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RESUME :

La présente étude porte sur la détermination des caractéristiques physicochimiques et
microbiologiques des neuf plans d'eau douce a différentes profondeurs (de mare, de barrage et
d’oued) au sein de la wilaya de Laghouat durant la période d’étude s'étalant de décembre
2020 jusqu’au mars 2021.

Les résultats des mesures des parametres physicochimiques de I’eau montrent des
variations significatives d'un site a l'autre. En revanche la variation de la température et du pH
ne présente pas des amplitudes critiques entre les neuf sites échantillonnés.

L'analyse bactériologique montre que la qualité microbiologiques d’eau analysée est
non acceptable pour la prélevement a cause de la présence de germes pathogénes (coliformes
totaux, coliformes fécaux ) et de nombre élevée de germes revivifiables.

Les résultats de 1’étude qualitative des cyanobactéries montrent que sur les genres recenses,
trois sont reconnus potentiellement toxiques. Il ressort de ces observations que les genres
toxiques sont marqués uniquement par les Anabaena sp , Oscillatoria sp, Aphanizominon sp .
Mots clés : Laghouat , oued, mare , barrage, eau douce, cyanobactéries, bactéries, parametres

physicochimique , phytoplancton , algue bleu , cyanophycée ,plans d’eau, micro-

organismes .




ABSTRACT :

The present study concerns the determination of the physicochemical and
microbiological characteristics of the 9 freshwater bodies at different depths (pond, dam and
wadi) within the wilaya of Laghouat during the study period extending from December 2020
until March 2021.

The results of the measurements of the physicochemical parameters of the water show
significant variations from one site to another. On the other hand, the variation in temperature
and pH does not present critical amplitudes between the 9 sites sampled.

Bacteriological analysis shows that the microbiological quality of the water analyzed
IS not acceptable for sampling because of the presence of pathogenic germs (total coliforms,
fecal coliforms) and of a high number of revivable germs.

The results of the qualitative study of cyanobacteria show that of the genera identified,
3 are recognized as potentially toxic. It emerges from these observations that the toxic genera
are marked only by Anabaena sp, Oscillatoria sp, Aphanizominon sp.

Key words: Laghouat, wadi, pond, dam, fresh water, cyanobacteria, bacteria,
physicochemical parameters, phytoplankton, blue algae, cyanophyceae, water bodies,

microorganisms.
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Introduction

Introduction :

Un écosystéme aquatique est un ensemble d'organismes interdépendants qui dépendent
également de leur milieu aquatique pour les éléments nutritifs qui s'y trouvent comme
I'azote et le phosphore et I'abri qu'il leur procure. Les étangs, les lacs et les cours d'eau
constituent des exemples familiers d'écosystéemes aquatiques, toutefois, ceux-ci englobent
également des zones, telles que des plaines d'inondation et des terres humides, qu'elles
soient inondées toute I'année ou seulement pendant certaines périodes. Des écosystemes
apparemment hostiles peuvent entretenir la vie (Jacquet et al., 2003).

Les ecosystemes aquatiques renferment habituellement une grande variété de formes de
vie, notamment les bactéries, les algues et les protozoaires, les plantes microscopiques
vivant en suspension dans l'eau et connus sous le nom de phytoplancton qui on a
récemment démontre qu'ils jouent un réle important dans les cycles des éléments nutritifs
et de I'énergie (Christofersen 1996).

Les proliférations de phytoplanctons, impact majeur sur la qualité de I'eaux et surtout le
fonctionnement des écosystemes aquatique. Elles conduisent tout d’abord a un déséquilibre
dans les écosystémes aquatiques via une perte de diversité dans la communauté
phytoplanctonique qui est alors dominée par une ou un nombre restreint d’especes ou
également et une accumulation des cyanotoxines produites par les cyanobactéries (Jacquet
et al., 2003). Les cas d’empoisonnement interviennent au moment de la prolifération des
cyanobactéries et le risque devient important lorsque les blooms sont concentrés a la
surface de 1’eau au niveau des berges ou ils s’accumulent (Christofersen 1996, Carmichel
et al. 1993, Codd et al.1997).

Les cyanobactéries sont des procaryotes placés dans le regne des Eubactéries (Woese,
1994). Le diamétre de ces procaryotes varie d’environ 1 a 10 pm (Duy et al, 2000), elles
peuvent étre unicellulaires, filamenteuses formant des trichomes ou en colonies (Prescott
et al., 1995 ; Chorus et Bartram, 1999). Les cyanobactéries utilisé dans le programme de
surveillance de I’eau pour déclarer 1’état de santé d’un écosystéme, La croissance algale est
favorisée par des caractéristiques optimales particuliéres (Température, pH, ensoleillement,
nutriments... etc.). La toxicit¢é du phytoplancton est un probléme dont I’importance est
grandissante dans le monde. En fait, il semble que les efflorescences toxiques soient de
plus en plus fréquentes et associées a 1’eutrophisation qui dépend de la géomorphologie et
I’hydrodynamisme (profondeur et mélange des couches d’eaux, taux de renouvellement

des eaux, les bassins versants des grands fleuves, le volume d’eau, et les apports d’eau
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douce (apports fluviaux et précipitation) des facteurs physico-chimiques (oxygene dissous,
température, lumiere, turbidité et pH) et également I’enrichissement des eaux en
nutriments essentiellement le phosphore et 1’azote qui vont favoriser la croissance algale
(Lacaze, 1996).
Les cyanotoxines peut modifier les réseaux trophiques et perturber le fonctionnement de
I’ensemble de 1’écosystéme. Ils ont également des impacts sur les paramétres physico-
chimiques de 1’eau (Anderson, 1997). L’eau est une ressource vitale renouvelable, elle
participe aux cycles de vie des étres vivants, La problématique de I’eau est une question de
qualité, Une eau de bonne qualité physico chimique et biologique est nécessaire, pour la
protection sanitaire du consommateur et du réseau de distribution (OMS, 2000).
Ce constat nous a conduits a faire une étude analytique sur la qualité des eaux dans
plusieurs stations dans la wilaya de Laghouat qui constitue une part essentielle du
patrimoine naturel. Notons que les eaux de ces sources ont des effets a la fois sur la santé
humaine lors des loisirs aquatiques, ou lorsque I'eau est consommeée par les animaux, Ou
méme en arrosant les cultures agricoles avec cette eau.
La présente etude s'inscrit dans le cadre de I'élaboration d'un programme de surveillance de
I'eau superficielles par I'utilisation des micro-organismestelle que les cyanobactéries et les
bactéries comme des bio indicateurs, notre mémoire use a :
< Elaboration d'un fiche technique caractéristiques des différentes paramétres
physico-chimique des plans d'eau dans neufs stations dans la wilaya de Laghouat.
¢ De réaliser un inventaire taxonomique de différents genres de cyanobacteéries et de
faire ressortir les formes potentiellement toxiques.
+ Déterminer la qualité bactériologique des eaux par la recherche des différents
germes.

En tenant en compte de cet objectif, le manuscrit s’organise de la maniere suivante :

v Premier chapitre : c’est une synthése bibliographique sur Les phytoplanctons et
ses classifications et caractéristiques et les cyanobactéries, leurs classifications ,
caractéristiques et les toxines produites par ces microorganismes .

v Deuxiéme chapitre : ¢’est consacré a la présentation des sites d’étude et des
méthodes utilisées pour répondre aux objectifs de mémoire.

v Troisieme chapitre : Les résultats et discussion sont ensuite présentés sous forme

d’un autre chapitre Et enfin une conclusion et perspective.
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Généralités



Chapitre 1 Généralités

I.Généralités

On appelle micro algue ou plancton végétal, ou phytoplancton (du grec python : plante
et planktos : errant), rassemble les organismes aquatiques flottant librement (Prescott et al.
1995). 11 est constitué d’un ensemble hétérogéne de micro-algues unicellulaires pouvant étre
solitaires ou groupées en colonies (Stickney et al. 2000), leur forme est extrémement variée.
La taille des cellules phytoplanctonique varie de quelques microns jusqu’a quelques
centaines de microns. Caractérisé par la présence de pigments chlorophylliens
majoritairement la chlorophylle a, Il comprend des milliers d’espéces se répartissant en
plusieurs groupes (classes) : diatomées, algues bleues ou Cyanobactéries, Chlorophycées, Les
Euglénophycées, Dinophycées et Xanthophycées, (Zeitzschel, 1978) (fig.1).

L'organisation générale de phytoplanctons s’effectué en deux catégories en se basant
sur un caractére cytologique, a savoir la présence ou I’absence de noyau, Les individus qui en
sont pourvus sont classés sous le nom d’eucaryotes ou algues vraies, ceux qui en sont
dépourvus sous le nom de procaryotes regroupe uniquement les cyanobactéries (Coute et
Chauveau, 1994).
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Pinnularia

Figure 1 : Exemples de phytoplancton pour différents groupes (classes), successivement : A :
Les cyanobactéries (ou Cyanophycées), B : Les Diatomophycées (ou Bacillariophycées), C :
Les Euglénophycées, Les Chlorophycées (ou algues vertes), E: Dinophycées et F: et
xanthophycées (www.istockphoto.com)
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I.1. Importance du phytoplancton :

Le phytoplancton possede d’importants rdles, dont les plus connus sont :
I.1.1. Importance écologique :

oPhotosynthétique

L’importance du phytoplancton dans les milieux aquatiques est due a leur capacité de
fabriquer leur substance a partir du gaz carbonique (CO2) et des composés minéraux (azote,
phosphates, potassium, fer, silice...) dissous dans I’eau. Pour cela, elles utilisent 1’énergie de
la lumiére qu’elles captent grace a la chlorophylle contenue dans leur cellule (Pierre et al.,
2013).

o Chaine alimentaire
Le phytoplancton occupe la place du premier maillon dans la chaine
alimentaire c'est a dire situé a la base de la chaine trophique pélagique. De ce fait
il conditionne la production de poissons, de moules, d’huitres, de crevettes et

d’autres produits (Hansen et al. 2001)

‘///_—ro CARNIVORES
e.g. shark, dolphin, albatross
\ 5.\ 5
3rd L
N\

HERBIVOROUS CONSUMERS
€.q9. rooplankton, cockles

\ v d
o N N\ _\,\
PRIMARY PRODUCERS
e.g. phytoplankton, seaweed

Figure 2. Schéma représentatif d’une chaine alimentaire aquatique.
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1.1.2. Importance industrielles :
o Pharmaceutique

Spirulines est une Cyanobactérie qui possede des qualités intéressantes pour
I’alimentation et la santé, tant pour I’Homme que pour les animaux car elle est riche en
protéine et en vitamine B12 (Rafiqul et al. 2005). La spiruline est commercialisée comme une
denrée alimentaire, sous forme de poudre ou de compléments alimentaires, sous forme de
gélules ou de comprimés, exemple : spiruline bio

o Cosmétique

Les extraits d’algues sont réguliérement utilisés dans des crémes cosmétologiques.
Certaines molécules d’origine algale sont méme utilisées en tant qu’excipient dans
I’¢laboration de produits dermatologiques (alginates). A cet effet, des extraits d'algues, ayant
une activité antioxydant, sont exploités sur le marché dans la fabrication des produits de soin
capillaire, du visage et de la peau ainsi que dans les cremes solaires (Filali, 2012).

