd\&V/ etle paralléle de Tiaret a 'Est. C
Oued recoupe en fait la partie des piémonts octaderdu massif de I'Ouarsenis et la pa

septentrionale des hauts plateaux Ora(Laidanilet al, 2009).

Le bassin versant de I'Oued Mina est le plus ingoytet e plus intéressant des sc
bassins versants de cette Wilaya. Il contribualaniéntation de la prise de Sidi Ouadhal
du barrage Benkhadda. Ce bassin versant dont Exfgu@ est de 2056 Km, repose sur
roches calcaire occupant la partie occiale du bassin du Cheliff, on note la Haute Mine
représente que le tiers de ce grand cours (Bouchentouf, 1994)

L'Oued Mina, principal et dernier affluent de laerigauche du Cheliff, prend sa sou
dans les monts de Frenda pour confluer avec I'@lediff aprés un parcours de 125 km
parcourt une distance de 135km environ entre lespas de Benkhadda et SMBA, avec
une orientation Sud-Est, Nefduest. (fig 01JHALLOUZ et al, 2012)

Figure 01 limites du bassin de la MIN(HALLOUZet al, 2012)

-1-
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|.2. Caractéristiques générales du bassin versaneda Haute Mina
[.2.1.Hydrologie

Deux barrages ont été construits sur 'Oligla; Benkhadda, mis en service en 1936
sur le cours supérieur qui draine un sous-bassit386 knf et le barrage de SMBA en aval
de Benkhadda avec une capacité de 237 millions HeCen dernier doit répondre & des
besoins d'approvisionnement en eau potable des gt aval et des besoins agricoles par le
développement de l'irrigation sur un périmetre 880 hectares situés dans la plaine de la
Mina et du Bas Cheliff.

D’aprés les études antérieures dans larbasssant de SMBA, les apports du barrage
sont estimés a 120 Hnet le débit moyen annuel est de 3.8/smPour le barrage de
Benkhadda, I'apport annuel est de 61.4 ifoumi, 2013).

[.2.2.Climatologie

Le climat de la région de Tiaret est de type Sendeaa hivers froids, les
précipitations annuelles moyennes, qui s'éleve3@Gmm se produisent essentiellement en
hivers et au printemps. Durant ces saisons, legl&o@nts sont permanents; cependant, I'été
et l'automne sont secs. Ce déficit en eau est e@grar une forte évaporation durant la
période de I'été ou la température moyenne esbird de 15°C en hivers et de 27°C en été.
Les températures connaissent de grandes fluctgatlans la région (en descend a de 0°C
jusqu’a 40°C).

Cette influence de la température freine quelgeie Ip processus d’alimentation des
nappes souterraines qui en fait ne s’'opere queusarpériode courte (janvier a Avril)
(Laidanil et al, 2009)

Le bassin versant de I'oued Mina est ssudiun climat de type méditerranéen
contrasté, avec une aridité estivale marquée ethiver froid, présentant un régime

pluviométrique fortement influencé par les orag@sumi, 2013).
1.2.3.Géologie

L'oued Mina occupe un domaine assez particuliepdd son aspect structural et
tectonique. En effet, on peut situer d’'une fac@s grossiére 'Oued Mina entre la plaine de
Relizane au NW et le paralléle de Tiaret a 'Es#t Oued recoupe en fait la partie piémonts

occidentaux oranais.
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En gros les Monts de la Mina correspondent aotéign de I'Atlas Tellien comprise
entre la zone subtabulaire jurassique et mioceseMints de Saida et les entablements du

Miocéne inférieur et supérieur d’El Bordj et de Zeoura.

En pratique, I'oued Mina a été depuis longtemgdsdsuisé en 3 zones : La haute, la
moyenne et la basse Mina en référence a la géowlogié qui caractérise le trajet de cet
oued.

Pour notre part on s’intéressera a la partie Ansante cours d’eau prend sa source,
c’est-a-dire au niveau du plateau de N'Beh Ed Dllest de FrendéBouchentouf, 1994)

[.2.3.1.ANALYSE STRUCTURALE

La zone de la haute-Mina sera décrite en allantSad vers le Nord, c'est-a-dire de

I'amont vers I'aval avec comme point de repére ladv
La stratigraphie sera décrite selon lestzones définies précédemment
A. La zone Méridionale

Elle est représentée par les hautes-platpaassiques. Cette zone fortement fracturée
montre une bonde d’allongement globale ENE-SSW,upée essentiellement par des

formations dolomitiques datées du Kimméridgien auridsien
B. La zone centrale

Recouvrant la bordure nord des hauts-plat@gaassiques, cette zone trés importante au
point de vue étendue représente la partie occidertta plateau du Sersou.De forme

subtabulaire, elle s’étend jusqu’a la limite sudalansgression miocene.

