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RESUME

L'objectif que tout distributeur d'eau doit chercher a atteindre est de livrer aux
consommateurs une eau de bonne qualité, qui respecte les normes internationales de
potabilité.

Notre étude intitulée "Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de
consommation de la ville de BOBO-DIOULASSO " vise 4 contribuer a I'amélioration de la
qualité de I'eau de cette ville.

Pour cela nous avons vu les méthodes d'analyses employées par le laboratoire du centre
MURAZ. |

Dans le cadre du contrat de surveillance de la qualité bactériologique de l'eau, qui lie
'ONEA de BOBO et le centre MURAZ, nous avons travaillé sur les résultats des analyses de
1994, 1995, 1996.

Le traitement des informations a conduit aux analyses suivantes:

¢ Pour l'eau brute{eau de source): c'est une ressource de bonne qualité, cela est dii & son
origine(eaux souterraines).
Pres de 40% des 72 prélévements analysés ne contient ni germes potentiellement pathogénes
ni germes témoins d'une contamination fécale(coliformes, streptocoques).
Mais on observe une progression de la pollution bactérienne de la source(nappe
alluviale). Des mesures doivent étre prises pour la préserver notamment au niveau de
I'assainissement de la ville. Cela est du ressort de 'ONEA.

¢ Pour I'eau de consommation: nous pouvons dire que pour l'ensemble du réseau I'sau est de
bonne qualité(absence de germes dans 50% des échantillons).
Seul 7% des échantillons contiennent des germes témoins d'une contamination fécale
ou potentiellement pathogéne; dii probablement & des pollutions accidentelles.
La qualité de I'eau ne présente pas de grande variation du point de vue temporelle(mois
et années) et spatiale(quartiers, secteurs).

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
de BOBO-DIOULASSO'



Premiére partie:

INTRODUCTION GENERALE

L'importance de 'eau n'est plus & démontrer.

Il constitue I'un des éléments fondamentaux entrant dans la constitution des étres vivants . La
terre est recouverte d'eau sur environ les trois quart de sa surface. L'ean saumétre des mers et
des océans représente 97 % du volume total de l'eau existante. Or cette eau est impropre 4 la
consommation et son dessalage reste encore d'un cofit trés éleve.

L'eau douce ne représente que 3 % du volume total dont seulement 11 % sont
accessibles dans des conditions acceptables.

Face 4 la poussée démographique les différents états sont préoccupés par l'approvisionnement
en eau et doivent faire face aux besoins grandissants.
Ainsi I'0.N.U avait décrété la décennie de I'eau pour les année 80.

Au dela du souci de répondre a la demande quantitative en eau encore faut-il qu'elle
soit " potable " ou de bonne qualité .

D'aprés 'OMS 60 % des habitants , soit 1.7 milliards d'€tres humains, des pays en voie de
développement n'ont pas accés 4 une source d'eau potable siire et 1.2 milliards n'ont pas
d'installation sanitaire.

Toujours selon une enquéte de 'OMS 80 % des maladies qui affectent la population
de 1a planéte sont liées, en partie, a linsuffisance de l'évacuation des matiéres fécales et au
manque d'approvisionnement en eau propre .D'oui I'importance du contrdle de la qualité de
l'eau.

Dans le cadre de ce travail intitulé : " Evaluation de la qualité bactériologique de l'eau
de consommation de la ville de BOBO-DIOULASSO ", nous nous intéresserons a la qualité
de l'eau du point de vue bactériologique.

Le contenu du rapport est divisé en trois parties:

- La premiére partie est consacrée 4 la présentation du site d'étude, la ville de
BOBO-DIOULASSO, et de la structure d'accueil, la méthodelogie du travail employée.

- La seconde partie a trait aux caractéres généraux des bactéries et aux maladies d'origine
hydrique. :

- La troisiéme partie concerne les méthodes de prélévements, l'analyse et le traitement des
données recueillies par le centre MURAZ.

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
de BOBO-DIOULASSO'



I/ Probématique et objectif de l'étudé-méthodologie de travail

Comme nous l'avons signalé dans l'introduction la majeure partie des maladies
frappant l'espéce humaine est d'origine hydrique.

Le contréle de la quatité de la qualité de 1'eau est du ressort des Etats au travers de
structure comme les laboratoires nationales d'analyses médicales et de santé publique. Parfois
cette tdche est confiée a des établissements privées. Le centre Muraz est un institut de
microbiologie et de santé publique.

Le contrble bactériologique doit étre avant tout un outil de prévention. Il permet de
voir I'état actuelle de I'eau et de prévenir les autorités compétentes en cas de danger pour la
santé des consommateurs.

Le probléme du contrdle bactériologique aujourd’hui est, qu'avec les moyens actuels,
lorsqu'une eau impropre 4 la consommation est constatée, elle est déja chez le consommateur.
Le seul moyen efficace de prévention demeure la mesure du taux de chlore libre dans le
réseau de distribution. ‘

Au travers de cette étude intitulée "Evaluation de la qualité bactériologique de l'eau de
consommation", nous essayerons de faire un état de la situation actuelle, de voir les variations
temporelles et spatiales et de dégager les grandes tendances. Nous ferons par rapport a cela
des propositions ; tous ceci dans le but de contribuer a l'amélioration de la qualité de I'eau.

La méthodologie de travail s'appuie essentiellement sur la recherche documentaire et le
traitement des données a l'aide de logiciel et l'interprétation.

In/ Donné§ générales sur la ville de Bobo

1) Historique:

BOBO-DIOULASSO est la seconde ville du Burkina Faso, elle est restée longtemps la
capitale économique du pays. Elle doit son existence & sa situation géographique, située au
carrefour de deux voies importantes, 1'une venant du Sud de la Cote d'Ivoire vers le Niger,
l'autre allant du Mali vers le Niger et le Tchad.

Les premiers immigrants étaient originaires du Mandé. Puis 'arrivée progressive des
commergants DIOULAS, venant du MALI et de la COTE D'IVOIRE conduit a I'extension de
la ville. L'installation de I'administration coloniale en 1897 a accéléré le développement de
l'agglomération. La ville a connu un certain déclin économique et perdue son importance
aprés 1947 quand Ouagadougou devient la capitale du pays.