A titre d’exemple, la dermochlorine extraite de la micro algue Chlorellavulgaris, permet de
densifier et protéger le collagéne et 1’¢lastine du visage. Ce produit améliore par ailleurs la
régénération des cellules du derme, le rendant incontournable dans les produits cosmétiques
anti-rides (Pierre,2010).

o Indicateurs de pollution

Certaines espéces du phytoplancton, peuvent étre utilisées comme des indicateurs de
pollution, ainsi Chamaesiphonpolonius et Calothris sp sont caractéristiques des eaux non
polluées, par contre Oscillatoriachlorina et Spirulinajenneri peuvent survivre dans les milieux
trés pollués et pauvres en oxygene. Cependant Phormidium sp est présent dans les eaux
moyennement polluées (Champiat et Larpent, 1994).

o Utilisés comme engrais naturels

Certains genres des Cyanobactéries peuvent étre utilisés comme engrais naturels dans les
rizieres grace a leurs capacités de fixation de ’azote atmosphérique par des hétérocystes
(Roger, 1996). Le phytoplancton est connu pour libérer dans le milieu des substances
antibactériennes (Barnabé et al .1997). Dans ce cas, certaines especes appartenant aux genres
Scenedesmus et Chlorelles, ont un effet inhibiteur sur Bacillus cereus et Pseudomonas sp,
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tandis que d’autres especes présentent un effet biocide marqué vis a vis des Coliformes et des
Salmonelles (Champiat et Larpent, 1994).
I.2. Taxonomie du phytoplancton :

A ce jour, la taxonomie du phytoplancton reste comme un sujet de débat entre les
specialistes ; le nombre de classes et les catégories des especes intégrées sont les principaux
soucis. Actuellement, entre 6 et 11 classes sont accordées par les spécialistes Angelli (1980),
Person, (2010), Pierre (2001) et de Riviers (2003). Le classement en divisions est basé sur
diverses propriétés telles que la pigmentation, la nature chimique des produits de stockage
issus de la photosynthése, l'organisation des membranes photosynthétiques et d'autres
caractéristiques morphologiques (Person, 2010).
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TableauO1 : Les principales classes phytoplanctoniques, ainsi leurs propriétés

Classe

Nombre des espéces

Les principales especes et leurs propriétés

Les Chlorophycées
(ou algues vertes)

Environ 500 genres
Environ 15 000 espéces
John, (1994).

-Chlorococcales : se développer en anaérobiose en fermentant les sucres tels que le glucose.

-Zynematales : Ils caractérisent des eaux riches en acides humiques, acides organiques, fer et en chrome.
-Volvocales : ont une préférence marquée pour les eaux riches en azote, particuliérement I’ammoniac et les
nitrates, et en substances organiques donc douées d’une grande souplesse quant a leur métabolisme
Angelli (2003).

Les Dinophycées

Environ 300 espéces
Groga, (2012).

Le genre Dinophysis contient des toxines diarrhéiques alors que le genreAlexandrium est réputé pour ses toxines
paralysantes, voire mortelles a fortes bioconcentration par les moules de culture. Les Dinophycées constituent le
deuxieme plus important producteur primaire apreés les Diatomophycées en eaux cotiéres

Margalef (1984)

Les Englénophycées

13 genres et plus de 2000
especes.
Rosowski, (2003).

Les Diatomophycées
(Bacillariophycées).

-indicateurs stratigraphiques en exploration pétroliere,

-bioindicateurs de la qualité des eaux douces

-il existe peud’espéces a I’exception du genre Pseudonitzshia,

Tres dangereuse qui contient un acide domoique a I’origine de mortalité. Angelli (2003)

Xanthophycées

100 genres et environ 600
espéces
(Groga, 2012)

Les Cyanophycées
(Cyanobactéries)

Plus de 110 genres et
environ 1000 especes
Bourrelly, 1985a)

-sont capables de métaboliser 1’azote atmosphérique grace a ’existence de cellules spécialisées « les hétérocystes
»,

-Parmi les nuisances la production de toxines. Peuvent porter atteinte a la santé des usagers des milieux
aquatiques. il est Trois catégories de toxines :

-Les endotoxines du type lipopolysaccharidiques (LPS).

-Les hépatotomies (toxiques pour le foie).

-Les neurotoxines (agissant sur I’influx nerveux).

Vaquer et al (1997),
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I1) les cyanobacteries :

Les cyanobactéries ou cyanophytes, ou encore algues bleues, Ces microorganismes
appartiennent au régne des bactéries dans I’arbre du vivant (Fig. 3). Ce sont des organismes
phylogénétiqguement anciens, de type procaryotes Gram négatifs, vivant dans un large
éventail d’écosystemes (Whitton ,2012), Parmi eux les milieux aquatiques marins,
saumatres et dulcaquicoles et en milieu dulgaquicole et surtout dans les zones soumises a
une forte eutrophisation. (Cecile ,2014)

Bactéries Archées Eucaryotes
Bactéries
vertes Myxomyceétes
Spirochétes filamenteuses Amibes Animalia
Gram Methanosarcina Fung!
_\ Positives|  wathanobacterium | Halophiles
Protéobactéries Plantae
' Methanococcus s
T. celer Ciliés
Planctomyces Thermoproteus Flagellés
Pyrodicticum
Bacteroides Trichomonades
Cytophaga
Microsporides
Thermotoga
Diplomonades
Aquifex

Figure 3 : Distribution des cyanobactéries au sein de I’arbre du vivant.

(www.planet-terre.ens-lyon.fr)

Morphologiguement et cytologique, les cyanobactéries sont tres diverses allant des
petites (formant le picoplancton, dont la taille est inférieure a 2-3 um), jusqu’aux formes de
plus grandes tailles, plus des formes unicellulaires et filamenteuses qui peuvent étre elle

mémes isolées ou coloniales (Fig. 4) (Cecile ,2014)
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Figure 4 : Diversité morphologique des cyanobactéries (slideplayer.fr)

Au maximum de leur complexité, les formes filamenteuses présentent trois sortes de

cellules :
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- Les cellules végétatives ; responsables de I'activité photosynthétique et de la nutrition
carbonée de I'organisme
- Les hétérocystes cellules spécialisées responsables de I'activité fixatrice d'azote et de la
nutrition azotée de I’organisme
- Les spores ou akinetes, organes de conservation et de dissémination. (Tab 2)

Tableau 2 : Les différentes cellules des cyanobactéries

Cellules végétatives Hétérooystes Spores ou Akingtes
Ackivitg - o . Conservation
frhoboesynth&ticue Fixakion de 'azobe Dizséminaticn

oo W Intercalaire

‘l bipolaine
Terminales
CYITE Y Terminal COCXEIOEEI0=00
Uniflaire Enpaires
% Enchaines

En plus de ces trois types de cellules les Cyanobactéries peuvent présenter un certain
nombre de structures telles que des gaines mucilagineuses, des ramifications, etc. Chez les
formes filamenteuses on appelle trichome la file de cellules et filament I'ensemble du
trichome et de la gaine mucilagineuse entourant le trichome lorsqu'une gaine est formée.
(Fig5). La gaine mucilagineuse peut réunir de nombreux filaments et former des colonies
de forme indéfinie ou définie. Suivant leur taille on peut distinguer de micro (< 1mm) et

des macro-colonies. (Roger. 2016)

Filament

4
P

T Gains

Trichome

Figure 5 :Structure du filament decyanobactéries (Roger ,2016)
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Les caractéristiques communes aux cyanobactéries et aux bactéries sont :
1) L’absence de membranes nucléaire et plastidiale, de mitochondries, de réticulum
endoplasmique et de dictyosome
2) La présence d’une paroi cellulaire caractéristique des bactéries Gram- comprenant
de la muréine (Fay et al ,1987).
Comme les microalgues eucaryotes, les cyanobactéries possédent de la chlorophylle a et
deux photosystémes (les photosystémes I et II). Elles utilisent I’eau comme donneur

d’¢lectrons et font une photosynthése productrice d’oxygene. (Fig 6). (Cecile ,2014)

pamis | Peptidoglycanes |

carbnx}fsome| Fixation de COz |

graisse

ﬂl‘.’lact}idﬂsl Photosynthese (Chir a |

vaciole gazn:usn:l Migration verticale |

membrane Perméabilité sélective
plasmique Protecticn
chromosome | -YFeREsTe conne
1ALl
ribosome

Figure 6 : structure d’une cellule de cyanobactéries (Www.slideplayer.fr)
I.1. Classification des cyanobactéries :

La classification des cyanobactéries est basée sur la morphologie des cellules, la

présence d’enveloppes ou de gaines, (Tab 3)
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Tableau 3 : Classification des cyanobactéries
Sous- Les Coccogonophycidées Les Hormogonophycidées
classes
Order Chlorococcales Pleurocapsales Oscillatoriales Nostocales Stigonematales
Genre -Chamaesiphon -Dermocarpa -Spirulina -Anabaena -Chlorogloecopsis
-Xenococccus -Arthrospira -Aphanizomenon -Fischerella
-Gloeabacter -Dermocarpella -Oscillatoria -Nodularia -Stigonema
Synechococcus -Myxosarcina -Lyngbya -Cylindrospermum -Geitleria
-Glocothece -Chroococcidiopsis | -Pseudanabaena -Nostoc
Cyanothece Pleurocapsa -Starria -Scytonema
Gloecocapsa -Crinalium -Calothrix
Synechoexstis -Microcoleus

Description | Formes coloniales.
Multiplication par
division.

Photo

unicellulaire d'eau
douce , ayant quatre
familles , reproduit
par fission multiple

Formes filamenteuses

unisériées, sans
différenciation
cellulaire
(Hétérocystes et
akinetes), sans
ramification,
avec une division
cellulaire
perpendiculaire a
I’axe du filament

Formes filamenteuses
avec différenciation
cellulaire
(Hétérocystes et
akinetes). Division
cellulaire en un seul
plan.

Formes filamenteuses
avec différenciation
cellulaire

(Hétérocystes et
akinetes), et des
ramifications (vraies ou
fausses) et une division
cellulaire en plusieurs
plans
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11.2. Bio écologie des cyanobacteéries :

Les cyanobactéries se trouvent dans les environnements les plus courants : dans les
eaux douces (principalement les lacs), sur les cotes, dans les mers, dans I'air, sur les sols
humides et méme dans les roches,ils sont également capables de s'imposer au sein de
milieux aux conditions plus extrémes (Chaleur et froid) (Castenholz, 2001).

, 0u encore dans des lacs a salinité élevée ou méme hypersalins (Dillon, 2009). C'est leur
capacité a résister a la dessiccation qui leur permet de croitre dans ces milieux (Castenholz,
2001).

11.3. Multiplication :

La multiplication des cyanobactéries est asexuée. Celle-ci s'effectue par :

e Scissiparité : c’est une division binaire

o Les Spores : unicellulaire (coccospores) qui peuvent étre des endosporesse forme a
I’intérieur des cellules végétatives dont le cytoplasme se divise et dont la paroi
devient I’enveloppe du sporocyste, ou des exospores se formant par une succession
des divisions transversales qui bourgeonnent en spores ou peuvent rester attachées

en chapelet. (Fig 7). (Fsnv.univ-setif.dz)
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La reproduction des cyanobactéries se fait par plusieurs modes asexuels

A
r A
Scissiparité Spores (sporocystes)
(Division binaire ou simple)
A
( A
‘\“ Forme unicellulaire Forme filamenteuse
Spores (coccospores) (Trichomes)
A | A
( ) ( i

Endospores ~ Exospores = Hormogonies  Akinétes

s

i
E
\

<

\

)
=
\d

\1

o ) Les akinetes
les d_IVISIONS les tf':zﬁ;el?;sércées sont des spores
ontlieu dans sporocystes de résistance

lacellule  goyyrent Peuventse

: : Conditions
MEre  précocemen def\glrgzrp:rr\et défavorables
transformeée t et

en produisent nouveau thalle.
sporocyste des Ces fragments
chapelets de % thﬂl.es S

spores ts
hormogonies
ou trichomes

Figure 7 : Schéma la reproduction des cyanobactéries (fsnv.univ-setif.dz)
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11.4. Facteurs de prolifération des cyanobactéries :
o La Température :

Les cyanobactéries proliférent a une température, comprise entre 15°C et 30°C, sachant que

les cyanobactéries possédent un optimum de croissance a des températures élevées (autour

de 25°C), bien qu’elles soient capables de tolérer et de survivre a des températures bien

plus basses. (Amrani ,2016)

o LalLumiére:

Ces micro-organismes croissent mieux en présence d’une lumiére d’intensité modérée bien

qu’ils puissent tolérer des niveaux faibles de lumicre, Alors que la forte luminosité d’été

étant habituellement photo-inhibitrice (Carmichael et al, 2001 ; Mur et al., 1999).

o LepH:

L'augmentation de la biomasse relative des Cyanophytes et des Chlorophytes est favorisée

par des pH acides (Amrani ,2016). En revanche, un pH entre 6 et 9 avec des concentrations

assez importantes en azote, une bonne oxygénation et une intensité lumineuse pas trés forte

et une faible profondeur favorisent le développement des cyanobactéries (Bote, 1984).

o Laturbidité:

C’est la réduction de la transparence d’un liquide due a la présence de matieres non

dissoutes, présente-t-elle aussi un facteur limitant de cette prolifération microbienne

(Amrani ,2016).

o L’Oxygene dissous :
Les périodes de fortes densités phytoplanctoniques ne sont pas associées a une saturation en
oxygene quelle que soit la station (Oudara et al. 2001)

o Sels nutritifs :

e La présence de phosphore est essentielle pour la croissance et la prolifération des
cyanobactéries, ils I’utilisent sous forme d’orthophosphates, le phosphore est identifié
comme ¢étant la substance critique puisqu’il est habituellement, 1’élément limitant en
milieu aquatique dulcicole (Prairie et al , 1999).

e Les cyanobactéries ont une préférence pour 1’azote sous forme d’ammonium

(Blomgvist et al., 1994).
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5. Cyanobactéries et phénoméne d’eutrophisation :

L'eutrophisation du grec ancien : eu « bien », et de trophe « nourriture », c’est le
processus par lequel des nutriments s'accumulent dans un milieu ou un habitat (terrestre ou
aquatique) (Smit al.1999)

Ce phénomeéne naturel est considéré comme une conséquence de 1’enrichissement
excessif des eaux en sels nutritifs (essentiellement le phosphore et 1’azote) (Barnabé et
al .1997). C’est un processus naturel trés lent, par lequel les plants d’eau regoivent une
grande quantité d’éléments nutritifs (notamment du phosphore et de 1’azote), ce qui stimule
la croissance des algues et des plantes aquatiques, se déroule normalement sur une période
allant de plusieurs milliers a quelques dizaines de milliers d’années. Cependant, les
activités humaines 1’ont accéléré dans de nombreux lacs en augmentant la quantité
d’éléments nutritifs qui leur proviennent, provoquant des changements dans 1’équilibre de

ces ecosystemes aquatiques. (Fig 8).(Walter et al.2000).

Figure 8 : Riviére eutrophisée (www.hmf.enseeiht.fr)
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11.6. Les cyanotoxines et les risques pour la santé humaine et animale :
» Les cyanotoxines :

Les cyanobactéries se sont des microorganismes potentiellement toxiques c’est-a-
dire ’espéce elle est n’est pas toxique lorsque les conditions de son microclimat ne sont
pas encore réunies d’un autre coté, il est capable de secrétés certaines formes de des
cyanotoxines qui sont pouvant étre mortelles pour I'homme ou 1’animal. (Chorus et al
1999)

Actuellement, vingt genres et plus de quarante espéces sont connus pour synthétiser des
toxines (Berger, 2005). Trois grandes familles des cyanotoxines sont été classés en

fonction de leurs pathogénietées (Tab 4)
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Tableau 4 : Les genres des cyanobactéries et leurs toxines avec les signes cliniques

Groupe Toxins Genres Signescliniques
Anatoxines Dolichospermum(anc. Anabaena), | maux de téte, perte d’appétit,
Anabaenopsis, somnolence, troubles du sommeil,
Aphanizomenon(incluantCuspidoth | jrritabilité accrue, dépression,
rix), Cylindrospermum, anxiété, troubles d’apprentissage,
Hydrocoleum, Lyngbya, de la concentration, de la
Microcystis, Oscillatoria, L )z :
Neurotoxine Phormidium, Planktothrix, mémoire, de I"élocution, les
Raphidiopsis, Woronichinia atteintes motrices telles que
Saxitoxines Dolichospermum (anc. Anabaena), faiblesse, tremblements,

Aphanizomenon(incluantCuspidoth
rix),

Cylindrospermopsis, Limnothrix,
Lyngbya,
Phormidium/Geitlerinema,
Raphidiopsis, Scytonema

incoordination, convulsions, les
atteintes sensorielles telles que
diminution de 1’audition, vision
des couleurs, acouphénes, pertes
d’équilibre .

Hépatotoxine

Microcystines

Dolichospermum (anc. Anabaena),
Anabaenopsis, Annamia,
Aphanizomenon,

Arthrospira, Calothrix, Fischerella,
Geitlerinema, Gomphosphaeria,
Hapalosiphon,

Leptolyngbya, Limnothrix,
Lyngbya, Merismopedia,
Microcystis, Nostoc, Oscillatoria,
Phormidium, Planktothrix,
Plectonema, Pseudanabaena,
Radiocystis, Spirulina,
Synechococcus,

Woronichinia

Aphanizomenon,
Cylindrospermopsis,
Lyngbya, Oscillatoria,

Cylindrospermopsis

Lorsque foie subit une toxicité,
généralement les enzymes du
foie (AST et ALT)
augmentent, nausees et
vomissements, diarrhées, selles
pales ou grasses, douleurs
abdominales, fatigue, perte
d’appétit, jaunisse (peau et yeux
jaunes), démangeaisons intenses,
urines foncees et douleurs
musculaires. augmentation du
volume de votre foie

Raphidiopsis,
Umezakia
Nodularia Nodularines
Dermatotoxines | Lyngbyatoxine-a Lyngbya dermatoses et désordresgastriques

Aplysiatoxine

Lyngbya, Phormidium, Schizothrix,
Symploca

Debromoaplysiatoxine

Lyngbya
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» Les voies des contaminations par les cyanobactéries :
a) Voie orale :

e Le risque de contamination directe pour I’Homme intervient essentiellement par
ingestion d’eau contaminée ou par contact.

e Les cyanotoxines engendrent également des problemes dans les exploitations
agricoles ou dans les parcs zoologiques pour les animaux s’abreuvant dans une
réserve d’eau contaminée. De plus, le probléme de la salubrité des cultures
maraicheres a été soulevé lorsque celles-ci sont arrosées avec de 1’eau contenant des
cyanotoxines (van Apeldoorn ,2007) (Codd et al. 1999)

e Lamajorité des eaux de boisson provient de réservoirs d’eau de surface et leur
contamination par des cyanobactéries potentiellement toxiques représentent un
souci permanent pour les gestionnaires de traitement et de distribution des eaux
(Hoeger et al. 2004) (Orr et al.2004).

e Les cyanobactéries vendues comme compléments alimentaires présenter un risque
potentiel pour le consommateur ainsi que 1’a démontré une étude récente (Rellan et
al, 2009)

b) Voie cutanée :

e Les aires de baignade et d’activités nautiques avec des efflorescences a
cyanobactéries toxiques représentent le danger majeur pour I’homme. Ce risque est
plus élevé pour les enfants qui sont susceptibles d’avaler d’importantes quantités
d’eau en nageant ou en jouant (Afssa, 2006)

o [l faut également tenir compte des sports nautiques tels que le ski nautique, I’aviron,
le canoé, etc. qui produisent des aérosols pouvant contenir des toxines qui sont alors

inhalées et sont au contact de la muqueuse des voies aériennes. (Sivonen, 2000)

11.7. La lutte contre les cyanobactéries :

Afin de supprimer les algues bleues d’étang, il est nécessaire de réduire le nombre de
nutriments présents, d’oxygéner 1’eau et d’apporter des bactéries et des enzymes

bénéfiques, par trois étapes :
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o Etape n°l: Ajouter des bactéries et des enzymes bénéfiques

L’ajout de bactéries et d’enzymes bénéfiques dans plan d’eau va permettre de décomposer
les éléments nocifs présents dans votre étang tels que le phosphore, I’azote, les
cyanobactéries et les nutriments polluants. Les bactéries et enzymes vont permettre de

retrouver une eau plus propre et claire.
o [Etape n°2 :Aérer I’étang

Une fois les nutriments d’étang décomposés, il est nécessaire de mettre une place un
systéme d’aération qui diffusera de 1’oxygene. Cela va permettre de renforcer I’efficacité
des bactéries bénéfiques et d’éradiquer les algues bleues et les nutriments polluants

restants.
« Etape n°3 : Supprimer les algues indésirables

Derniere étape, retirez manuellement les algues indésirables d’étang pour le maintenir
en bonne santé. Ce dernier point vous permettra de supprimer les corps susceptibles de se
transformer en nutriment et de conduire & une nouvelle prolifération des algues bleues.
(Probul.fr)

I1.8. Les domaines d’utilisation des cyanobactéries :
Ces dernieres années, les cyanobactéries ont fait I’objet de nombreux projets de recherche
visant a découvrir et caractériser de nouveaux produits naturels exploitables dans les
domaines pharmaceutiques, cosmétiques, biotechnologiques et agroalimentaires. (Demay
,2018) par exemples :
» Le domaine pharmaceutique :

Caractériser la diversité de molécules produites par les neuf cyanobactéries isolées

des boues thermales puis d’estimer les propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et

cicatrisantes des extraits bruts de ces cyanobactéries. (Demay ,2018).*

22

——
| —


https://probul.fr/autres-solutions/
https://probul.fr/aeration/

Chapitre 1 Généralités

» Le domaine cosmétique :
La spiruline contient des actifs pour nourrir la peau, des actifs antioxydants,
cicatrisants, détoxifiants, régénérant, antirides, anti-desséchement c’est pour cela
qu’elle est utilisée par certaines marques de cosmétiques. (Audrey, 2016).

» Le domaine agronomique :
A. platensis est aussi utilisée comme fertilisant en agriculture et comme complément
d’alimentation des animaux (Gotaas 1959 ; Santillon 1974).

» Le domaine médical :
A. platensis est particulierement indiquée pour traiter les quatre plus importantes
maladies de déficience dues a la malnutrition a savoir, la malnutrition protéique par sa
richesse en protéines, I’anémie nutritionnelle par ses fortes teneurs en fer et en vitamine
B12, la xérophtalmie par son taux élevé en provitamine A, le goitre endémique par sa
teneur élevee en lode (Pascaud, 1993).

» Le domaine alimentaire :
Les cyanobactéries sont particulierement intéressantes en industrie pour la production
du pigment bleu "la phycocyanine”, un colorant naturel bleu non toxique qui peut,
éventuellement, remplacer les colorants synthétiques dans les industries alimentaires
(Dainippon, 1980).

11.9. Qualité physico-chimique et bactériologique de I’eau :
¢ Les caractéristiques bactériologiques :

» Microflore de I’eau :
D’aprés GALZY et GUIRAUD (1998) la microflore de 1’eau est constituée de trois
types de germes :

v' Germes typiquement aquatique :

Ce sont des cyanobactéries qui sont des algues microscopiques, et des bactéries
(vibrions, Pseudomonas, ... etc.).
Ces germes aquatiques sont présents dans les nappes en contaminant le réseau
d’adduction, les parois de canalisation leur servant parfois d’habitat.

v' Germes tellurique :
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Sont des bactéries sporulées (Bacillus, Clostridium) ou appartenant au germe
Streptomyces et des spores fongiques. Elles sont présentes parfois dans les nappes ou
elles peuvent contaminer le réseau en mauvais état.
v' Germes de pollution humaine et animale
Ce sont des germes souvent pathogenes et essentiellement d’origine intestinale, il s’agit
d’entérobactéries (E. coli), Clostridium perfringes, vibrio cholereae...
On peut également rencontrer dans 1’eau des protozoaires et autres parasite (kystes de
L’amibe), et des virus (Poliomyelite, Hepatitevirale A et B).
» Les principaux germes recherchés dans I’eau :
v" Les coliformes :
Le terme « coliforme » regroupe un certain nombre d’espéces bactériennes
appartenant a la famille des enterobacteriacea.(Rodier et al ,2005).
Ce sont des organismes en forme batonnet, non sporogénes, facultativement anaérobies, ils
comprennent les genres : Escherichia, Citobacter, Klebsiella et Enterobact er, Yersina,
Serratia (Roux, 1989).
Les coliformes sont intéressants car un trés grand nombre d’entre eux vivent en abondance
dans les matiéres fécales des animaux et de ce fait, constituent des indicateurs fécaux de
premiére importance (Rodier et al, 2005).
v’ Streptocoque fécaux
Ce sont des bactéries Cocci en chainette, regroupés sous le terme de « Streptocoques
Fécaux » les germes essentiels du groupe sont : Enterococcusfaecalis, E. faecium, E
durans, E. hirae, Streptococcus bovis, S. suis et S. equinus(Roux, 1989).
Ces streptocoques sont généralement pris comme indicateurs de pollution fécale.
(Rodier et al, 2005).
v" Clostridium sulfito-reducteur :
Ce sont des bactéries anaérobies strictes, sporulantes, sulfito- réductrices, considérees
Comme témoin de pollution fécale.
La forme sporulée, beaucoup plus résistante que les formes végétatives, permet de
déceler une pollution fécale ancienne (Roux, 1989).