La partie est, la plus importante en étenduesntierement crétacé supérieur (Sénonien)

celle de I'ouest revenant au Crétacé Moyen etigtfié(Tithonique, Cénomanien).
C. La zone Septentrionale

Il est marqué au Nord par une discordanceulairg et cartographique le mettant en

BN

contact avec le Miocene dont on peut faire la dgson suivante a partir de la base
(Bouchentouf. K, 1994)
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Stratigraphie et lithologie : La stratigraphie sera décrite selon les trois godéfinies

précédemment.

La zone méridionale

Jurassique Kimmeéridgien dolomies
Tithonique Argiles vertes
Crétacé Calcaires et marnes crayeuses

Zone centrale

1/Transition jurassique crétace inferigur Grés ohami (80m).

2/Le Cénomanien Argiles- lumachelles -calcaires
3/Le Turonien faciés dolomitique gréseux
4/Le sénonien Calcaire graveleux et maca@-

Zone septentrionale

1/ Callovo-Oxfordien Argileuse a argilo-sableuse
2/Miocene inferieur Conglomératique
3/Miocene supérieur Grés de Tiaret

I.4. Les sources de contamination microbiologiqueas eaux de la haute Mina

Les principales sources de contaminationabiofogique des eaux de la Haute Mina sont
les rejets permanents et accidentels dus aux rssati@puration, les rejets d’assainissement
autonome, les fuites au niveau des réseaux dectmlBeaux usées, les rejets agricoles, les

eaux de ruissellement, les Animaux domestiquesauages.

-4 -
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Afin de surveiller et contréler la qualitésdleaux des oueds, il est nécessaire d’avoir recour
un indicateur qui évalue le risque sanitaire. Ligadeur de contamination fécale le plus
couramment utilisé a ce jour edE$cherichia coliBelloir,2008). Plus il est présent, plus le risque

d’avoir des germepathogenes associés est important.
[.5. Microbiologie des eaux

Les eaux de surface comme les lacs, legresiet les réservoirs sont susceptibles d’étre
contaminées par des microorganismes pathogengseguent provoquer des maladies chez
les humains. Il existe trois principaux types derngHorganismes qu’on peut trouver dans
I'eau potable : les bactéries, les virus et lesqamaires. lIs peuvent exister a I'état naturel ou

étre le résultat d'une contamination par des megiétcales d’origine humaine ou animale.

L'analyse bactériologique permet de mettré&wdence la pollution fécale de I'eau. Elle
représente également un bon moyen pour contrélicéicite des mesures de protection ou
de traitement, les organismes pathogénes ont pmin® la pollution fécale de I'eau. lls sont
trés nombreux et trés variés et ne peuvent dontapad'objet d'une recherche spécifique. De
plus leur identification est tres difficile voirenpossible dans le cas des virus. Enfin leur

durée de vie peut étre trés courte.

Pour ces différentes raisons, il est préiérale rechercher des germes qui sont toujours
présents en grand nombre dans les matiéres fédaleshommes et des animaux, qui se

maintiennent plus facilement dans le milieu extéret qui sont clairement identifiés.

Différents groupes de bactéries sont uslisémme indicateurs de contamination fécale.
Les coliformes totaux et fécaux ont été tres lomgte les principaux indicateurs de
contamination fécale mais aujourd’h@scherichiacoliet les entérocoques intestinaux sont
reconnus comme plus appropriés pour évaluer leugissgnitaire associé aux diverses
utilisation de l'eau(Edberg et al, 2000; Fewtrell et Bartram, 200). Il est important de

comprendre les potentialités et les limitationsee différents indicateurs.

Parmi ces indicateurs de contamination diéts’'y porté uniguement sur les indicateurs les

plus utiles pour estimer la pollution fécale géfedrent ce sont :
[.5.1 Les bactéries revivifiables a 22°C et a 37 °C

Les bactéries revivifiables sont des baséaérobies, c’est-a-dire qu’elles ont besoin
d’oxygéne pour se développer, telles que les nmiss et les levures. Elles sont capables de
former des colonies dans un milieu de culture tiliy&losé Tourab, 2013)

-5-
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La recherche des micro-organismes aérolmaspathogenes dits «revivifiables» permet
de dénombrer les bactéries se développant dancatebtions habituelles de culture et
représentant la teneur moyenne en bactéries dagsmurce naturelle .Ces germes n’ont pas
d’effets directs sur la santé mais sont des indigatqui révéelent la présence possible d’'une

contamination bactériologique.

Le dénombrement des germes totaux concerne sufesutbactéries aérobies

meésophiles revivifiables aprés 72 h d’incubatid®0&C dans un milieuTourab, 2013)
[.5.2 Les coliformes

La définition suivante a été adoptée par ['Orgdiosa internationale de
standardisation (ISO).e terme « coliforme sorrespond a des organismes en batonnets, non
sporogenes, Gram négatifs, oxydase négatifs, Emdment anaérobies, capables de croitre
en présence de sels biliaires ou d’autres agenssird@ce possédant des activités inhibitrices
de croissance similaires, et capables de fermémniectose (et le mannitol) avec production
d’acide et d’aldéhyde en 48 heures, a des températie 35 a 37 (Rodier, 2005).