Avec la création de la zone commerciale en 1952, et de la zone industrielle en 1955,
cela va redynamiser les activités économiques. Apres l'indépendance, la ville va connaitre de
nouvelles activité et de nouveaux lotissements.

2) Données naturelles du site

Géographie et topographie

La ville de BOBO-DIOULASSO est située a la hauteur du 11*™ parallele. Flle s'est
construite de part et d'autre du marigot HOUET, de direction Sud-Nord.
Le Houet trés encaissé, raviné, d'un régime torrentiel pendant les pluies offre au niveau de son
plafond un ruban de sources. Ces sources, pérennes en saison séche, ont justifié I'implantation
d'un village, puis d'une ville dans un pays caractérisé par des problémes de ressources en eau.

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de l'eau de consommation
de BOBO-DIOULASSO'



Au niveau du relief, l'altitude s'éléve progressivement du Sud au Nord. Les altitudes varient
entre 400 m et 500 m avec des pentes relativement forte de 1% a 2%.
La rive droite du Houet d'une topographie plus accentuée est drainée par deux marigots
orientés Sud-Est et Nord-Ouest.

Géologie :

La structure géologique de la région de Bobo comprend :
- un socle granitique profond (400 m), constitué de granito-gneiss et de roches basiques et
neutres ;
- une série de grés : grés de base, grés de SOTUBA, grés de Bobo ; ils présentent de
nombreuses fissures, failles et diaclases d'ot leur intérét hydrogéologique ;
- la couverture superficielle provenant d'altérations et d' alluvions (bas-fonds) qui contient une
nappe aquifére fluctuante suivant les saisons : sable, argile et latérite.

Hydrogéologie

Jusqu'en 1950 l'alimentation de la vile dépendait des puits creusés dans la couche de
latérite. L'eau de la nappe phréatique se trouve a la base des formations latéritiques argileuses,
au contact des grés primaires altérés.

1a faible capacité de cette nappe locale se traduit par des débits relativement faibles
des puits et souvent ces puits sont a sec a la fin de la saison séche.

3) Données socio-économigques

Occupation du sol

La superficie totale de la ville compte environ 15000 hectares également réparties sur
les deux rives, mais trés inégalement occupée et densifice.
Les quartiers sont nettement différenciés :
- sur la rive gauche du Houet, d'amont en aval : la zone militaire, le quartier industriel,
l'aérodrome, le centre commercial et administratif, et des quartiers trés peuplés
(HAMDALLAYE, MEDINA-COURA, DIARABOUGOU). La voie ferrée n'a pas ét€ un
obstacle a l'extension de la ville a 'Ouest et un nouveau quartier s'est édifié a ACCART-
VILLE.
- sur la rive droite se situent les quartiers KOUNINA, BOLOMAKOTE, la zone des écoles et
résidentielle, plus en aval, les quartiers de KOKO, KOMBOUGOU, TOUNOUMA et
BINDOUGOUSSOU.

Le nombre de parcelles attribuées aux propriétaires par le domaine public en 1994 s éléve a
36105 parcelles. La population est estimée en 1994 a 331000 habitants.

Activités économiques

La position privilégiée de la ville au carrefour de grands axes de communication en
direction de Ouagadougou (Mali, Cote-D'Ivoire) ainsi que les multiples potentialités
climatiques, hydriques, agronomiques et naturelles du sous-sol confére 3 Bobo-Dioulasso et &
sa région, son rble important dans le développement économique du Burkina.

L'activité économique et sociale de ]a ville est induite par les principaux secteurs
suivants :
- agriculture : céréales, produits maraichers, fruits ;
- élevage : marché et abattoir
- commerce ; marchés importants et établissements de commerce ;

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
de BOBO-DIOULASSO '



- industries : mécaniques, chimiques et dérivées, agro-alimentaires, papier, cycles et pi¢ces
détachées ;
- tourisme, artisanat

111 Présentation du centre Muraz

Le centre Muraz, institut de microbiologie et de santé publique tropicales, est le centre
scientifique le plus ancien de I'Organisation de Coordination et de Coopération pour la lutte
contre les Grandes Endémies (0.C.C.G.E.).

Créé en 1939 par Gaston Muraz, il fut rebétisé du nom de son fondateur dés
I'avénement de 1'0.C.C.G.E.) en 1960.

L'0.C.C.G.E. compte huit Etats membres, tous en Afrique de 'Ouest.

Depuis sa création, le centre a mis en ceuvre des programmes de recherche
principalement dans le domaine des maladies parasitaires.

Le centre était constitué de cing unités, I'unité de bactériologie-virologie, 'unité
d'entomologie, l'unité d'épidémiologie et de recherche opérationnelle, I'unité d'immunologie et
de biologie moléculaire, l'unité de parasitologie ainsi qu'un laboratoire d'analyses médicales.

En 1994, le comité scientifique du centre a proposé que la politique du centre soit
réorientée suivant deux thématiques : la thématique paludisme (parasitologie, entomologie et
méthode de lutte) et la thématique SIDA et rétrovirus (immunologie, virologie,
épidémiologie).

A cela s'est ajouté une troisiéme thématique, vaccinologie et recherche-action en santé
publique.
Pour ma part c'est au laboratoire d'analyses médicales que j'al eu a travailler.

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de l'eau de consommation
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Deuxiéme partie:

GENERALITES

| / Caractéres généraux des bactéries

Les bactéries sont des &tres unicellulaires, certains saprophytes (non pathogénes),
d’autres pathogénes pour ’homme et les animaux.

I.1/La cellule bactérienne

Morphologie '
La cellule procaryote, dont fait partie la cellule bactérienne, est de petite taille (environ
10 fois plus petite que la cellule eucaryote).

La taille des bactéries est comprise entre 1 2 10 um. L’aspect morphologique est trés variable.
On distingue 3 aspects principaux :

e certaines bactéries ont une forme arrondie, leur diamétre mesurant environ 1 pm : ce sont
les cocci-microcoques ;

o d’autres bactéries sont plus allongées : ce sont des bacilles ;
enfin, certaines bactéries peuvent étre incurvées en virgule, ce sont les vibrions, ou étirées
et sinueuses, ce sont les spirochétes.