Les Colistridiumssulfito-reducteur étant pratiquement toujours présents dans les
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Riviéres et le sol, leur absence dans une nappe sous-jacente, et surtout 1’absence de
leurs spores, constituent un bon signe de ’efficacité de filtration naturelle (Rodier et al,
2005).

v’ Staphylocoques pathogenes :

Ce sont des bactéries qui appartiennent a la famille des Bacillaceae, les infections
Engendrées par cette espece sont dues, principalement, a des souches de S. aureus, mais
aussi a des autres especes de staphylocoques d’origine humaine, parfois pathogenes
opportunistes (S. épidermoide, S. saprophytiques...) :

Infection cutanées, infection septicémique redoutable, infections liés a la consommation
d’eau et d’aliment contaminés (Dalarras, 2003).

v Salmonelles :

Ce sont des coccobacilles appartenant a la famille des Enterobacteriacea, généralement
considéres comme pathogénes bien que leur virulence et leur pathogénicité varient
énormément : fievre typhoide, les salmonelles systématiques, gastro-entérites, toxi-
infections alimentaires. Humains et animaux peuvent éliminer dans les selles des
salmonelles non seulement en cas de maladies mais aussi entant que porteurs
asymptomatiques. Les salmonelles peuvent donc étre présentes dans 1’eau des égouts,
agricoles et domestiques, les eaux douces, y compris les eaux potables et les nappe
phréatique, ainsi que I’eau de mer.

(Bourgeois et Leveau, 1980) ;(Rodier et al, 2005).

v Vibrions :

Les vibrions font partie de la famille de vibrionaceae. Dans les pays ou le cholera a
Pratiqguement disparu, il est rare que la recherche du vibrion cholérétique dans les eaux
d’alimentation présente un intérét. Leur recherche se fait uniquement en cas de présence
d’un cas suspect (Delarras, 2003).

% Les caracteristiques physico-chimiques :

Les substances présentes dans 1’eau peuvent étre classées selon deux modes differents :

-Suivant leur nature chimique : organique ou minérales.
-Suivant leur étape physique : matiéres dissoutes, Colloidales ou en suspension.

a) Les matiéres minérales

25

——
| —



Chapitre 1 Généralités

Ce sont essentiellement des composés ioniques, anions et cations, qui proviennent de la
Dissolution des roches dans 1’eau qui circule a leur contact. L’eau contient également des
gaz dissous ayant une grande importance dans les phénomenes biologiques ainsi que
chimiques comme par exemple la corrosion.

b) Les matiéres organiques
Ce sont des composés du carbone, de I’hydrogene, de 1’oxygéne et de I’azote. Ces matieres
proviennent soit de 1’érosion des sols, soit de la décomposition de matiéres animales ou
végeétales qui se retrouvent dans 1’eau (Rejsek, 2002).

c) Les matiéres dissoutes
Ce sont des maticres dispersées de fagon homogene dans 1’eau, faiblement polarisées ou
lonisées, elles obéissent a des équilibres de dissolution en fonction de la température et de
la pression, ce dernier facteur étant trés important pour les gaz .Du fait de leur état dissous,
ces molécules sont difficiles a éliminer dans I’eau. Si leur élimination est nécessaire, par
exemple pour les nitrates, il faudra utiliser des méthodes Chimiques ou biologiques
(Rejsek, 2002).

d) Les matieres colloidales
L’¢état colloidal est un état intermédiaire entre 1’état dissous et 1’état en suspension. Les
matieres colloidales sont constituées d’¢léments de petite taille chargés négativement, ce
qui explique qu’ils se repoussent et se repartissent de fagon dispersée et desordonnés dans
la masse liquide. Aussi, leur élimination dans I’eau est difficile car elles ne décantent pas de
maniére spontanée et sont peu retenues par les filtres.

e) Les matieres en suspension
Ce sont des particules solides dont la taille est supérieure a 10um, dispersées dans 1’eausans
étre chimiquement liées avec elle. De ce fait, leur élimination est assez simple car, si I’on
fait reposer 1’eau, elles décantent de maniére spontanée et peuvent étre retirées de 1’eau par

des procedés physiques simples (décantation, filtration) (Rejsek, 2002).
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I. Présentation de la zone d’étude

I .1.La wilaya de Laghouat
La wilaya de Laghouat occupe une position centrale, reliant les hauts plateaux avec le
Sahara. Elle se situe a 400 kilométres au sud de la capitale Alger (33° 48’ N, 02° 53’ E) et
couvre une superficie de 25 052 kilometres carrés et fait partie du groupe des neuf wilayat
pastorales du pays. Elle se situé a 400 Km au sud de la capitale Alger, Elle est limitée au
Nord et a I’Est par la wilaya de Djelfa, au Nord —ouest par les wilayas de Tiaret et El-

Bayad et au sud par wilaya de Ghardaia. (Amrani et Chehma, 2020).

7
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Figure09 : Carte de la position géographique et administrative de la wilaya de Laghouat

(Source : www.researchgate.net)

1.2. Cadre bioclimatique

Le climat est I’'un des facteurs les plus déterminants du milieu naturel, notamment dans le

développement du couvert végétal.
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Le climat joue un r6le fondamental dans la distribution et la vie des étres vivants. Il dépend des
nombreux facteurs : vent, lumiére, pression atmosphérique, relief et natures du sol, voisinage ou

éloignement de la mer (Faurie et al. 2003).

La cadre bioclimatique de notre étude est fait a partir d’une synthése des données
climatiques d’une période de 10 ans a partir 2009 jusqu’ a 2018 (O.N.M., 2018).

1.2.1. Les précipitations

Les précipitations représentent le facteur le plus important du climat. La quantité d’eau
dont dispose la végétation dépend des pluies, de la neige, de la gréle, de la rosée, de la gelée
blanche, des brouillards et des brumes, mais aussi de 1’évaporation et de la porosité du sol
(Faurie et al, 2003).

Précipitations (mm)
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Figure 10 : Variations des précipitations moyennes annuelles de la station de Laghouat
(2009-2018).
Selon le diagramme des précipitations moyennes annuelles de la période de 2009 a
2018 on constate que le mois le plus arrosé est le mois de Septembre avec une pluviométrie
de 26,86 mm.

1.2.2. Températures :

La température influence considérablement la végétation, elle est I’élément
climatique le plus important dans I’aire de répartition des végétaux sur le globe (Prévost.,
1999).

29

——
| —



Chapitre 02

Matériels et Méthodes

La température est un facteur limitant d’une grande importance car elle conditionne

I’ensemble des phénomeénes métaboliques et conditionne de ce fait la répartition de la totalité

des especes et des communautés dans la biosphére

Température moyenne T°C
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Figure 11 : Variations des températures moyennes annuelles de la station de Laghouat (2009-

2018).

L’évolution des températures moyennes mensuelles sur une période de 10 ans montre

clairement I’effet de la saison sur la croissance de ce paramétre. Des températures trés basses

durant la période hivernale entre 8.9 °C et 10.5 C°. En revanche, un pic a été marqué pour le

mois le plus chaud de juillet d’ou la valeur moyenne est auteur de 32.2 C°.

1.3.Description et criteres de choix des sites de prélevement

Le choix des sites a été fait selon :

» L’un des criteres clés, la présence de 1’eau et 1’accessibilité

» Aspect topographique, couvert végétal

» Voir son importance socio-économique d’une part et écologique d’autre part

» De sa fréquentation par ’homme et le paturage.
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Tableau 05 : Caractérisations géographiques des sites étudiés (* faible ; ** moyen ; *** forte) (R : région)

. Etage
o . Altitude Profondeur - A .
N Sites (m) Type Max (cm) Origine blocllr:athu Anthropisation
1 Khneg (R1) | 782m Mare 100 Artificiel saharien Fhx
Sidi
2 Makhlouf 993 Oued 150 Naturel saharien *
1(R2)
Sidi
3 Makhlouf 2 993 Oued 60 Naturel saharien *
(R3)
4 G?;f)ha 1144 Oued 160 Naturel Semi-aride *x
. Barrage
5 | Tadimout | g5 inféro- 800 Semi-Avrtificiel Avride ok
(RS)
flux
Kaser
6 Elhirane 724 Oued 50 Naturel Saharien faalad
1(R6)
Kaser
7 Elhirane 2 724 Oued 40 Naturel Saharien Fxx
(R7)
8 Tawiyala 1239 Oued Naturel Semi-aride **
(R8)
g | Lalmaya 915 | Retenue 200 Semi artificiel Aride ox
(R9) collinaire
( )|
Lt 3 )




Chapitre 02 Matériels et Méthodes

Y . -
A
: W.Tiaret =

el
S Py -

Oves
e

e s Ay = W. DJ elfa Légendes
_ - v— Limite ce la Wiays
\ % ez Owes w2 % Urnite de commune
e e
=
pna T

+ =y
=+ ﬁ; B

ox
e
Craira [—r=>

— ve: Cmnn

W.EIl Bayadh | o

W.Ghardaia

Figure 12 : Localisation géographiques des sites prospectés.

(Source : www.researchgate.net).

I1. Méthode de I’étude
11.1. Echantillonnage

Le mode d’échantillonnage adopté, 1’effort de I’échantillonnage, le nombre de relevés et
la taille de 1I’échantillon, tout ¢a représente le point de départ et I’étape la plus importante qui
reflete par la suite le degré de fidélité des résultats et la valeur réelle de 1’information

recherchee.
Sur le terrain et avant de faire n’importe quelle opération il faut tout d’abord :

- Consacré au moins une sortie a la prospection du site et proposé des points de relevés,
- Le choix des stations de prélevement doit tenir compte les points suivants : 1’acces, la

profondeur, I’exposition ou non au vent.

Un total de dix-huit relevés été réalises afin de connaitre les aspects physico-chimiques
des eaux et de faire un suivi de la communauté du phytoplancton (les cyanobactéries). Ainsi
deux séries de prélevement a été réaliser afin d’étudier la flore bactérienne et de déterminé

I’origine de la contamination d’un site d’intérét socio-economique.
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11.1.1.Prélevement des cyanobactéries

Afin d’obtenir des données d’ordre qualitatives et quantitatives de la communauté de la
cyanobactérie de différents plan d’eau, nous avons utilis¢é un filet a plancton
professionnel(Fig.05),avec un vide de maille égale a 20pum. Le principe de fonctionnement est
de faire laisser passer une quantité d’eau a plusieurs reprises (une dizaine de litres) pour
récupérer un volume de (100 ml) appelé le filtrat. Le filtrat est par la suite versé dans des
flacons ombrés 10 ml de formol & 10% afin d’assurer une meilleure fixation et de faciliter la
décantation des espéces phytoplanctoniques pour une investigation microscopique ultérieure.
Une autre méthode de fixation d’ordre qualitative adopté par Sournia (1978), dans laquelle,

20 ml de formol aldéhyde (10 %) est ajouté pour chaque flacon d’un litre d’eau.