Les coliformes comprennent entre autres desmres : Escherichia, Citrobacter,
Enterobacter, Klebsiella, Yersinia, SerraijRodier, 2005) A la définition précédente des

coliformes, il convient d’ajouter les trois définmssuivantes :
[.5.3 Les Coliformes totaux :

L’expression «coliformes totaux» regroupe plusieurs espéces bactériennes de la
famille des Entérobactéries, se sont des BacillesmGnégatifs, non sporulés, oxydase
négatifs, aérobies ou anaérobies facultatifs, dapatle développer en présence de sels
biliaires et de fermenter le lactose avec productie d’'acide et de gaz et de l'aldéhyde
pendant 24-48 heuresa une température de 35- 37¢@i euvent présenter une activité

d’enzyme 3 — galactosida@eodier, 2005).

La recherche et le dénombrement des coliformesixof 37°C concerne surtout les
bactéries aerobie mésophiles revifiable apres 7Ritutbation a 30°C dans un milieu de
culture bien définit, ces coliformes intéressantipjuger de l'efficacité de la désinfection

d’'une eau est d’'un intérét moindre pour déceleraamamination fécale sure.

L’absence de coliformes totaux ne signifie pas sga@ieement que I'eau est potable,

celle-ci peut tout de méme présenter un risqueogatine.
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|.5.4 LesColiformes thermotolérants ou fécaux a 44°C

Considérés comme des germes indicateurdadqualité hygiénique de l'aliment,
constitue par contre un bon indice de contaminadigartir des matieres fécales de ’homme
et des animaux. Ces bactéries sont souvent ass@cokes entérobactéries pathogenes comme

lesSalmonellaet lesShigella

Ces coliformes sont capables de se développer@ddts qu’aucune croissance n’est
observée a cette température pour les souchestnales la présence signe I'existence quasi

certaine de la contamination fécale.

Lescoliformes fécaux donc d’origine intestinale, sont des coliformes fgrmentent le
lactose avec production de gaz a 44°C On les dssimwuvent auxcoliformes
thermotolérants (Tourab, 2013)

» Escherichia coli

Le terme «E.coli » correspond a des coliformes thermotolérantpmpduisent de l'indole
a partir du tryptophane et ont les caractéres biticues propres a cette espg&odier,
2005),qui fermente le lactose et le mannitol, produisént'acide et du gaz a 44,5 £ 0,20C
pendant 24 heures, oxydase négative, n’hydrolysd'yae E.coli est parfois défini comme

un bacille gram négatif possédant unef3-galactasieiasne 3-glucuronidaséoffin, 2000).

Parmi les coliformes thermotolérants, Les bactd&msherichia colisont abondantes dans
la flore intestinale des humains et des animaux’'e$t aussi la seule espece qui est
strictement d’origine fécale. Elles sont donc cdéstes comme le meilleur indicateur d’'une
contamination d'origine fécaleCe germe peut étre associé a des germes pathogénes.
Cependant cette mesure ne permet pas de consédlsrapnt présents, la nature et le nombre

de ces germes pathogenes.
[.5.5Anaérobies sulfuto-réducteurs (Clostridia)

Ce sont des micro-organismes anaérobies fdrrdas spores et sulfito-réducteurs,
appartenant a la famille des Bacillacés et au g€fostridium, dont les plus fréquentes et les
plus faciles a mettre en évidence sont les Clasgifourab, 2013)

Ces bactéries se développent sans oxygene ebetlés possibilité de se transformer
sousune forme de spore résistante aux conditidasat@bles.Ce sont des indicateurs de
contamination ancienne et/ou chronique, de péngtrdes eaux de ruissellements dans les

ouvrages de captage.
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» Spores de bactéries anaérobies sulfitoréductrices

Formes de résistance de micro-organiseekveloppant en anaérobiose a 37°C + 1 en 24h

et ou 48h en gélose viande foie et donnant desiadaypiques réduisant le sulfite de sodium.
» Spores deClostridium sulfitoréducteurs

LesClostridium sulfitoréducteurs (ou leur spores), bacteries cenmsales de l'intestin ou
saprophytes du sol, comme test de contaminaticalefgéventuellement ancienne vu la résistance
des spores a I'exterieur.se sont des anaérobiefs stitivant a 37 °CClostridiumperfringens fait
partie desClostridium sulfitoréducteurs bien qu’effectivement présemsdies matieres fécales,

est un germe assez ubiquisieftin, 2000).

L’intérét de la recherche de tels indicasendiside dans la propriété qu'ils sporuler, celagii

rend particulierement résistant aux traitementdasenfection.
[.5.6 Les streptocoques fécaux

Les streptocoques sont définit comme desi@gram positif disposés en chainettes qui ont
un métabolisme anaérobie cependant la plus parsagshes tolerent I'oxygéene et peuvent étre

cultivées in vitro en atmosphére aér¢Bieuvet, 2005).