Structure

La cellule bactérienne posséde une structure : elle est obligatoirement composée d’un
cytoplasme renfermant des inclusions et entouré d’une membrane cytoplasmique, d’un
appareil nucléaire(noyau), le tout maintenu par une paroi rigide.

Le cytoplasme est un gel finement granuleux, compos¢ en grande partie d'acide ribonucléique.
Il renferme des inclusions, des enclaves, des pigments. I1 est entouré d'une fine membrane
cytoplasmique.

Au sein du cytoplasme se trouve un appareil nucléaire. I est essentiellement composé d'acide
désoxyribonucléique.

Enfin, la bactérie est délimitée par une paroi ou mur cellulaire; Elle joue un role capital dans
]a vie de la cellule assurant d'abord par sa rigidité le maintien de la forme propre de la
bactérie. Elle permet également les échanges gazeux, liquidiens et nutritifs entre le
cytoplasme et I'extérieur. En outre, elle est le point d'impact des colorants utilisés pour mettre
en évidence la bactérie, et représente le support de certains constituants antigéniques du
microbe.

A coté de ces éléments constants, les bactéries peuvent présenter d'autres formations qui,
elles, sont facultatives:

- 1a capsule vient parfois entourer la paroi, c'est une couche gélatineuse et muqueuse
d'épaisseur variable;

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'sau de consommation
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- les cils ou flagelles sont de fins filaments, flexueux, souvent beaucoup plus long que la
bactérie;

- 1a spore est également un organite facultatif apparaissant dans des conditions défavorables;

- des bactéries peuvent posséder des appendices répartis a leur pourtour, appelés pili.

Propriétés tinctoriales

Pour observer les bactéries au microscope et apprécier leur morphologie, le plus
simple est de les colorer.

Les premiers bactériologistes le comprirent trés vite et constatérent l'aptitude qu'ont les
microbes a fixer les colorants. Les plus utilisés sont des colorants basiques(fuschine, bleu de
méthyléne,...) et des colorants acides(éosine).

Les colorants peuvent étre utilisés isolément(coloration simple} ou plus fréquemment a
deux (coloration double) dont les deux principales sont celle de Gram et celle de Ziehl:

- La méthode de Gram consiste a faire agir sur les bactéries, préalablement fixées sur une
lame, une solution phéniquée de violet de gentiane dont l'action est renforcée par une liqueur
iodo-iodurée, le lugol.

Ainsi traitées, toutes les bactéries se colorent en violet. Dans un second temps, on fait
agir pendant quelques secondes de l'alcool éthylique a 95°.
Certaines bactéries gardent la coloration violette(on les dit Gram négatif), d'autres se
décolorent: pour les observer, on les soumet alors a l'action d'un autre colorant, la fuschine ,
elles apparaitront colorées en rouge(on les dit Gram négatif).
Cette réaction repose sur la structure chimique des bactéries. Elle est fondamentale en
bactériologie.
- La méthode de Ziehl-Neelsen met en évidence I'acido-alcoolo-résistance de certains
microbes.
Les mycobactéries(bacille tuberculeux et de la lépre entre autre)peuvent étre révélées par la
coloration de Ziehl.

Grace a des procédés spéciaux de coloration, on peut faire apparaitre chez les bactéries: leur
appareil nucléaire, les spores, la capsule, les cils, les granulations.

Constitution chimique
Comme toutes les cellules vivantes, les bactéries renferment de 1'eau, des €léments
minéraux et des substances organiques parmi lesquels les enzymes et les pigments.
L'eau représente 80% du poids des bactéries et 15 4 25% représente le poids sec des autres
constituants cellulaires:
composition élémentaire: C(50%);0(20%);N(1 5%);H(10%);P(3.2%);5(1.1%)
métaux = Na, Fe, Ca, Cu, Al...(0.7%)

constituants organiques: protéines(50%); ADN(40%); ARN(10%);sucres(4 a
9%);lipides(10 a 15%);pool métabolique(ATP, ADP, coenzyme ...4%).

Parmi les substances protéiques il faut souligner le role particulier et important des
enzymes. I] agissent comme catalyseurs a dose trés faible des réactions qu'elles
président.

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de l'eau de consommation
de BOBO-DIOULASSO’



Pouvoir antigénique

Les bactéries ont un pouvoir antigénique. Injectées dans un organisme animal ou
humain, elles font apparaitre dans celui-ci des substances nouvelles, hautement spécifiques et
capables de réagir avec elles: les anticorps.

Ce pouvoir antigénique est dil a la présence dans la bactérie de substances chimiques
(protéines, glycoprotéines, ...), ce sont les antigénes bactériens.
Ceux-ci peuvent se rencontrer au niveau des flagelles(antigéne H ou flagellaire), au niveau de
la paroi cellulaire(antigéne O ou somatique), ou a la périphérie(antigéne de surface).

1.2/ Physiologie bactérienne
Les bactéries sont des &tres vivants, et comme tous les étres vivants elles se
développent, respirent et se reproduisent.

Nutrition

Pour se développer, la bactérie doit élaborer sa propre maticre, c'est-a-dire réaliser la
synthése de ses substances organiques.

11 faut pour cela, qu'elle dispose d'une part d'éléments de base, et d'autre part d'une
source d'énergie pour effectuer ses synthéses. Toutes les bactéries ont besoin d'un certain
nombre d'éléments simples: carbone, hydrogéne, oxygene, azote, en grande quantité, soufre et
phosphore 4 taux moindre, des métaux(Na,K,Mn,Fe,Cu,Zn ...) a des concentrations beaucoup
plus faibles.