Bride —e

] Collier en toile

Maille de 20um

Poids =
«— Collecteur

Robinet d’arrét  —*

Figure 13 : Schéma représentatif d’un filet a plancton

Un prélévement d’un 1.5 L de I’cau a été effectué pour faire une description physico-
chimique de I’eau.

Il .1.2.Prélévement pour I’analyse bactériologique

Les prélevements de I’eau ont été réalisés dans des conditions d’asepsie. Des flacons
ombrés en verre de 250 ml stérilisé a 1’autoclave pendant 30 mn a 200 °C

Pour le prélevement in-situ de 1’eau, le flacon est immergé completement en position
horizontale et contre-courant puis débouché. Apres remplissage le flacon est rebouché (Roux
,1987).

Les flacons sont remplis au 5/6 de leurs volumes pour maintenir en vie les
bactéries aérobies.

Les flacons sont soigneusement étiquetés et stocké dans une glaciére et portée au
laboratoire pour les analyses microbiologiques.
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Lors de cette étude seulement le site de Khneg est concerné par 1’analyse

bactériologique.

11.1.3.Conservation d’échantillon

Tableau 06 : Conservateur et délai de conservation pour les deux prélévements.

de bactériologique

Prélevement Conservation Délai
Echantillonnage Lugol ou formol 7]
des cyanobactéries Glaciere 4°C
Echantillonnage Glaciere4°C 8h

11.2. Analyses physico-chimiques

En vue de la caractérisation de la qualité de I'eau des sites prospectés, nous sommes intéressés
a 4 parametres physico-chimiques. Il s'agit de la température, le Ph, la conductivité électrique,
matiére en suspension. Ces parametres ont été étudiés au niveau du laboratoire de I’université

Ammar THLIDJI.
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Tableau 07 : Appareillages et méthodes d’analyse et de mesures des différents

Parametres physico-chimiques de I’eau.

Paramétres | Unité Matériel Mode opératoires
mesuré utilisé

Tempeérature °C | Thermometre | eEnfoncer le thermométre dans 1’eau.

e Attendre quelques minutes et lire la
valeur

indiquée.

pH / pH metre e Enfoncez la sonde dans I’eau attendez

quelques minutes et lire la valeur indiquée.

Conductivité | ps/cm | Conductimetre | e Rincer I’électrode dans ’eau distillé.

eprolonger 1’¢électrode dans le flacon
contenant

1’échantillon.

electure apres la stabilisation de 1’affichage

numerique.
MES Mg/l | Papier filtre e peser le filtre
Erlenmeyer efiltrer I’échantillon a travers un filtre de
1,5 um
Balance H
. es¢cher la matiere obtenue dans le filtre
entonnoir

® peser le filtre aprés séchage

e maticres en suspension est obtenue en
faisant la différence entre la masse du filtre
incluant les résidus séchés et la masse
initiale du filtre
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Tableau 08 : Paramétres physicochimiques de I’eau mesurés dans les six sites prospectés.

\ . . . Sidi Kaser .
Parameétres | Kheniga | Tadjmout | Ghaicha makhlouf | elhiran Tawiyala | Lalmaya
TOC * * * * * * *
pH * * * * * * *
Cond (HS) * * * * * * *
MES (mg/I) * * * * * * *
CT (UFC) *
CF (UFC) *
Identification *
des germes
Cyanobactéries * * * * * * *
Total

I1.3.1dentification et dénombrement des cyanobactéries in vitro

La détermination des cyanobactéries est poussée jusqu’au genre. L’identification est
réalisée a partir de 1’observation microscopique, des critéres morpho-anatomiques cités dans
différentes clés d’identification (Bourrelly ,1985) et (Michel ,1987). Nous nous sommes
également référés quelques sites web pour la connaissance de la position systématique de

certaines espeéces.

Les critéres retenus lors de la détermination sont :

- La structure de cyanobactérie.

- La forme de la colonie ou du trichome.

- La taille et la couleur.

o Dénombrement
Le dénombrement des cyanobactéries recensées se base sur une méthode
d’échantillonnage relative qui se déroule en plusieurs étapes :

» Premiére étape (Fixation et sédimentation) : Afin de réaliser un dénombrement dans de
bonnes conditions, il faut ajouter quelques gouttes de Lugol dans I’échantillon (filtrat)
250ml. Le Lugol tue les cyanobactéries, les alourdit (ce qui facilite leur sédimentation) et
permet leur conservation pendant plusieurs mois.

» Deuxiéme étape (sédimentation par centrifugeuse) :Ajouter quelques goutte de lugol

dans 100 ml d’échantillon laisser sédimenté pendant une heure apres prendre a 1’aide
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d’une pipette seulement la solution au fond (bien sédimenté), diviser 1’échantillon

prélevée six tubes et mettre dans centrifugeuse en symetrie pendant 3 min.

O REDMINOTE 8 PRO
BO Al QUAD CAMERA

Figureld : Les étapes suivies pour la technique de sédimentation des cyanobactéries.
(Originale, 2021).

» Troisieme étape : préparer un microscope, une lame porte objet, une cellule de
comptage, pipette graduée et un appareil photo pour prise de vues instantanées.

» Quatriéme étape : Homogénéiser le flacon contenant 1’échantillon par des simples
mouvements, puis prélever un sous échantillon (le volume (10 a 20 ml) est choisi en
fonction de ladensité des cyanobacteries) et le déposer dans la cellule de comptage.

» Cinquieme étape (Comptage des cyanobacteries) : Les dénombrements de
cyanobacterie sont effectués a l'aide d’un microscope optique, en utilisant les objectifs (Gr
x 10) et (Gr x 40).Les comptages ne concerneront pas I'ensemble de la surface de la boite,
mais seulement une sous chambre repérée de superficie déja connu (2cm?). Le comptage
se fait par des parcours horizontaux sur toute la longueur de la sous chambre. Cette
opération est répétée plusieurs fois (au moins 3 répétitions) pour avoir des valeurs

moyennes plus proche des valeurs réelles.
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250ml du filtrat

Microscope optique

Lame porte objet Chambre de comptage

Figure 15 : Schéma représentant les étapes de 1’¢tude qualitative et quantitative des

cyanobactéries

11.4. Analyse bactériologique de I’eau
Lors de cette étude seulement le site de Khneg est concerné par 1’analyse bactériologique.

11.4.1.Recherche et dénombrement des germes totaux

v Principe

L’eau est inoculée par incorporation dans un milieu strictement défini et non sélectif (TGEA).

Lire la lecture apreés incubation a 37 ° C pendant 24 a 48 heures.
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v" Mode opératoire

» Placer les flacons contenant de la gélose dans un bain-marie bouillante jusqu'a ce
que le milieu fonde.

» Agiter soigneusement et de fagon prolongée I’échantillon pour remettre en
suspension d’une facon homogene les bactéries.

> Prélever ensuite stérilement 1ml de cette eau et déposer dans des boites de Pétri
stérile de 90 mm de diametre.

» Couler aseptiquement dans chaque boite environ 20 ml du contenu de gélose
fondue.

» Agiter doucement par un mouvement circulaire pour assurer un mélange homogene
de gélose et de I’eau (sans faire de bulles et sans mouiller les bords de la boite).

» Laisser refroidir sur une surface parfaitement horizontale et fraiche.

A\

Ajouter une deuxiéme couche de milieu.

» La moitié des boites ensemencées d’eau est incubée aprés solidification dans
I’incubateur a 37°C durant 24h ,1’autre moitié est mise dans une enceinte de 20 a 22
°C durant 72 heures.

v Lecture

A T’aide d’un compteur de colonies, compter toutes les colonies présentes a la surface de la

boite.

Figure 16 : Méthode de dénombrement des colonies par compteur de colonie.

(Originale, 2021)
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11.4.2. Recherche et dénombrement des Coliformes fécaux

La méthode adoptée dans cette eétude est celle de NPP par inoculation de tubes en milieux
liquides.

v" Principe

Apres ensemencement de plusieurs dilutions de 1’échantillon, chacune dans une série
des tubes contenant un milieu de culture permettant de mettre en évidence la fermentation du
lactose avec production de gaz (tubes positifs). La détermination de nombre caractéristique
(nombre de tubes positifs pour chaque dilution) nous a permis de déterminer la NPP

des coliformes en milieu liquide BCPL par deux tests.(Rodier et al.,2005).
v’ Test présomptif
Reéserveé a la recherche des coliformes totaux.

v" Mode opératoire

» On utilise le milieu BCPL, munis d’une cloche de Durham pour déceler le dégagement
de gaz.

» Ensemencent d’un nombre choisi des tubes de milieu de BCPL (5 tubes a double
concentration, 5 tubes a simple concentration).

» Inoculer les tubes choisis pour I’cau a examiner (les 5 premiers par 10 ml, les 5
deuxiémes par 1ml et le flacon par 50ml).

» Aprés inoculation, agiter pour homogénéiser sans faire pénétrer d’air dans la cloche de
Durham et placer les tubes dans I’incubateur a 37°C pendant 24 heures. Procéder a une
premiere lecture aprés cette incubation (Rodier et al, 2005).

v' Lecture
Considérer comme «positifs» les tubes ou il se produit simultanément :

e Un trouble dans toute la masse liquide.
e Un dégagement de gaz dans la cloche.

e Un virage de couleur vers le jaune.

Le nombre des tubes positifs dans chaque série est reporté a la table de Mac
Grady pour obtenir le NPP de coliformes présentes dans 100 ml.
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<=

Test de présomption

\

1 X 50 ml 5X10ml S¥X 1 ml
\_BCFPLDIC BCFPL DIC BCcPLSIC
—

37°C,| 24 248 heures

Figure 17 : Schéma représentatif des étapes suivies lors de la recherche et du

dénombrement des coliformes totaux. (Labres et Mouffok, 2008)
v" Test confirmatif
Ce test est effectué pour le dénombrement des coliformes fécaux.

Les milieux considérés comme positifs apres le test présomptif sont repiqués dans un
nouveau milieu qui est le milieu Schubert sélectif pour la recherche des
coliformes thermo tolérants (CTT) incubés a 44°C pendant 24h.

v Lecture

Les tubes positifs présentent a la fois un dégagement gazeux avec la présence d’un trouble

microbien.
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11.5.Recherche et isolement des germes
11.5.1.Préparation d’une série de dilution décimale

» Agiter vigoureusement le flacon contenant 1’échantillon (la solution mére) et prélever
Iml d’échantillon a ’aide d’une pipette graduée, et mettre dans le premier contenant
9ml d’eau physiologie stérile (dilution au 1/10), referme et agiter ce tube.

» Prélever 1ml a partir de premier dilution et verser dans un autre tube contenant 9 ml
d’eau physiologique stérile. L’opération est renouvelée en changeant de pipette et en
versant de nouveau 1ml dans un nouveau tube contenant 9 ml d’eau physiologique
stérile, et ainsi de suite, jusqu’a ce que la concentration en bactéries devienne
relativement faible. Homogénéiser les tubes entre chaque dilution.

1m 1ml 1 il Limil Ll Ll Ll

gml d"eau
N i ! gy sichogiggue shérile
Produit 3 10 1w w7 1t 10t 10 107
analvser

Sarie de dilutions

Figure 18 : Schéma représentatif d’une série de dilution décimale

(Source : https://fsnv.univ-setif.dz)
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11.5.2.Ensemencement sur milieu ordinaire (ensemencement en surface)

v Principe
Ensemencer aseptiqguement plusieurs dilutions de 1’échantillon, chaque dilution dans
une boite pétrie contenant un milieu de culture GN, incubé a 37°C pendant 24h.

v Dénombrement

Le nombre de colonie apparue aprées culture sur milieu solide répond au nombre de cellule
microbienne présentes dans le volume analysés de la suspension, le nombre de colonie

retenue apres culture doit étre compris entre 30 et 300 colonies (Meyer et al, 2004)

Aprés 24h d'incubation a 30°C, les colonies développées sont dénombrées a l'aide d'un

compteur de colonies.
11.5.3.Purification

Un seul type de micro-organisme ne peut pas étre étudié en culture mixte. Il faut une culture
pure, c'est-a-dire une population cellulaire a partir d'une seule cellule pour caractériser une
seule espéce (Lansing et al, 2003). Les colonies pures est obtenue par la technique des quatre

quadrants.