Lesstreptocoques fécawont des entérocoques du groupe D (leur antigénmacbi les
classe dans le groupe D de Lancefield) qui viveartsdles intestins de I'homme et des
animaux mais aussi des germes qu’on retrouve @asgl lou sur les feuilles mortes. lls sont
tres résistants et sont protégés par des spdoffitn( 2000. Dans les directives de 'OMS
(2006), on les utilise pour mesurer l'efficacitésdemitements des eaux de consommation ou

pour déterminer l'origine (animale ou humaine) @edntamination.

Elles sont néanmoins considérées comme imdica d'une pollution fécale.
L’identification de streptocoques fécauwkonnera une confirmation importante du caractere

fécal de pollution.

Elles sontrésistent beaucoup aux substanseptiques qui devraient empécher leur
croissance. Certains streptocoques peuvent sddrars en germes initiateurs de plusieurs
maladies. Elles sont capables de réduire le chdadartriphényl le 2, 3, 5 tétrazolium (TTC)

en formazaneTourab, 2013)
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Partie expérimental

|.Objectif du travall

Ce travail a pour but de caractériser le inagsrsant d’'un point de vue hydrologique et
bactériologique, dont 'identification des sourcescontaminations fécales.

. Lieu et période du travalil
[I.1.Situation géographique

De part sa situation le bassin versanadedute-Mina touche deux entités géographique
bien connues en Algérie : I'Atlas tellien et lesites- plaines telliennes (voir fig 03).
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Figure 02 :localisation de la région d’étudelALLOUZ et al, 2012).

Le secteur étudié s’étend d’Est en Ouest eetrparallele de Frenda (1°) et celui de

Sougueur (1°30’) et du nord au sud entre la lagitB$h°23’ & 3 Km au Nord de Tiaret et 35° a
7 Km au sud de FrendBouchentouf, 1994)

De part sa situation, un tiers de ce secteur psésenté par une bande d’'une dizaine
de Km en moyenne, allant de Frenda au sud a Me&femaau Nord, et faisant partie de

I'Atlas tellien. Les deux autres tiers de plus degv Km formant une surface subtabulaire
(Haute-Plateau) aux Hautes-Plaine telliennes.
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Figure 03: Localisation géographique de la zone d'ét(ldadanil et al, 2009).

D’une maniere générale, le sous-bassin de la Hdute-fait partie du bassin du
Cheliff. Il marque la limite Nord-Est du bassin desute-plateaux oranais. A I'Est, il est

limité par le sous-bassin de 'oued Nahr OudBselchentouf, 1994)

En fait, le bassin de la Mina occupe la partie @dectale du bassin du cheliff ; la

Haute-Mina ne représentant qu’un tiers de ce gcands d’eau.
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[1l. Matériel et méthode

[ll.1.Protocole expérimental

Le schéma suivant résume les principeti@ses de notre expérimentation :

Le produit a analyser
(L’eau de la haute mina)

J

Lieu de prélevement
Tagdempt commune de Tiaret

J

Prélevement d’un échantillon

19/04/2015 / \
- Germes totaux

@ - Coliformes totaux

-Coliformes fécaux
- Streptocoques fécaux

Les analyses effectuées ) Slfptore,s q def:lostndmm
Paramétres bactériologiques y  Sullito reducteur

J

N N Y

\_ /

Figure 04 : Schéma de protocole expérime(AdE)
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Il .2. Prélevements des échantillons d’eau

D’aprés Dahmani, 2007le prélevement d’'un échantillon d’eau est une afti@n délicate, le
plus grand soin doit étre apporté, il conditione® flesultats analytiques et l'interprétation qui
en sera donné, I'échantillon doit étre homogeneeptésentatif, et ne pas modifier les

caractéristiques physiques —chimiques de I'eau.
Notre échantillon a été préléve a partiOdeed Mina (auprées de la commune de

Tegdempt) le mois d’Avril 2015.0u nous avons slegi étapes suivantes :

Plonger la bouteille stérilisée et bien fermée daa a une distance de 50 cm a partir

de la surface.
- Ouvrir et remplir la bouteille en lissant un espd’air a I'extrémité.
- Transporter I'échantillon le plus rapidement pbkesau laboratoire (temps<6heures).
- Conserver a 4°C avant de faire les analyses.
[11.3. Matériels et Produits utilisés
« Bec bunsen.
« Rampe de filtration sur membrane et membraneatriiléss stériles, trompe a vide.
+ Gélose au Tergitol 7.
+ Tubes de 25 m|
+ Bain Mari.
« Etuve.
« boites de pétri stériles.
+ pipettes 1 ml stériles.
« flacons stériles.
+ pinces meétallique
+ eau distillée.
+ Les réactifs : TTC tergétol, TTC tergétol 7, Selftte sodium, Alun de Fer et kovacs.

+ Milieu de schubert (muni d’'une cloche du durham).