Encore faut-il une qu'elles disposent d'une source d'énergie.
On établit la classification des types nutritionnels des bactéries:

1°) En fonction de la source d'énergie, on distingue alors:
a) les bactéries phototrophes: I'énergie est fournie par des réactions photochimiques. Il peut
s'agir de:
-photolithotrophes(donneur d'hydrogene minérale)
- ou de photoorganotrophe(donneur d'hydrogéne organique)
b) les bactéries chimiotrophes: leur énergie est fournie par une réaction chimique.
Ce sont:
- soit des chimiolithotrophes(oxydation de substance minérale)
- soit des chimioorganiques(oxydation de substance organique)
2°) En fonction de leur pouvoir de synthese des métabolites essentiels.
On peut les classer en:
a) bactéries autotrophes: elles peuvent utiliser le CO, comme source de carbone
b) bactéries hétérotrophes: elles utilisent des composés organiques comme source de
carbone. Ce sont les plus nombreuses.

Respiration

De méme que chez les autres étres vivants, chez la bactérie la respiration est
génératrice d'énergie, qui servira a effectuer les syntheses et a permettre les mouvements de la
cellule.

Cependant il convient de distinguer deux sortes de respiration. Certains germes se
développent en présence d'oxygéne: ce sont les bactéries aérobies. L'oxygéne capté permet de
détruire complétement les matiéres organiques.

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de l'sau de consommation
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A l'opposé, d'autres germes ne peuvent vivre qu'en l'absence d'oxygeéne, cet éiément
étant a I'état gazeux toxique pour eux. Ce sont les bactéries anaérobies strictes. Elles vont
dégrader les matiéres organiques par fermentation, réactions de décomposition incomplétes
dans lesquelles I'oxygéne n'intervient pas.

Enfin, il existe des bactéries dites aéro-anaérobies facultatifs, qui peuvent selon qu'ils
sont en présence ou en absence d'oxygene utiliser I'un ou I'autre type de respiration.

Reproduction :

comme tous les étres vivants, Jes microbes se reproduisent: tous se multiplient par
scissiparité, c'est-a-dire par division directe.

Cependant, pour certaines espéces, il existe d'autres modes de reproduction: la
sporulation, le cycle L et la reproduction sexuce.

La scissiparité est le mode normale de multiplication des bactéries. A la suite d'un
étranglement une cellule mére donne naissance a deux cellules filles.

Certaines bactéries peuvent se reproduire par sporulation. Placés dans des conditions
défavorables, ces germes vont produire un spore, organisme plus résistant que la forme
végétative dont elle est issue.

Dés que la spore retrouve un milieu favorable & son développement, elle donnera
naissance 3 la bactérie d'origine.

Dans certaines conditions, des microbes peuvent se transformer en un corps globuleux
qui renferment des corpuscules élémentaires de taille plus petite a la bactérie d'origine. C'est a
ce cycle anormal de reproduction que I'on adonné le nom de cycle L.

Enfin, on a pu démontrer qu'il existe une véritable reproduction sexuée des microbes.
Deux cellules se rencontrent, se conjuguent, et donnent des descendants qui possédent les
caractéres génétiques des deux parents: c'est la conjugaison.

1.3/ Les méthodes d'identification

La tiche essentielle du bactériologiste est de reconnaitre et d'identifier les microbes
qu'il peut rencontrer.

Pour y parvenir, il est nécessaire d'obtenir une culture de ces microbes, a partir de
laquelle sera effectué, dans un ordre déterminé, un certain nombre de recherches qui
préciseront les caractéres morphologiques du germe, ses caractéres tinctoriaux, culturaux,
biochimiques, antigéniques, son pouvoir pathogéne éventuel.

Ce n'est qu'aprés ce long cheminement qu'un nom pourta étre donné & ce germe.
L'identification d'une bactérie n'est donc pas obtenue par une simple observation
microscopique, mais a la suite de ces tests, menés de fagon systématique.

C'est un principe fondamental.

A partir d'un échantillon quelconque, une culture est effectuée en ensemengant le
prélévement dans un milieu approprié, incubé & une température favorable.

Généralement, aprés quelques heures ou quelques jours, I'examen de la culture décele
la présence de plusieurs espéces bactériennes. It est alors indispensable de procéder a une
séparation de ces bactéries.

Mémoire de fin d'études : * Evaluation de la qualité bactériologique de I'sau de consommation
de BOBO-DIOULASSO'



10

En effet, I'identification bactériennc ne peut avoir lieu qu'a partir d'une souche diiment
isolée et purifiée. C'est le second principe sur lequel repose l'identification.

Le plus souvent, on procéde a une séparation par épuisement de la semence: une goutte
de la culture polymicrobienne est déposée & la surface d'une boite de Pétri contenant un milieu
nutritif solide, une gélose.

La goutte est étalée sur toute la gélose a la I'aide d'une tige de verre stérile; avec cette
méme baguette de verre, une ou deux autres boites de Pétri seront également ensemencees.

Au fur et & mesure de son contact avec la gélose, la baguette abandonne les bactéries qui
seront de plus en plus espacées les unes des autres.

Tl sera alors trés facile de prélever au fil de platine une seule colonie constituée par des
germes issus d'une méme cellule bactérienne. De cette fagon par repiquage en bouillon ou en
gélose des colonies d'aspects différents, on obtiendra des cultures pures des différentes
espéces présentes dans le mélange initiale.

Un autre procédé consiste  utiliser des milieux sélectifs. 11 s'agit de milieux
renfermant une substance nocive pour certaines espéces bactériennes, mais n'entravant pas le
développement d'autres bactéries.

Dans certain cas enfin, on peut aussi avoir recours au pouvoir pathogene du germe.
Ces deux étapes préliminaires indispensables(mise en culture et séparation) étant faites, il est
alors possible d'entreprendre I'identification de la bactérie.

L'étude des caractéres morphologiques du germe permet de savoir s'il appartient au
groupe des cocci, des bacilles ou des bactéries spiralées, de connaitre également s'il possede
ou non une spore, une capsule, des granulations des cils, en bref d'établir une fiche
signalétique de son aspect extérieur.

La recherche de ses affinités tinctoriales(coloration Gram, Ziehl, ...) compléte cette
enquéte.

Les propriétés culturales vont renseigner sur le mode de vie de la bactérie:

e la température de développement optimum;

e la croissance en anaérobiose ou aérobiose;

e la rapidité plus ou moins grande de reproduction;

e l'aspect de la culture en liquide, ou en milieu solide.