» Sélectionner les colonies d’aspect macroscopique défirent (taille, couleur, opacité,....)

» Repiquer aseptiquement les colonies isolées a partir le milieu ordinaire dans des boites
pétri contenant milieu GN et ensemencer par technique de quatre quadrants.

» Incuber a 37°C pendant 24h.

B

Figure 19 : Schéma représentatif de la technique de quatre quadrants.

(Source : www.magazinescience.com)
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11.6. Identification

L’identification des bactéries isolées est réalisée a 1’aide de leur aspect morphologique et

leurs propriétés biochimiques.
11.6.1. Aspect macroscopique de la colonie

L’aspect macroscopique des cultures sur milieu solide constitue encore une part importante
de I’identification d’un microorganisme, on peut caractériser les bactéries selon I’aspect des

colonies formées. Plusieurs critéres peuvent étre alors envisages :

» Lataille;

» La forme : punctiforme, ronde réguliere, dentelée irréguliére (striation radiale ou
concentrique) ;

» L’aspect : colonie rugueuses, ou smooth, a surface lisse, brillante ou réguliére ;
colonie muqueuses, a I’aspect gras ou coulant.

» Le volume : colonie bombées ou plates, étalées.

» La couleur : selon I’élaboration d’un pigment. (Meyer et al, 2004).
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11.6.2. Repiquage sur milieu sélectif

Tableau 09 : Caractérisation de 3 milieux sélectif utilisé pour identification.

Milieu de caractérisation Technique Incubation

culture d’ensemencement

Chapman | Le milieu Chapman Permet | En strie dans des 37°C
I’isolement sélectif ~ de | boites pétries pendant 24 a
staphylococcus sur la base 36h

d’une tolérance a une forte

teneur en NaCl (Marchal et
Boudron, 1991).

Hektoen La gélose Hektoen est un | En strie dans des Pendant 24h
milieu d’isolement sélectif des | boites pétries a48ha37°C
bacilles @ Gram négatif non
exigeants. La selectivité de ce
milieu est basée sur la
présence de sels biliaires, de
bleu de bromothymol et de
fuchsine acide (inhibition des
bactéries & Gram (+). (Marchal

et al, 1991)

King A et Le milieu de King A permet la | En strie dans des a 30°C

B détection de la synthéese | tubes bouchonnés | pendant 4j a
depyocyanine, pigment une semaine
élaboré spécifiguement

parPseudomonas aeriginosa
(bacille pyocyanique). Utilisé
en paralléle avec le milieu de
King B (détection de la

pyoverdine), il permet
d’orienter 1’identification de
Pseudomonas

aeriginosa.(Marchal et al., 1991)

11.6.3. Aspect microscopique (coloration de Gram)

v Principe
La coloration de Gram donne des indications trés utiles pour la classification des
bacteéries selon :

» Letype Gram + ou Gram -
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» la forme des bactéries
> lataille
» le mode de regroupement

La coloration de Gram s’effectue en trois phases :

a.

YV V V T V V¥V

Préparation et fixation des frottis

Nettoyer une lame a l'alcool, et déposer une goutte d'eau physiologie stérile sur la
lame.

Prélever une colonie a partir d’un milieu solide a l'aide d'une pipette pasteur boutonné
stérile.

Frotter la pipette dans la goutte d'eau physiologie stérile et laisser sécher a l'air.

Passer 3 fois la lame dans le bec Bunsen pour fixer I'échantillon a la chaleur.
Coloration

Recouvrir la lame par le violet de Gentiane pendant une minute, puis lavé a 1’eau.
Recouvrir a nouveau la lame avec du lugol pendant une minute et laver a 1’eau.
Décolores avec de 1’alcool pendant 30 secondes et laver abondamment a ’eau
distillée.

Recouvrir la lame par la Fuchsine pendant une minute, lavée a 1’eau puis séchée a I’air
libre. (Galet et al, 2009).

Observation au microscope

Les bactéries Gram (+) sont coloré en violet, par contre les Gram (-) sont en rose.
(Galet et al, 2009).
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1._, pPreparation d'un frottis
> 1 e = > ] = ]
coloration &2
Ot A (e — = =3
Ssentiane <3 %
I - ] 5 ol
alcool I ,: | &

Figure 20 : Schéma représentatif des étapes de coloration de coloration de Gram.

(Source : www.technobio.fr)
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11.6.4. Etudes des caractéres biochimiques

a. Enzyme respiratoire

Tableau 10 : Méthode d’analyse les enzymes respiratoire. (Marchal et al, 1991).

Les principe Materiel Mode lecture
enzymes utilisée opératoire
Catalase | La catalase est une enzyme | Une lame. Sur une lame | Présence de
ayant la propriété de - ajouter une | bulle d’ai
y prop Eau oxygeneé. J e a
décomposer le peroxyde goutte  d’eau | = catalase +
d'hydrogéne (H202) avec | PIPette pasteur. | gyvoang gt
ydrogene ( ) yo Absence de
dégagement d'oxygene. ie ci déposer la .
gag Y9 Colonie cible. P bulle d’air
colonie cible a
= catalase -
I’aide  d’une
pipette pasteur
stérile.
Oxydase | est un test de détection de | Une lame. Racler une | la  lecture
I h . colonie et | est
enzyme cytochrome Disque
oxydase qui peut oxyder la déposer sur le | immédiate
y qaui p y d’oxydase. P
N-diméthyl-paraphénylene disque par
diamine, ce qui donne des | PIPEUE Pasteur. | 4ooyvdase et | changement
produits violacés. Eau physiologie | @jouter la couleur
stérile. quelque goutte | de  disque
o d’eau. au violet.
Colonie cible. ] ]
physiologie
stérile

b. Test de biodégradation de phéno

Pour but de mettre le phénol comme la seule source de carbone pour la croissance

microbienne (Bared et al., 2010), nous avons utilisé un milieu minérale (Yi Li et al., 2010)

qui contient les sels minéraux nécessaire a la croissance des bactéries (Bared et al., 2010)
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Dans des flacons contenant un volume de 45ml de milieu minérale autoclavé pendant
20 min, on ajoute aseptiquement une concentration de phénol et la bactérie, et on mit

un témoin sans 1’ajout de la bactérie pour la comparaison des résultats.
Les flacons sont incubés a 37°C pendant une semaine (Jiang et al, 2007).

La lecture des résultats de biodégradation se fait par la méthode de dosage colorimétrique de
phénol avec une solution de carbonate de sodium (600 pl) et le réactif folin ciocalteu (200 pl),
qui est une méthode habituellement utilisé pour mesurer les phénols totaux dans une solution.
Lorsqu’ils sont en présence de phénols, les acides présents dans le réactif sont réduits en un

mélange d’oxydes bleus de tungsténe (Waterhouse, 2010).

c. Galerie API 20 E des souches d’intérét

v Principe

La galerie APl 20E comporte des micro-tests permettant de déterminer 20 caractéres
biochimiques de la souche a identifier.la lecture met en jeu un code numérique pouvant étre

traduit grace a un logiciel. (Marchal et al, 1991).

cupule —4—+—
tubule 1>

miliey ———> J\J W AJ LI
déshydraté ONPG ADH LDC ODC [CIT] |H2S] URE TDA IND |VP) IGEL] GLUMAN INO SOR RHA SAC MEL AMY ARA

Figure 21 : Schéma représentatif de la galerie API 20 E. (www.ephytia.inra.fr)
v' Préparation de I’inoculum

La souche prédominante isolée est prélevé a 1’aide d’une pipette pasteur a partir d’une
culture sur milieu solide, et la mettre dans des tubes contenant 5ml d’eau physiologique
stérile, une suspension bactérienne est realise en homogénéisant soigneusement les
bactéries dans 1’eau physiologie d’une opacité de 0.1 Mac Farland a 620nm. (Fiche
technique API 20E).

v" Inoculation de la galerie
» Créer une atmosphére humide par I’ajoute d’eau physiologie stérile dans la chambre

d’incubation da la galerie.
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» Remplir aseptiquement la cupule par la suspension bactérienne pour les substrats dont
le nom est encadré (CIT, VVP...). (tests en aérobiose riche en oxygene).

» Remplir la cupule avec de I'huile de paraffine pour les substrats dont le nom est
souligné (ADH, LDC...), (absence d’oxygéne).

» Remplir juste le tubule pour les autres substrats.

» Mettre la galerie dans chambre humide et Incuber pendant 18 & 24h a 37°C.
£
£

-ouEEEENSS
-+

Figure 22 : Inoculation de la galerie API 20 E. (Originale, 2021).
v’ Lecture

L’ajout des réactifs pour quelque test apres I’incubation (test TDA, VP, IND). Le virage de
couleur indique la réaction positive. (Fiche technique API 20E).
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I.1. Résultat des paramétres physico-chimiques
o Température (T°C)

La température présente des variations similaires dans 1’ensemble des sites prospectées ; la
valeur la plus basse est enregistrée dans le site Ghaicha et la plus élevée au niveau de site
Kaser elhiran 1 de (fig.1).

Au sein des neufs sites étudies, la gamme de température n’est pas critique, ou les valeurs

enregistrées comprise entre 8.7°C comme limite inférieure et de 11°C comme limite

1 107
9,5
| i I I I I
"\
& O ,-b\c‘ﬁ‘q’ & N\ & (Q's\’b .\\@Q’
& &

A
@ < < <
. é)\@ ‘ 6\@ £ <
S 2 A Ay

supérieure.
12 106 108
| I I I
0
& & v
@(\

[¢e)

[9)]

N

N

Figure 23 : Variation de tempeérature dans les neufs sites étudiés.
o Discussion

Aminot et Chaussepied(1983), montre que la température est un facteur environnemental
important pour la vie aquatique contrdlant I’ensemble des processus biologiques tels que la

reproduction, la croissance et le préférendum thermique, liés a un environnement donné.

Les fluctuations de ce paramétre sont en relation avec les conditions climatiques locales
et régionales et plus particuliérement avec la température de 1’air, ainsi que les phénoménes

d’évaporation d’eau et de précipitations qui en résultent quand cette derniére augmentent.
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o Laconductivité (Cond pS)

Elle présente des alternation d’un site a I’autre avec des valeurs varies dans I’ensemble des
neufs sites étudiée la valeur maximale est relevée dans 1’oued de Sidi makhlouf 2. La faible

valeur est enregistrée dans I’oued de Ghiacha.
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Figure 24 : Variation de La conductivité (Cond pS) dans les neufs sites étudiés.
o Discussion

La conductivité mesure la capacité de I'eau a conduire le courant entre deux électrodes. La
plupart des matieres dissoutes dans I'eau se trouvent sous forme d'ions chargés

¢lectriquement. Donc La mesure de la conductivité permet d’évaluer la minéralisation globale

de I’eau. (Rejsek, 2002)
o Potentiel d’hydrogéne (pH)

Le pH de I’eau est neutre, généralement proche ou égale a 7.Ce parametre présente une

évolution similaire dans I’ensemble des sites échantillonnés.