-12 -
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[11.4. Les parametres microbiologiques :

L'objectif des analyses microbiologiques Bst pas de faire un inventaire de tout les
germes mais de déciller la présence des bactértksatrices de contamination fécale
suivants : coliformes fécaux (CF), coliformes totdCT), streptocoques fécaux (SF) et les

bactéries anaérobies sulfito-réducteurs (ASR)géemes revivifiables.

Tableau 01 :les normes microbiologiquédhonon.A.S, 2012)

germes| Coliformes Coliformes Germes totaux | Streptocoques Anaérobies sulfito-

totaux thermotolérants fécaux (37°C) réducteurs (44°C)

(44°C) (30°C)
(30°C) | (44°C)

|
normes| 0/100 ml 0/100 ml O/Aml 0/1m 0/200 ml | 2/20 ml

Le dénombrement des coliformes a été eféectelon la technique de filtration sur
membrane (0,48n) sur gélose tergitol a 37°C pendant 24h posiQeliformes totaux et a
44°C/24h pour les Coliformes fécaux. Le test des@mption des streptocoques fécaux se fait
sur la gélose Slanetz et bartly a 37°C/48h saiun autre test de confirmation su gélose
B.E.A a44°C/24h.

La recherche et le dénombrement des spg®&sdans I'eau est réalise par la méthode

d’incorporation en gélose de VF en tubes proforeiglpnt 24 h a 37°C.

La numération des germes revivifiables a étite apres incorporation de 1 ml
d’échantillon ou de ces dilutions dans un miliedogé TGEA. L'inoculum obtenu est
incubé a 37 °C/24h et & 22 /72h °C

» Le principe de la culture sur un milieu solide

Le principe de la culture sur un milieu dekst que chaque bactérie donne naissance
apres incubation a une colonie repérable macrogaepient. L'unité est alors s’exprime en

UFC/volume c'est-a-dire unité formant colonie par unité deuvae.
» Principe de La technique de filtration sur membrane

La technique de filtration sur membraneest une au#hutilisée dans le but de concentrer les
microorganismes présents dans 100 ml de volumeavers une membrane poreuse de

diamétre 0,4bm de diametre. Les bactéries piégées a la surfaceetle membrane sont

-13-
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mises en culture sur un milieu gélosé donné et ggendne durée précise. Tout d'abord, il
faudrait :

» Stériliser I'entonnoir gradué en acier inoxydabiesaque la membrane poreuse a l'aide

d’'un bec bunsen.

» Les refroidir tout de suite aprés, avec I'eau alymes si on en dispose en quantité

suffisante ou bien avec de I'eau distillée stérile.

» Mettre en place de fagcon aseptique une membraperdsité nominale de 0,45 p (selon
le genre de bactérie a rechercher) entre la memhpareuse et I'entonnoir a l'aide d’'une

pince stérile.
» Fixer ce dispositif avec la pince correspondante.

» Déposer ensuite aseptiguement 100 ml d’eau a aragalon les types d’eaux a analyser,

devant un bec bunsen.
» Actionner ensuite la pompe a vide pour absorbaul@ travers la membrane.

» Retirer I'entonnoir puis transférer immédiatemenaseptiquement la membrane a l'aide
d’'une pince a bouts arrondis stérile, sur la serfatune plaque de la gélose
correspondante préalablement préparée. Cetteedersera incubée couvercle en bas a une

température et pendant un temps voulus.

* Apres incubation, comme dans le cas de la numératiomilieu gélosé, on compte les

colonies formées a la surface du filtre (voir F&).0

-14 -
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Entonnoir

Membrane poreuse

P—

Récipient

= i

Figure 05 Schéma du principe de la technique de culture sumionan

[ll .4.1.Recherche des germes totat

Elle consiste en une estimation du nombre total glgsnes présents dans un
d'eau.

Le dénombrement s’effectue dans La gélose de TEE#st un milieu de dénombreme
des bactéries aérobies revivifiables & 22 et a.

Méthode
» Les dilutions
Des séries de dilution préparée en eau physio
Pour obtenir une dilution de 1/10 on mélange 1mhd a analysé a 9 ml de dilu:
Si 1 ml de cette dilution 1/10est ajouté a 9 mtldeant, on obtient une dilution au 1/1

Pour lesdilutions suivantes on applique la méme techni@iest-a- dire que on ajoute 1n

de la solution précédente dans 9 ml d’eau distihéobtient ainsi une nouvelle diluti
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Fipette stérille
{ { ‘ {Fﬂu
{ \ distillé
- Eau )
Flacon 4‘ I distille I
Tube a essal 1110 1/100

Figure 06Schéma de la technique de dilution décimale
» Réparation des inoculums et de la gélose en boite gétri.

* Deux boites de pétri d'un diametre de 90mm, negdi chacune 1ml d'eau a analyser.
Deux autre 1ml de la dilution 1/10. D'autres sédesleux regoivent éventuellement 1ml.

Des dilutions suivantes.

*Marquer sur chacune des boites de pétri le nurd&maregistrement de I'eau a analyser,

la température d'incubation et la dilution.

*Faire fondre la gélose (TGEA), lorsqu'elle estoafie a 45°C, la couler aseptiquement

dans les boites de pétri.