Enfin, I'étude des propriétés biochimiques permet de connaitre I'équipement enzymatique du
germe.

En général, 4 la suite de toutes ces épreuves, il est possible d'attribuer & la bactérie un
nom d'espéce: une seule variété de germe posséde a la fois tous les caracteres
morphologiques, tinctoriaux, culturaux et biochimiques ainsi déterminés.

Cependant, dans certain cas, il existe a l'intérieur d'une méme espéce plusieurs variétés
différentes, chacune d'entre elles étant distinctes des autres par ses seuls caracteres

Mémoire de fin d'études : * Evaluation de la qualité bactériologique de I'sau de consommation
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antigéniques. L'étude de ces antigenes, permetira de porter le diagnostic de type sérologique,
c'est-a-dire de sérotype, au sein de I'espéce envisagee.

Enfin, il peut étre intéressant, et méme indispensable, de rechercher le pouvoir
pathogéne de la bactérie vis-a-vis de différents animaux de laboratoire.

En conclusion, lidentification d'une bactérie ne peut se faire immédiatement par
simple examen au microscope. Elle est au contraire l'aboutissement d'épreuves nombreuses et
variées.

1.4 / Classification des bactéries(taxinomie)

Pour aborder I'étude d'étres vivants présentant une tres grande variété individuelle,
pour les reconnaitre et les identifier, il est indispensable de disposer d'une classification.
C'est ainsi qu'il existe une classification botanique pour les végétaux et zoologique pour les
animaux.

Ces classifications ont été établies en obéissant 4 un certain nombre de critéres: des
caractéres généraux permettent d'abord de délimiter des groupes trés importants, puis au fur et
a mesure que les critéres choisis deviennent de plus en plus précis et de plus en plus
nombreux, des sous-groupes, ordres, familles, sont décrits, allant finalement jusqu'a la notion
d'espéce, terme ultime de la classification.

De la méme fagon, I'établissement d'une classification des bactéries est apparue
indispensable. Une et méme plusieurs classifications ont été proposées. Elles font appel aux
caractéres morphologiques, tinctoriaux, chimiques des bactéries, a leur physiologie, a leur
équipement enzymatique, a leur propriéteés antigéniques, leur pouvoir pathogéne et aussi a des
notions de génétique.

De fagon générale, les bactéries ou schizomycetes sont réparties en division, classe,
ordre, famille, tribu, genre et espece.
Au sein d'une méme espéce, il peut exister des chimiotypes(en fonction des caractéres
biochimiques), des sérotypes(en fonction des propriétés antigéniques) et des lysotypes(en
fonction de l'action sur ces bactéries des bactériophages, c'est-a-dire des virus actifs sur les
bactéries).

II / Bactéries aquatiques-Infections d'origine hydrique

11 .1 / Bactéries aquatiques
Les bactéries rencontrées dans l'eau peuvent avoir trois origines différentes:

* une origine purement aquatique: germes aquicoles, dont le métabolisme est
parfaitement adapté aux conditions de température et aux concentrations en différents
nutriments minéraux ou organiques ;

* une origine terrestre, avec des propriétés d'adaptation ou de résistance qui leur
permettent de survivre , et méme de se développer dans l'eau;

* une origine animale ou humaine: ce sont des germes de contamination, le plus
souvent fécale, parfois thino-pharyngée(baignades et piscines). On parlera de survie de ces
microbes, dans I'eau, et non de multiplication.

Les différents groupes bactériens, décrits ci-dessous, seront hétérogenes dans les
regroupements et on pourra constater des mémes genres dans des groupes différents.

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'ean de consommation
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¢ Les bactéries phototrophes anoxygéniques
Ce sont des bactéries ne libérant pas d'oxygéne moléculaire au cours dela
photosynthése. Ce sont des bactéries 2 Gram négatif, asporulées, de formes variables. Ce sont

microbes anaérobies strictes ou facultatives.

¢ Les bactéries phototrophes oxygéniques

Elles comprennent deux groupes séparés:
= les cyanobactéries, appelées également cyanophycees ou algues bleus
= les prochorales

¢ Les bactéries chimiotrophes

Ce groupe est trés hétérogéne. On y trouve:

= les bactéries oxydant I'hydrogene moléculaire(hydrogenobacter)

= les bactéries nitrifiantes(nitrobacter)

—» les bactéries oxydant les composés réduit du soufre(macromonas)

— les bactéries oxydant et précipitant le fer et/ ou le manganése(thiobacillus)

¢ Les bactéries appendiculées ou bourgeonnantes

Ce sont des germes 2 Gram négatif, le plus souvent aérobies, de morphologie trés variée. Les
pédoncules sont formés de microfibrilles tres fines(2 nm chez Gallionella).

¢ Les myxobactéries

Les particularités des myxobactéries sont les suivantes:
*+ formation de corps fructifiants(essaim de cellule végétative)
= possibilité de déplacement par glissement
* paroi mince et flexible

¢ Les spirochetes

Elles sont représentées par un seul ordre, celui des spirochaetales
¢ Les bactéries & Gram négatif, aérobies ou micro aérophiles
On y trouve:
0 les bactéries spiralées ou incurvées(camphylobacter)
0 les bactéries rectilignes ou sphériques(pseudomonas, legionnella)
¢ Les bactéries a3 Gram négatif, anaérobies facultatives
Elles comportent deux familles de germes aquatiques:

0 Enterobacteriaceae colonise le tube digestif des animaux et de 'homme(klebsiella,
coliformes, escherichia, salmonella, shigella, yersinia)

Mémoire de fin d'études - ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
de BOBO-DIQULASSO'
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0 vibrionaceae: ce sont des batonnets droits ou incurvés, mobiles par flagelles(vibrio
cholerae)
¢ Les bactéries réductrices des sulfates(desulfomonas)

¢ Cocci & Gram positif

~ micrococcus: habite dans I'épiderme des mammiféres

~ staphylococcus: héte de I'épiderme des mammiferes mais aussi des muqueuses et du
tube digestif (staphylocoque)

~ streptococcus enterococcus: parasite de 'homme et des animaux
- Les bactéries a Gram positif, endosporulées

~ bacillus(bacillus anthracis, maladie du charbon)

~ clostridium(clostridium perfringens)

I1 . 2 / Infections d'origine hydrique

II .2.1/ Pouvoir pathogéne

Le pouvoir pathogéne, c'est-a-dire la propriété que posséde certains germes de
provoquer la maladie, est la résultante de l'action d'un micro organisme sur I'hdte et de la
réceptivité de ce dernier.