La valeur la plus élevées est enregistrée dans 1’oued de sidi Makhlouf ou le pH= 8,2 la valeur

basse est enregistrée dans 1’oued de Ghaicha ou le pH=6.55.
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Figure 24 : Le pH de I’eau dans les neufs sites prospectés.

o Discussion

Les eaux naturelles ont en général un pH qui varie entre 6,5 et 8,5. Si le pH est en dessous
de (4,5), des irritations des membranes muqueux peuvent se produire et 1’eau devient
fortement corrosive, avec un godt aigre. Si le pH est au-dessus de 10, les mémes irritations se
produisent et le gotut devient savonneux. Le pH de 1’eau permet de classer celle-Ci en trois
catégories selon 1’échelle adoptée par Hecker et al (1996). Eau acide (pH < 5,5), eau neutre
(pH = 5,5 a 7,4), eau alcaline (pH > 7,4). En pratique, les eaux ayant un pH supérieur a 8 ou
inférieur a 6 sont rares mais on peut rencontrer des pH plus élevés dans des situations

d’eutrophisation d’eau.
o Matiére en suspension (MES)

Nos données montrent que, les teneurs en MES varient d’un site a 1’autre et d’un prélévement
a ’autre. Les teneurs maximales sont relevées dans le marre de khneg. Les faibles valeurs

sont enregistrées dans 1’oued d’El Ghaicha.
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Figure 26 : Variation de la matiére en suspension de 1’eau dans les neufs sites.

o Discussion

Les mati¢res en suspension, représentent 1’ensemble des particules minérales et organiques
contenues dans les eaux. Elles sont fonction de la nature des terrains traversés, de la saison, de
la pluviométrie, de régime d’écoulement des eaux, de la nature des rejets, etc. (Rodier,
1984). Les teneurs élevées en matieres en suspension peuvent étre considérées comme une
forme de pollution. Une telle hausse peut aussi entrainer un réchauffement de 1’eau, lequel
aura un effet Etude qualitative et quantitative du peuplement de cyanobactérie de réduire la

qualité de I’habitat pour les organismes d’eau froide (Hébert et Légare, 2000).

1.2. Résultat de I’étude qualitative et quantitative du peuplement des cyanobactéries
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Tableau 11:Fiche technique des parameétres physique-chimique et de la disruption des cyanobactéries dans les neufs sites étudiées.

parameétres Khneg Sidi Sidi Ghaicha Kaser el | Kaser el | Tadjmout | Lalmaya | Tawiyala
stations makhlouf | makhlouf hiran 1 hiran 2

1 2
Nature Mare Oued Oued Oued Oued Oued Barrage Oued Oued
Date février | février février Février Février février | mars février février
T°C 10,6° 10,8° 9,2° 8,7° 9,1° 11° 10,7° 9° 9,5°
PH 7,56 8,2 8,47 6,55 7,43 7,22 7,32 7,5 7,86
Cond (pS) 8906 5407 9004 1121 1408 1458 4704 1505 1758
MES (mg/L) 4200 1000 1200 5000 1408 1080 4400 1500 1800

La présence des espéeces des cyanobactéries dans les neuf sites

Oscillatoria sp 28 5 1 10 / 1 1 /
Microcystis sp 31 10 5 150 6 105 112 /
Pseudoanabaena | 6 2 / 20 / / /

S

SF:)iroIina sp / / / 5 / / / / /
Merismopidiasp |/ / / / / / / / 2
Anabaena sp 1 / / / / / / / /
Chroccocussp |/ / / / / / / / 1
Aphanizominon |3 / / / / / / / /
Sp
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Des prélevements ont été effectués au niveau de neuf sites de I'eau superficielle dans la

n

région de Laghoua Aprés 1’observation au microscope photonique des échantillons
prélevés, nous avons pu identifier huit genres de cyanobactérie qui sont : Oscillatoria,
Microcystis, Anabaena, Pseudoanabaena, Spirulina, Merismopedia, Chroccocus,
Aphanizominon. Selon la clé de détermination de (Bourrelly, 1985 ; Rippka, 1988 ;

Coute, 1995 ; Anagnostidis, 1999 ; Komarek, 2005 ; Nasri, 2001).
o Oscillatoria sp

Les trichomes du genre Oscillatoria sont libres, solitaires, dépourvus de gaines .lls sont

droit ou flexueux, parfois tordus en hélice réguliere.

Figure 27 : Observation microscopique de genre Oscillatoria a 1’objectif 40 (originale,
2021).

o Pseudoanabaena sp

Trichome droit a cellules isodiamétriques ou cylindriques, mobiles et sans gaine Les
cellules possédent des vacuoles de gaz polaires; elles sont séparées par des
constrictions profondes. La reproduction s'effectue par fragmentation transe cellulaire ou
intercellulaire du trichome.

Figure 28: Observation microscopique de genre Pseudoanabaena a I’objectif 40
(originale, 2021).
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o Merismopedia sp

Aprés division cellulaire les cellules restent collées, et s'organisent les unes par
rapport aux autres mais sans communication entre elles pour former une colonie. Ce genre
se différencie du genre Microcystis par ses colonies plates tabulaires dont les cellules sont

disposées régulierement en rangées verticales et horizontales.

Figure 29 : Observation microscopique de genre Merismopedia a I’objectif 40 (originale,
2021).

o Spirulina sp

Leur trichomes dépourvus de gaine sont solitaire, mobiles, régulierement enroulés en
hélice plus ou moins serrée. Les cloisons visibles dans les grandes formes sont

pratiqguement invisibles chez les petites espéces.

Figure 30: Observation microscopique de genre Spirulina a I’objectif 40
(Originale, 2021).
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o Microcystis sp

Les cellules sphériques sont groupées en colonies grace a une gelée. Elles sont

réparties plus ou moins regulierement dans toute la gelée. Les colonies ont des formes trés
variée
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Figure 31: Observation microscopique de genre Microcystis a I’objectif 40
(Originale, 2021).

o Anabaena sp

Les trichomes sont simples, réguliers, d’égale épaisseur, et présente des hetérocystes

intercalaires plus ou moins nombreux. Les trichomes sons libres, sans gaines.

Les akinétes indispensable pour une détermination spécifique, sont solitaires ou en chaine
contiglie aux hétérocystes au contraire éloigner de ces derniers.
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Figure 32 : Observation microscopique de genre Anabaena a I’objectif 40

(Originale, 2021).
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o Choroccocus sp

Les cellules Chroococcus sont des cellules ovoides ou en forme de tige d'un diameétre

allant de 0,4 a 40 pm.

) P :
oo

Figure 33: Observation microscopique de genre Chroccocus a I’objectif 40.
(Originale, 2021).
o Aphanizominon sp

Les trichomes sont droits réunis le plus souvent en faisceaux flottant librement. lls
possédent une gaine trés diffluente difficilement visible. Les trichomes présentent des
hétérocystes et se terminent par des cellules allongées un peu atténuées incolores et

vacuolisées.
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Figure 34 : Observation microscopique de genre Aphanizominon a 1’objectif 40

(Originale, 2021).
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o Discussion

Les eaux douces incluent des systémes d'eau ouverts tels que les lacs, oued et les riviéeres
ou fermés tels que les barrages. Ces eaux contiennent des gaz dissous, des
nutriments, des traces de métal et de composés organiques et inorganiques
(Mackenzie et al, 2000). La présence de ces éléements favorise la prolifération de

différentes cyanobactéries.

Les données de 1’étude qualitative de cyanobactérie dans les neuf sites prospectés montrent
I’existence de huit genres: Oscillatoria sp, Aphanizominon sp, Microcystis sp,
Pseudoanabaena sp, Spirolina sp, Merismopidia sp, Anabaena sp, Chroccocus sp. De
méme, on a signalé la présence des especes toxinogenes dans les échantillons comme
Anabaena, Aphanizomenon, Oscillatoria et Microcystis qui ont la capacité de produire des

neurotoxines et hépatotoxines.

La production de toxines par certaines espéeces de cyanobactéries permet de limiter et
diminuer le broutage par le zooplancton et confére a ces espéces un avantage évolutif par

rapport aux algues. (Jang et al, 2003).

1.3. Résultats des parametres physique-chimique et distribution des cyanobactéries de

site khneg

Fait apparaitre que dans ce site nous avons marqué la présence de six genres de
cyanobactéries Oscillatoria, Microcystis, Pseudoanabaena, Anabaena, Aphanizominon, en
terme de densité numérique il y a des variations de densité d’un mois a l'autre et ceci due a
plusieurs parameétres peut étre des parameétres intrinseque (capacité adaptation des especes,

performance productif...) ou condition extrinséque (facteur physique-chimique).
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Tableau 12 : Les parametres physique-chimique et 1’identification des cyanobactéries dans
le site de Khneg pendant 4 mois.
Parame Mois ’ . o
Décembre Janvier Février Mars
T° 9 10,5 10,6 10
PH 6,54 6,23 7,56 7,13
Cond 826 774 689 632
MES 2700 6300 5200 5900
les cyanobactériesprésentes dans I'eau
Oscillatoria sp 35 28 195 546
Microcystis sp 196 217 742
Pseudoanabaena sp 14 42 266
Anabaena sp 7
Aphanizominon sp 3
6300

7000

6000 5700

5000

4000

3000 826 774 689 VIES

2000 6,54 6,23 7,56 cond

1000 9- " 5. d 6. "y

. AT AT AT AT
Dec-21 janv-21 févr-21 mars-21
ET° EmPH Cond ® MES

Figure 35 : Histogramme représente 1’évolution des quatre parametres physique-chimique

étudiés dans le site Khneg pendant quatre mois.
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D’aprés le graphe on peut constater que les cing genres des cyanobactéries Oscillatoria,
Microcystis, Anabaena, Pseudanabaena, Aphanizominon. Ont été présente mais avec des
fréquences différentes entre mois, et que le mois de février considéré comme le mois le
plus diversifiés on terme d'aspect qualitative et on terme d'aspect quantitative le mois de
mars représente des densités les plus élevés pour 1’ensemble des genres.

3,5
2,5
2
1,5
1
0,5

Décembre Janvier Février Mars

w

Figure 36 : Distribution des genres de cyanobactérie dans la marre de Khneg pendant
quatre moi.

I1. Les parameétres bactériologiques

Les analyses bactériologiques ont été effectuées au laboratoire de bactériologie au niveau
de I’université d’Ammar Thlidji de Laghouat, cette étape était pour but d’évaluer la qualité
microbiologique de I’eau de site de Khneg ainsi que ’isolement de la flore bactérienne.

Les résultats obtenus sont regroupés dans le tableau.
Ces analyses sont concerné seulement le site de Khneg.
I1.1. Résultats de la recherche des coliformes

Ce sont les plus importants des parametres microbiologiques pris en compte dans le
controle de la qualité des eaux et leurs présences suffisent a confirmer qu'il y a
effectivement une pollution. La limite idéale (0 coliformes fécaux par 100 ml), le site
Khneg représente une charge élevé de coliforme dont les valeurs dépassent les normes

acceptées.(Brisou, 1968).
Cette pollution est directement liée avec les apports des eaux de drainages contaminés.

Tableau 13:Résultats du dénombrement de la microflore de 1’eau analysée.
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Germes totaux Germe Coliforme fécaux Coliforme totaux
revivifiable
a37°C |a22°C

Dénombrement 25 06 >240 24

UFC/100ml

Figure 37 : Résultats de test présomptif et confirmatif de coliforme totaux.
(Original 2021)
o Discussion

Les eaux quelles que soient leur nature, contiennent une multitude de microorganismes des

sources diverses tel que le sol, la végétation, le vent et les rejets issus de 1’activité humaine.
11.2. Résultats de I’étude de la flore microbienne de I’eau

afin de déterminé Le nombre de colonie apparue aprés culture sur milieu solide parce que
elles répond au nombre de cellule microbienne présentes dans le volume analysés de
I'eau, nous avons préparé une série de dilution décimale et cultiver dans milieu ordinaire le
résultat montre des nombres dépassé les normes dans les premiers dilutions le nombre de
colonie retenue aprés culture doit &tre compris entre 30 et 300 colonies (Meyer et al, 2004)
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Tableau 14 : Dénombrement les colonies isolées dans milieu ordinaire.