*Agiter doucement par un mouvement circulaire passurer un melange homogene de
I'eau avec la gélose toute en évitant la constrmuctes bulles d’aire . Laisser refroidir sur

un plan parfaitement horizontal.

*Incuber une boite de chaque dilution a 37°C pehd&h et l'autre boite 422°C durant
72h.
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Pipette sténlle
Le |

Flacon

Boite de Péina

TCEA ) | -|—|-':‘

Figure 07 :Schéma du principe de la manipulation
» Les boites sont incubées a I'envers pour évitedésaydrations, de la gélose.

» La lecture : se fait aprés 48h de boites incubées a 37°Cres &2h de celles incubées

a 22°C. les boites retenues sont ceux contenanoonbre colonies inferieur a 300 et
supérieur a 50.

Dénombrement : Le comptage se fait sur boite de pétri, et onléaihoyenne des deux

boites, on multiplie par l'inverse de la dilutionan obtient le résultat final (germes/ml).
[11.4.2. Recherche et dénombrement des Coliformes
Les Coliformes sont considérés comme indices dé&atination fécale.

La recherche et le dénombrement daetooles ont été effectué selon la méthode de
filtration sur membrane a 0,4%n milieu solide en supposant la disponibilitéingd rampe de

filtration.
» Technique sur membrane filtrante

Colimétrie sur membranes filtrantes permet d’oltefe@mblée, sur boites Pétri, des

colonies isolées des germes de I'eau.
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Figure 08 :la rampe de filtration Figure09 : la membrane de filtration
Méthode
Mettre en route la trompe a eau.

-On flambe |égerement la surface supérieure dearage de filtration ainsi que la plaque

poreuse et le réservoir.

-On enleve une membrane de son emballage a l'digee doince métallique flambée et

refroidi.
-On pose doucement cette membrane sur la plageeg®de la rampe.

-On préléve 100 ml d’eau a analyser et I'on vetgéelement puis on ouvre le robinet pour

I'eau s’écoule.

-On préléve la membrane dés que paraitre secheuaeepince stérile en le saisissant par son

extréme bord.
-On prend la boite de Pétri déja coulé par la gétesgitol ou sera déposée la membrane.

-On retourne la boite pour empécher I'eau de cosatean accumulée sous le couvercle de

retomber sur le milieu, et on la fait séchée ai/éta37°C.

La lecture : se fait aprés 24h d’incubation, toutes les bgit@sentant une culture avec un
virage de couleur au jaune, sont considérées cormpositives (pouvant contenir des

coliformes).

Remarqgue : Les boites sont incubées pendant 24h a 44°C powcleerche des coliformes

fécaux et a 37°C pour la recherche des coliforroeaik.
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Les résultats sont exprimé en UFC/100ml.

Figurel0: la manipulation sur le milieu de tergitol
+ Test de confirmation
> Pour les coliformes totaux

Toutes les colonies suspectes lactose psasiit comptées puis repiquer sur le milieu TSI
pour confirmer l'utilisation du lactose et le dégagent de gaz, caractére principale des

coliformes.

Pour le milieu TSI la colonie isolée ad&id'une pipette pasteur stérile a la fois ensstrie
a la surface de l'agar et piglre centrale sur tufmofondeur du tube. Ensuite, le tube est

incube a 37°C pendant 24 heures.

Figure 11 : confirmation des coliformes totaux sur miliE8I
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> Pour leskE.coli

A partir du TSI positif et a l'aideutie pipette pasteur stérile, la culture bactérienne
sur la surface incliné du tube est récolté prospé dans le milieu de Schubert (muni
d’'une cloche de durham). Ce dernier a été incibd4°C pendant 24 h. Quelques gouttes du
réactif de Kovacs sont ajoutes au milieu Schulqjg@saincubation pour confirmer la présence
d’E.coli.

La lecture : aprés l'incubation, I'existence de pousse baatéee de gaz dans la cloche
(fermentation du mannitol avec gaz) et une coloratbuge (anneau rouge en surface) apres
addition de réactif de Kovacs (caractere indolojjéocerrespondent & une réaction positive
pour la présence Bscherichiacoli.

Figure 12 :le milieu de Schubert (muni d’une cloche de durham)
[Il .4.3.Recherche et dénombrement des Streptocoquesdéx

Les Streptocoques fécaux ou Streptocoques dipgrbBusont capables de se développer
en 24 & 48 heures a 37°C sur un milieu sélectifedtaet bertly en donnant des colonies
caractéristiques réduisant le TTC et qui de plurdiysent I'esculine en 2 h a 44°C apres le
transfert de la membrane renfermant les colonieactaristiques sur une gélose biliée a
I'esculine. Leur recherche et leur dénombrement peuaire de la méme maniére que pour
les coliformes, c’est a dire selon la méthode tteafion sur membrane a 0g%n milieu

solide.
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» Techniques sur membrane filtrante
On filtrera la méme quantité d’eau que pour larnélrie selon la méme technique.
Le milieu utilisé dans ce cas est le milieu de efaret bertly.