11 est done difficile d'opposer bactéries pathogénes et non pathogénes.

Par convention on parlera de bactéries pathogénes ou pathogenes spécifiques pour
évoquer le pouvoir, bien connu de certaines especes bactériennes de provoquer des troubles
spécifiques chez I'homme bien portant, et de bactéries pathogénes opportunistes pour celles
qui engendrent des troubles non spécifiques chez un sujet immunodéprimé.

La bactérie pathogéne est celle qui a le pouvoir de s'implanter, de se multiplier chez I'hdte et
de produire des troubles.

Les maladies d'origine hydrique sont des infections, qui sont diies 4 un agent
infectieux, bactérie, virus, ou protozoaire.
Les plus anciennes connues sont la fiévre thyphoide, la dysentérie bacillaire, le choléra.
Aujourd'hui, les infections les plus courantes sont les diarrhées. Elles sont engendrées par des
de trés nombreux micro-organismes.

1I .2.2 / Transmission hydrique

La transmission d'une maladie infectieuse fait intervenir un agent infectieux, un sujet
réceptif, et une voie d'introduction.
Dans le cas des infections d'origine hydrique, les agents responsables qui ont contaminé l'eau
proviennent des individus malades, des porteurs sains, ou des animaux.

Réservoir de germes

L'agent pathogéne peut-&tre porté par I'homme ou I'animal, soit en incubation de
maladie, soit au cours de la maladie, soit pendant la convalescence, soit encore plus
tardivement(porteur chronique).
1l existe surtout des porteurs sains qui éliminent et disséminent autour d'eux ces germes
dangereux, sans faire eux-mémes de troubles.

Mémoire de fin d'études : * Evaluation de la qualité bactériologique de l'eau de consommation
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Dans le cas des maladies hydriques, les agents contaminateurs proviennent
habituellement du tube digestif de 'homme ou de I'animal et sont éliminés principalement par
les matiéres fécales, éventuellement par les urines.

Les individus réceptifs

Pour qu'une maladie se propage dans une population, il est nécessaire qu'une fraction
des individus soit sensible & I'agent infectieux.
L'immunité, c'est-a-dire la protection des individus, résulte des moyens que posseéde
I'organisme, de reconnaitre l'agent infectieux(antigene), puis de répondre 2 l'agression{réponse
immunitaire).

Mode transmission

Les agents pathogénes(parasites, bactéries, virus) véhiculés par l'eau d'alimentation se
transmettent par la voie digestive.
Mais les eaux peuvent provoquer des infections par d'autres voies. Les eaux chaudes
sanitaires, favorisant la multiplication des legionnella, peuvent les disperser dans l'atmosphere
par les robinets.

Doses infectieuses

La présence de bactéries pathogénes dans une eau d'alimentation est toujours
indésirable, mais ne signifie pas obligatoirement que les individus qui absorberont cette eau
contaminée seront infectés ou seront malades.
En effet il faut encore que la dose ingérée soit infectieuse.

II .2.3 / Panorama épidémiologique

Les maladies diarrhéiques demeurent un énorme probléme de santé publique dans les
pays en voie de développement.
Les renseignements fournie par I'0.M.8, dans le cadre des programmes de lutte contre les
maladies diarrhéiques, indiquent qu'un tiers environ de tous les déces d'enfants de moins de 5
ans est di & ces maladies.

Le choléra, qui est la plus grave des maladies diarrhéiques, continue de s'étendre dans
certaines régions, particuliérement en Afrique.
Une enquéte mené par I'O.M.S. en 1980 dans les pays en voie de développement enregistrait
un milliard d’épisodes de diarrhées et, selon une estimation, 5 millions de décés d’enfants
agés de moins de 5 ans.

11 .2.4 / Infections bactériennes

Pour déclencher une infection intestinale aigiie, la bactérie doit coloniser un étage du
tube digestif. Il s’accompagne souvent de la production de substances(toxines).
Nous étudierons, par la suite que les principales infections d’origine hydrique.

Salmonella
Les Salmonella forment un genre a I'intérieur duquel on distingue 5 sous genre, €ux-
mémes répertoriant plus de 2000 sérotypes ayant des noms d’especes.

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
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Les Salmonella peuvent &tre strictement adaptées a un héte ou étre ubiquiste, c’est-a-
dire rencontrées dans un grand nombre d’espéces animales ou encore sans signification
pathogénique.

Les sérotypes adaptés a ’homme sont S. ser. Typhi, S. ser. Paratyphi, S. ser. Sendai,
responsables de la fiévre typhoide; elles ne sont pathogéne que pour I’homme. Parmi les
salmonelloses humaines on distingue:

B les fiévres typhoides et paratyphoides dies & S. ser. Typhi, S. ser. Paratyphi A, B et C, S.
ser. Sendal

W les gastro-entérites aigiles, beaucoup plus fréquentes, dues a un trés grand nombre de
sérotypes

W les septicémies chez les sujets immunodéprimeés

Shigella

Le genre Shigella est divisé en 4 espéces, et chaque espece en sérotypes.
Les Shigella sont pathogénes, uniquement pour I’homme et les primates. Elles sont
responsables de la dysentérie bacillaire et de gastro-entérites et diarrhées, engendrées souvent
par I’eau et les aliments.
Les Shigella sont caractérisées par leur aptitude a coloniser le gros intestin.
La dysentérie bacillaire est endémique dans de nombreux pays en voie de développement.

Escherichia coli

L’espéce Escherichia coli est subdivisée en sérotypes, sur la base des antigénes O, K et
H.
C’est I’héte commun de l'intestin de 1’homme et des animaux. I1 est recherché a ce titre
comme germe témoin d’une contamination fécale dans I’eau et les aliments.