Dénombrement

Dilution
En surface En masse

Solution meére Indénombrable | 440
10-1 Indénombrable | 268
10-2 201 88
10-3 143 83
10-* 91 76
10-5 65 34
10-6 62 23
10-7 22 17
10-8 14 12
10-° 5 10

11.3. Résultats de I’aspect macroscopique des colonies isolées

L'examen macroscopique des cultures est le premier examen effectué a partir del'isolement

aprés I’incubation. Pour obtenu une image claire sur les diversités des souches présents

dans cette culture.
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Tableau 15 : Regroupe les résultats de 1’examen macroscopique des différentes colonies

isolées a partir de 1’eau étudiée.

Souches S1 S2 S3 S4 S5 S6
Diametre 3 4 1 1 2 3
Chromogeénes | jaune beige rose blanc jaune Blanc
Forme ronde ronde ronde ronde ronde ronde
Elévation convexe convexe convexe | convexe plate convexe
Contour réguliere irreguliére | réguliere | réguliere réguliére irréguliere
Opacité translucide | translucide | opaque translucide | translucide | opaque
Surface lisse lisse lisse lisse lisse Lisse
Consistance | crémeuse | crémeuse | crémeuse | crémeuse | crémeuse | Crémeuse

Figure 38 : Aspect macroscopique des souches isolées dans milieu ordinaire.

(Originale 2021).

——
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11.4. Résultats d’aspect microscopique
o Coloration de Gram

Les résultats montrent une variété de type bactérien. Les souches isolées ont des formes
différentes : des bacilles, des coccobacilles et des Cocci. Elles sont assemblées en
arrangement isolées. Elles présentent aussi une paroi de Gram positive ou négatives.

o Discussion

Technique de coloration de Gram permet de divisé les bactéries en deux grands groupes :
les bactéries a Gram positif et a Gram négatif.
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Tableau 16 : Résultat de coloration de Gram de 6 souches étudiées (S : souche).

Isolé Bacille

Isolé Bacille

Isolé Coccobacille
Isolé Cocci

Isolé Bacille

Isolé Cocci

——
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11.5. Résultats de croissance sur les milieux sélectifs

Le milieu Chapman est un milieu sélectif qui permet la croissance des germes a
Gram positif, la souche S4 peut pousser sur ce milieu. Le milieu de King B permet la
détection de la synthése depyoverdine, pigment élaboré par Pseudomonas aeruginosa .Et
d’autres Pseudomonas. Utilisé en parallele avec le milieu de King A (détection de la
pyocyanine), il permet d’orienter I’identification de Pseudomonas aeruginosa. La souche
S5 peut pousser sur ces deux milieux. Le milieu Hektoen est un milieu sélectif de bacille
Gram négatif les résultats sur ce milieu sont nulle aucune souche ne peut pousser dans ce
milieu.

@0 REDMINOTE & PR
OO A1QuaD tAMERA

Figure 39 : Résultats de culture sur milieux sélectifs Chapman, King A et B.
(Original 2021)
11.6. Résultats de test de biodégradation

D'aprés les caractéristiques (colonies jaunes, contour plat, régulier, consistance
crémeuse) de la souche S5 observee lorsqu'elle est isolée sur milieu GN, la souche a été
purifiée en milieu King A et B, et un résultat positif a été obtenu, nous incitant & dire que
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cette souche peut étre apparentée au genre Pseudomonas. Le genre se caractérise par sa
capacité a dégrader le phénol (Heinaru et al. 1999). A cette fin, nous avons adopté un test
de biodégradation comme test d'identification.

Figure 40 : Résultat de test de biodégradation de phénol. (Original 2021)

L’isolat bactérien a la capacité de biodégrader complétement le phénol comme seule
source de carbone, cette capacité a été confirmée apres un dosage colorimétrique d’un
échantillon de la culture minérale.

11.7. Résultats des tests biochimiques

Tableau 17 : Résultats et interprétation de 20 test biochimique de la galerie APl 20 E et
les enzymes respiratoire de les deux souches étudiés.
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~———__Les souches | 51 Interprétation 53 Interprétation
Tests Biochinilgqwes __
ONPG - -
ADH - + décarboxylation de
l'acide aminé argining
par l'arginine

dihydrolase.

LD - -

onmC - -
CIT - -

URE - =
TDA . -

IND = =

VP + Mise en évidence de + Mise en évidence de la
la production production d'acétoine.
d'acétoine.
GEL - -
GLU - -

MAMN . -

I = =
SOR - -
RHA . -

SAC . + fermenter le saccharose

MEL - -

AMY = -

ARA - -

Catalase + +
oxvdase - -

11.8. La galerie APl 20E

D’aprés les résultats de 20 tests biochimiques de la galerie APl 20 E réaliser a deux
souches prédominant étudiées nous avons obtenir le code 000100 pour la souche S1
qu’identifier I’espece Pseudomonas horyzihabitans. Et deuxiéme code 2001020 pour la

souche S3qu’identifier ’espéce Pseudomonas luteola.

o Souche1l
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Figure 41: Résultat obtenu aprés 24h d’inoculation de la Galerie API 20 E (souche 1).

Pseudomonas horyzihabitans, également connu sous le nom de Flavimonas
horyzihabitans. Est une bactérie, non fermentée, Gram négative, aérobie strict et avec une

oxydase négatif. (David et al, 1994).

Flavimonas oryzihabitans, bactérie de I'environnement humide, est rarement impliquée en
pathologie humaine. Les infections dues cette bactérie surviennent le plus souvent chez des

patients immunodéprimés ou porteurs de cathéters.(David et al, 1994).

o Souche 2

Figure 42 : Résultat obtenu aprés 24h d’inoculation de la Galerie API 20 E (souche 2).
(Original 2021)

Pseudomonas luteola. Qui était auparavant connu sous le nom de Chryseomonas luteola.
Est un bacille & Gram négatif, aérobie, mobile et non sporulé. On le trouve fréqguemment
sous forme de saprophyte dans le sol, I'eau et d'autres environnements humides et est un
agent pathogéne opportuniste chez les patients présentant des troubles meédicaux sous-
jacents ou avec des cathéters a demeure. Il a été signalé comme une cause rare de
bactériémie, de septicémie, d'arthrite septique, de méningite, d'endocardite et de péritonite.
(Muharrem et al, 2016).
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Conclusion

Conclusion :

La présente étude porte sur 1'évaluation de la qualité de I'eau a partir d’indicateurs

biotiques (bactéries et cyanobactéries) et abiotique (parameétres physico-chimiques).

Les résultats du suivi des parametres physicochimiques montrent que, parmi
I'ensemble des parameétres étudiés, seul la température et le pH qui présentent des valeurs

presque les mémes dans les neuf sites échantillonnés.

Les eaux analysées (de mare, de barrage et d’oued) sont considérées comme des
eaux de distribution non traitée, cela peut expliquer la qualité microbiologique non
acceptable pour la plupart des prélevements. De plus la présence de germes pathogénes
(coliformes totaux, coliformes fécaux) nous aménent a signaler le danger menacant la santé

du consommateur (mare).

Les résultats d’analyse microbiologique de I’eau de mare, de barrage et d’oued ont
montré que leurs qualités en ce qui concerne le cyanobactérie peuvent étre admissibles et

ne présentent aucun danger pour la consommation.

Les données de 1’étude qualitative de cyanobactérie montrent 1’existence de huit
genres essentielles :Oscillatoria sp ,Microcystis sp, Aphanizominon sp ,Pseudoanabaena
sp, Spirolina sp, Merismopidia sp, Anabaena sp, Chroccocus sp. De méme, on a remarqué

la présence des especes toxinogenes dans les échantillons.
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Annexe 1:

1.Recherche et dénombrement des bacteéries coliformes :
Méthode de dénombrement en milieu liquide par détermination du nombre le

plus probable (NPP) :
. Test
présomptif

10 ml 1ml 0
vy J v vy v v
i
ﬁ
BPCL D/C + Cloche BPCL S/C + Cloche BPCL S/C + Cloche

L

Homogénéisation puis incubation 4 37 °C/48h >

<-Virage du milicu au jaune + gaz dans la cloche

‘ Test
confirmatif
Repiquage sur milieu de Schubert + cloche
Puis incubation pendant 24 h 4 44 °C
< Tube trouble + gaze dans la cloche => addition de kovacs >

£

Formation d'un anncau rouge==Présence d'E. Coli




Annexe 2 : Composition des milieux de cultures
1. Tryptophane Glucose extrait d’AGAR (TGEA)

Tryptophane
Glucose

Extrait de levure
Eau distillée

PH

Autoclavage de milieu

59

1g

2,54
1000ml
7.21

120°C pendant 15 min

2. Milieu indole mannitol : Schubert

Tryptone

Sulfate de magnésium
Acide glutamique
Sulfate d’ammonium
Citrate de sodium
Chlorure de sodium
Mannitol

Eau distillée

Tampon phosphaté
PH

Autoclavage de milieu

0.2¢
0.7g
0.29
0.4g
0.5g
2.0g
7.50
500ml
500ml
7.2

115°C pendant 10 min



3- Bouillon lactosé au propre de Bromocrésol (BCPL) :

Peptone 500

Extrait de viande de beeuf 3,09

Lactose 10,0 g

Pourpre de bromocreésol 25 mg

Agar 159

pH 6,3

Autoclavage de milieu 115 °C pendant 20 min

4- Gélose Chapman :

Peptone 10 g

Extrait de beeuf 19

Chlorure de sodium 759

D-mannitol 10 g

Rouge de phénol 25 mg

Agar 15¢

PH 7,4

Autoclavage de milieu 121° C pendant 15 min

5- Gélose nutritive (GN) :

Extrait de viande 109
Extrait de levure 250
Peptone 509
Chlorure de sodium 5090
Agar-agar 15,09

pH 7,0


https://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose

Autoclavage de milieu

6- Gélose Hektoen :

Peptone

Extrait de levure
Lactose

Saccharose

Salicine

Citrate de fer 111 et d’'ammonium
révélateur d'H2S
Sels biliaires

fuchsine acide

Bleu de bromothymol
chlorure de sodium
Thiosulfate de sodium
Agar

PH

Autoclavage de milieu

120 °C pendant 20 mn

ne pas autoclaver



7- Milieu King A :

Peptone dite "A" :
Glycérol

Sulfate de potassium
Chlorure de magnésium
Agar purifié

PH

Autoclavage de milieu

7- Milieu King B :
Peptone dite "'B""
glycérol
Hydrogénophosphate de potassium
Sulfate de magnésium heptahydraté
agar purifié
PH

Autoclavage de milieu

15 minutes a 121°C

15 minutes a 121°C



Annexe 03 : Tableau de lecture de la galerie Api 20E

Tests Substrat Caractére recherché Résultats
Négatif Positif
ONPG Ortho- Beta-galactosidase incolore Jaune
nitrophenylgalactoside
ADH Arginine Arginine dihydrolase Jaune Rouge/orangé
LDC Lysine Lysine décarboxylase Jaune Orangé
oDC Ornithine Ornithine décarboxylase Jaune Rouge/orangé
CIT Citrate de sodium Utilisation du citrate Vert pale/jaune | Bleu-vert/vert
H2S Thiosulfate de sodium Production d’H2S Incolore/grisatre | Dép6t noir/ fin
liseré
URE Urée Uréase Jaune Rouge/orangé
Tryptophane Tryptophane désaminase TDA / Immédiat
TDA
jaune | Marron foncé
Tryptophane Production d’indole IND / 2 mn, maxi
IND
jaune | Anneau rouge
Pyruvate de sodium Production d’acétoine VP1+VP2/10mn
VP
incolore Rosé-rouge
GEL Gélatine de Kohn Gélatinase Non diffusion Diffusion du
pigment noir
GLU Glucose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
MAN Mannitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
INO Inositol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
SOR Sorbitol Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
RHA Rhamnose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
SAC Saccharose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
MEL Melibiose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
AMY Amygdaline Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune
ARA Arabinose Fermentation/oxydation Bleu/bleu-vert Jaune