Aprés la filtration la membrane est retirée etesudéposée sur le milieu de Slanetz a l'aide
d’'une pince métallique stérile. La boite de pédst incubée sur son couvercle a 37°C pendant

48 heures.

La lecture: Apres lincubation, les colonies noires avec umanitre de 0,5 a 2mm

représentaient les streptocoques totaux.
% Test de confirmation

La confirmation de la présence des strepfoes fécaux ou bien de groupe D a été
effectuée sur la gélose (BEA) en transférant cotapient la membrane contenant les
colonies caractéristiques des streptocoques sugélase pour une incubation a une

température de 44°C  pendant uniquement 2 heures.

Figure 13 :lamanipulation sur le milieu slanetz et BEA

I11.4.4.Recherche et dénombrement des clostridies

La recherche et le dénombrement des spdee<lostridium sulfito-réducteurs
permettent de mettre en évidence un groupe de rlescténaérobies caractérisées par la

résistance de leurs spores et par un équipemeyrnatigue réduisant les sulfites en sulfures.
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Principe

Aprés la destruction des formes végétatdess bactéries anaérobies sulfito-réductrices
éventuellement présentes par choc thermique (fdwuf 80°C suivi immédiatement d’un
refroidissement sous I'eau de robinet. L'échantikkst incorporé a un milieu de viande de
foie fondu et mélangé avec deux additifs, le tailfie sodium et l'alene de fer. Aprés
solidification et incubation, la présence de germelito-réducteurs se traduit par un halo
noir de sulfure de fer auteur des colonies.

Méthode

20 ml de I'échantillon & analyser dépourvue ddedarme végétative a été réparti dans 4
tubes différents et stériles, a raison de 5 mitphe. En suite environ 18 a 20 ml de gélose
Viande Foie, fondue puis refroidie a 45°C, additiéa de leurs additifs spécifiques. Le milieu
et lI'inoculum sont mélangés doucement en évitamtrdduire des bulles d’air et de
I'oxygene puis laisses solidifier sur paillasse ggart 30 minutes environ, puis incubes a 37
°C, pendant 48 heures.

La lecture des résultats s’est faiteegdr2h, 24h, 36h et a 48heures dont la raison est

d’éviter d’étre face a un tube complétement noir

Figure 14 :la préparation de la gélose de VF
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Figure 15 :la manipulation sur la gélose de VF

Figure 16 :I'incubation a I'étuve
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V. Résultats et Discussion

Les résultats des indicateurs de contaminationldésant confirmés par la présence d'une
grande diversité microbienne. Ainsi pendant notrgl@ nous avons isolé et identifié des
bactéries pathogénes qui peuvent étre a I'origeee rdaladies a transmission hydrique. Ces
bactéries sont souvent isolées avec des effettifssecolonies assez importantes.

Les résultats du dénombrement des CT, CF, CSRASR, et des germes revivifiables sont

résumés dans les figures ci-dessous.

Figure 18: les résultats des analyses effectuées pour les CF

-24 -



Partie expérimental Rés$ et Discussion

On observe a la surface du milieu de culture apireésubation a 24h plusieurs
colonies orange et jaune dont, la présence d’'umdgnambre des bactéries de CT et CF.

Figure 19 les résultats du test de confirmation des CT.

Le TSI positif s’est caractérisé par tuvuble bactériensurla face incliné de couleur
jaune indiquant la dégradation du lactose et uaaspide au fond du tube qu’est le témoin
de dégagement du gaz. Ces deux caractéristiquesfirngent la présence des coliformes

totaux.

Figure20 :les résultats de test de confirmatioB.doli.

Le milieu Schubert positif ou indole positif et lui qui formait un anneau rouge a
sa surface aprés l'adjonction de quelques goutastitéde KOVACS. L'apparition de
I'anneau rouge est le témoin de la réduction detdyhane préexisté dans le milieu Schubert

en indole, confirmant ainsi la présence des basErcoli.
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Figure 21 :les résultats des analyses effectuées pour les SF

Le milieu sélectif est trés riche en colonies moident, la présence d’'un grand nombre des

bactéries de SF.

Figure 22 :les résultats d’analyse desspores
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Rés$ et Discussion

Le milieu sélectif est trés riche en colonies roident, la présence d’'ungrand nombre

de spores des bactéries sulfito-réducteurs.

Figure 23 les résultats d’analyse des germes revivifiables

Le milieu sélectif est tres riche en colonies moident, la présence d’'un grand nombre des

bactéries de SF

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tabigeant :

Tableau 02 :les Résultats d’analyses bactériologiques

Germes | Coliformes Coliformes Streptocoques| Spores des
Echantillon | fotaux totallux_ 100 fé;:lacl)g( I de groupe D bact,éricta)g ",

(G/lML) (CO onies (C m ) (C/lOOmI) a,naero- 1esS SulTuto-

ml) réductrices

Dilution | Dilution Dilution Dilution (spores/20 ml)

(1/100) (1/100) (1/100) (1/100)

22 |37

°C loc Dilution (1/1000)
01 >300 >300 25 05
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Partie expérimental

Rés$ et Discussion

Nombre de germes totaux (Ng/1ml)

Ou:

XcC

1,1xd

Y. ¢ : est la somme des colonies dénombrées sur deus lo@tdilutions successives retenues.

d : est le taux de dilution correspondant a la preeni#ution.