A Dintérieur de I’espéce, on reconnait des pathotypes responsables d’infections
intestinales(gastro-entérites et diarrhées).
Les infections intestinales dues 4 Escherichia coli demeurent endémique dans les pays sous
développés notamment en Afrique.

Yersinia enterocolotica

Le genre Yersinia comprend plusieurs especes dont Y. enterocolotica.
Y. enterocolotica a fait I’objet de classifications sub-spécifiques dont une antigénique,

indispensable du point de vue épidémiologique.

Les gastro-entérites a Y. enterocolotica se caractérisent par des douleurs abdominales,
de la diarrhées, des vomissements et des nausées inconstantes.

Les espéces les plus adaptés & I’éspéce humaine sont exceptionnels dans les eaux de
surface, les eaux d’alimentation, le sol, les végétaux, les animaux, etc et donc rarement
responsables d’épidémies.

Vibrio cholerae

Le genre Vibrio comprend plus de 30 espéces qui toutes sont aquatiques.
L’espéce la plus importante est Vibrio cholerae.

Le choléra est caractérisé par une diarrhée aqueuse qui s’accompagne d’une
déshydratation extréme, d’ou son caractére de gravité en I’absence de traitement de
réhydratation.C’est une maladie des mains sales et des eaux polluées.

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de l'eau de consommation
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Son évolution dans le monde a connu trois grandes périodes, deux d’expansions
entrecoupées d’une période de régression du début du X3 siécle jusqu’aux années 70. De nos
jours il y a une résurgence des cas de choléra, favorisée par la pauvreté et les conflits.

L’ Afrique qui avait été épargné est atteinte au début des années 70, privilégié par le
bas niveau d’hygiéne et la misere.

Camphylobacter jejuni

Dans le genre Camphylobacter, deux espéces tres voisines, C. jejuni et C. coli, sont
responsables de gastro-entérites chez I’homme.Sa fréquence est plus élevée chez les enfants
avant 3 ans, mais le germe peut infecter les adultes de fagon sporadique ou épidémique.

Sous sa forme habituelle, I’entérite & C. jejuni se caractérise par la diarrhée(constante),
des douleurs abdominales(fréquentes), de la fi¢vre(inconstante) et, quelquefois, des
vomissements.

Ce sont des bactéries du tube digestif des volailles, que 1’on retrouve au niveau de la
viande de volaille crue, du lait, de la viande de pore et, éventuellement, des eaux de surface
contaminée.

Legionella

La maladie du légionnaire a été individualisée cliniquement en 1976, 2 la suite de
I’épidémie, survenue & Philadelphie, au cours du 58" congrés de I’ American Legion. IL
s’agit d’une pneumopathie extensive, grave, accompagnée de troubles digestifs(diarrhées,
douleurs abdominales), neurologiques(agitations, hallucinations, ...).

Les Legionella constituent un vaste groupe de bacille a Gram négatif comprenant 35
espéces. La principale, Legionella pneumophila, est responsable de la majorité des cas de
legionelloses.Elles abondent dans les eaux de rivicres, d’étangs, de lacs, etc.

Leur croissance est fortement favorisée par la température, d’ou leur prolifération dans les
réseaux d’eau chaude sanitaire, dans les tours d’aéro-refroidissement, dans les caissons
d’humidification.

Les sites contaminés ne sont dangereux que dans la mesure ot les Legionella peuvent
se multiplier, ce qui n’est pas le cas des réseaux de distribution d’eau potable. De plus la
contamination se propage par voie aérienne et non digestive.

Tableau I: Principales maladies hydriques et leurs agents de transmission

ORGANISMES MALADIES TRANSMISSION SITE ATTEINT
BACTERIES ETIOLOGIE

BACTERIENNE
o Enterobacteriacae voie digestive appareil digestif
- Salmonella typhi (a) Fiévres typhoides et para- " "
paratyphi A et B typhoides " "
-shigellab sysenteriae (a)  Dysenteries bacillaires " "
- Escherichia coli Gastro-entérites et " "
entéropathogéne (a) diarrhées

n n "

- Yersinia enterocolitica (a)
¢ Vibrionaceae

- Vibrion cholerea (a) Choléra

- Aeromonas hydrophila Gastro-entérites et
pathogéne (a) et sp. (b) diarrhées

Mémoire de fin d'études ; ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
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spirilaceae

- Camphylobacter jejuni " voie cutanéo-muqueuse et foie, muqueuses
(a)/coli (a) /ou digestive

o Autres familles

- Leptospira sp.(a) Leptospirose " muqueuses

- Pseudomonas aeruginosa  Surinfections voie cutanéo-muqueuse "

(b)

- Francisella tularensis(a) ~ Tularémie. voie digestive et /fou orale  sang,méninges,
- Staphylococcus aureus(a) Infections localisées voie respiratoire mugueuses,pou
- Listeria Listériose voie digestive et /ou

monocytogenes(a) respiratoire mugqueuses

- Legionella pneumophia(a) Légionellose

- Mycobactérium sp.(b) Mycobactériose

PARASITES ETIOLOGIE VIRALE

. Virus

- virus de I'hépatite A Hépatite infectieuse foie

- Entérovirus

* polio virus
* coxakie virus AetB
* ¢échovirus

- réovirus

- adénovirus
- autres
*  astrovirus

* coronavirus
* calcivirus
* parvovirus(Norwalk)

. Protozoaires
- Giardia lamblia

- Cryptosporidium sp.
- Entamoeba histolitica

. Métazoaires

- helminthes

- Ascaris lumbricoides
(nématode)

- taenia saginata(cestode)

Poliomy¢élite

Infections localisées
Gastro-entérites,méningites
maladies respiratoires,
diarrhées

Pharyngites

Gastro-entérites et
diarrhées

Etiologie parasitaire(autre
que virale)
Gastro-entérites et
diarrhées

"

Dysenterie amibienne

helminthiases

moelle épiniére
cceur, muscles
intestin, méning
appareil digestif
respiratoire
pharynx
appareil digestif

"

Source : JSM N°3 1995 90°™ ANNEE

Mémoire de fin d'études : * Evaluation de la qualité bactériologique de Y'eau de consommation
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Troisiéme partie:

EVALUATION DE LA QUALITE BACTERIOLOGIOQUE DE L'EAU DE
CONSOMMATION A BOBO-DIOULASSO

Dans cette partie, nous abordons ’étude proprement dite du theme. Mais avant tout, il
est nécessaire de savoir en quoi consiste le controle bactériologique.
Nous verrons ensuite les méthodes de prélévement et d’analyse des eaux, spécifiquement au
centre Muraz.
Nous verrons également les procédés de traitement de ’O.N.E.A de Bobo et leurs actions sur
les microorganismes.