> N (22 °c)=160+180/1.1*0.02=1.54*10pour la dilution 1/100

Alors N=1.54*16 g/ml

> N (37 °c)=110+126/1.1*0.02=1.10*10pour la dilution 1/200

Alors N=1.10*16 g/ml

D’aprés nos résultats présentés on peut gliee cette eau est tres riche enbactéries

d’origine fécale (coliformes fécaux et totaux, ptozoques fécaux, les bactéries anaérobies

sulfito-réducteurs et les germes revivifiableshtdwette eau est trés polluée.

Lorsque les conditions du travail sont incamables pour faire plusieurs échantillons on

compare nos résultats avec d’autres résultatsomquicités dans le tableau ci-dessous :

Tableau 03 : représente les résultats d'analyses bactériolegiglieau d’Oued Mina au

niveau de la région de tagdempt (20@3jellab et Fares, 2008).

10]

P otres Germes totaux | coliformes | Streptocoques Normes eg
prélevements traitee
Prélevement 01 100 25 51 0
10/03/2008
Prélevement 02 110 19 42 0
28/04/2008
Prélevement 03 120 40 45 0
20/05/2008
Prélevement 04 150 43 50 0

18/06/2008
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Partie expérimental Résu$ et Discussion

D’aprés la comparaison avec le tableau 04, nouangumons que I'eau est chargée en germes
pathogenes.

Enfin, les analyses bactériologiques desc & 'Oued Mina ont permet d’apprécier le
risque du a des microorganismes pathogenes. diéesontré que ces eaux sont tres polluées
et renferment des quantités importantes de germablogenes,Germes revivifiables,
Coliformes totaux et fécaux, Streptocoques fécatR)ostridiumsulfito-réducteurs.

La présence des coliformes fécaux et des strepti@soigcaux découvrent une contamination
fécale récente alors que l'existence de bactérmmerobies (Clostridies) indique une

contamination ancienne.

L'origine de ces contaminations est le ddémment des eaux usées prévenant de

différents villages qui se situent de part et dauh la proximité d’'oued mina.
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Conclusion

Durant les derniéres décennies cet élémeead " s’est raréfié, un déficit important s’est

fait sentir et particulierement a I'Ouest algérien.

Le travail entrepris dans le cadre de ce n@mest une contribution a I'étude des
caractéristiques hydrogéologiques et microbiolog&du bassin versant de la Haute Mina.
Les analyses microbiologiques obtenueavets les dénombrements réalisés ont permis
de confirmer la contamination d’origine fécale @s eaux par la présence d'un nombre élevé
d’organismes indicateurs ainsi qu’une grande \arig¢ germes pathogenes. Cette forte
contamination fécale est due aux effluents urbaend,écoulement des eaux usées prévenant

de différents villages qui se situent de part atitte a la proximité d’Oued Mina.

Généralement, La qualité microbiologiquel’dau du bassin versant de la Haute Mina
est in propre pour la consommation. En guiseahelasion, on peut insister sur la nécessité
d’apprendre a la population a traiter et surveilégulierement la qualité des eaux et la

nécessité de protéger les sources en eau.
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Annexe

Figure 01 : photo d’eau distilé Figure 02 :photo de bec benzene

Figure 03 : photo de flacon de la VF Figure 04 : photo de I'aluminium



Figure 05 : photos des étuves d’incubation.

Figure 06 :la méthode de dilution Figure 07 : photo de la technique de flambage

de la roage filtration



Résumeé

Le bassin versant de la Haute-Mina constigéugoumon de la région de Tiaret. L'étude
géologique et hydrologique du bassin a permis dmidda possibilité d'exploiter d’autres
réservoirs autres que la Mina.Notamment les eauxtes@ines des eaux principales

formations géologiques:les”grés de Tiaret " et'lealcaires fissurés du crétace ".

Les résultats d’analyse microbiologiques d’ea@wd Mina expriment une contamination

fécale élevée lié aux germes pathogéenes.

Mots clés:Bassin versant — Haute Mina - qualité microbioledigdrologie- contamination

fécale.
Abstract

The bassin of High-Mina represent the luong fthe city of Tiaret.The geologie and
hydrologie study of the basin allowed to define asgibility to exploit other reservoirs
axepted than mina. Especially the grounwater otwweprincipals geologie componenitde

sandstone of Tiareélnd"the cracked limstones of cretdce

The results of microbiological water analysis Owdha express high fecal contamination
related to pathogens

Words-keys bassin-High Mina -Quality microbiology - hydrologitecal contamination.
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