La partie centrale du travail est axée sur le traitement des données de 1994-1995-1996.
Nous terminerons sur des recommandations et des suggestions.

I/ Le contrdle bactériologigque

1.1/ Les indicateurs

I’eau destinée a ’alimentation humaine peut contenir des microorganismes
pathogénes. Ce sont des bactéries, des virus, des champignons, des protozoaires, ou des
algues.
Cette eau doit étre potable ¢’est-3-dire incapable de nuire aux consommateurs.
La grande majorité de ces microorganismes nocifs ce propage dans la milieu aquatique, par
1’intermédiaire des souillures fécales humaines ou animales.

La mise en évidence de ces contaminations fécales est la base méme de 1’analyse
bactériologique de 1’eau d’alimentation.
Elle consiste & rechercher et 2 dénombrer certains groupes de bactéries, ou certaines espéces,
les plus représentatives d’une telle contamination et dont la présence ne constitue pas un
risque pour la santé. On les appelle des indicateurs de contamination fécale.

Les tests auxquels sont habituellement soumises les eaux d’alimentation sont:

1- Le dénombrement des bactéries(germes totaux)
2- Le recherche et le dénombrement des Coliformes
3- La recherche et le dénombrement des streptocoques fécaux
4- La recherche et le dénombrement des spores de Clostridium
Un indicateur idéal doit répondre a certaines exigences:
0 épidémiologiques:
Des études épidémiologiques doivent établir la relation qui exige entre un
indicateur, sa nature, son taux, et la probabilité d’apparition d’infections dans une

population .
¢ écologiques:

Mémoire de fin d'études : * Evaluation de la qualité bactériologique de V'eau de consommation
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Un bon indicateur doit étre spécifique d’une contamination fécale, ¢’est-a-dire
constamment rencontré dans les fécés d’animaux & sang chaud, et toujours absent de
I’environnement pollué. 11 doit coexister avec les germes pathogénes . Son taux doit
&tre élevé dans les matiéres fécales. I sera isolé dans I’eau lorsque les pathogénes sont
présents et, mieux précéder leur apparition; il doit étre présent en plus grand nombre
que les pathogénes.

0 bactériologiques:

L‘indicateur doit étre plus résistant aux agents désinfectants que les
pathogénes et incapable de se multiplier dans ean.
{ taxonomiques:

L’indicateur doit étre parfaitement reconnu et classé en tant qu’espece.
¢ technique:

Un bon indicateur doit étre facile a détecter, rapidement et au moindre colt.

Les indicateurs de bactéries couramment utilisés sont:
e les coliformes: ce sont des bacilles & Gram négatifs, non sporulés oxydase, aérobies ou
anaérobies facultatifs.

o les streptocoques fécaux: ce sont des bactéries cocci a Gram positif groupées en chainette,
aéro-anaérobies facultatifs.

e les bactéries anaérobies sulfito-réductrices, clostridium: ce sont des bactéries a gram
positif, sporulées, anaérobies stricts.

1.2/ Dénombrement des microorganismes aérobies mésophiles revivifiables (germes
totaux)

Le dénombrement des microorganismes aérobies s'effectue par comptage des colonies,
aprés inoculation d'une quantité définie de I'échantillon, dans un milieu de culture gélosé ou a
la surface de ce milieu.

On a coutume de distinguer deux catégories fondamentales sur le plan de I'hygiéne: les
germes saprophytes ( non pathogénes), qui s développent & 22°C, et les germes dites
"pathogénes" qui se développent a 37°C.

Cette distinction découle du fait qu'a 22°C on favorise le développement des germes
spécifiques de 'eau, et qu'a 37°C (temperature du corps humain), on sélectionne les
microorganismes provenant de 'homme ou des animaux a sang chaud et de leurs sécrétions.

Il ne s'agit donc pas de germes pathogenes proprement dits, mais plus exactement de
bactéries hébergées par 'homme ou I'animal. Cette spécificité des germes, vis-a-vis de I'cau,
ou vis-a-vis de I'homme, est plus ou moins stricte. De nombreux germes, considérés
généralement comme des saprophytes, sont capables de se développer 4 37°C et plus.

La signification du nombre de bactéries dans un échantillon doit étre interpréter différemment,
selon qu'il s'agit d'une eau de captage, d'une eau distribution, d'une eau en cours de traitement,

ou encore d'une eau minérale.

I .3/ Les indicateurs bactériens: leur usage et leurs limites

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
de BOBO-DIOULASSO'
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Le contrdle bactériologique, basé sur la recherche des indicateurs de contamination
fécale, a été le complément indispensable des traitements qui ont permis de détruire les agents
infectieux et d'éradiquer les infections. .

La connaissance bactériologique portant sur les deux principaux groupes d'indicateurs,
coliformes et streptocoques fécaux, ont considérablement progressé. Il importe d'en adapter
'usage.

Les épidémies ont changer de visage; les indicateurs bactériens sont mieux connus et
malgré certaines insuffisances ils continuent & étre utilisés, alors que le panorama
épidémiologique a changé.

Le meilleur indicateur de risque est I'agent de désinfection, le plus souvent un produit
chloré.

Les indicateurs bactériens usuels sont représentatifs des agents infectieux traditionnels
(Salmonella, Shigella, Vibrio) et, en tant que tels, leur usage doit étre poursuivi.

Ils ne sont pas habitués a la situation actuelle ou les infections virales semblent
privilégiés. Ils ont une sensibilité beaucoup plus grande que les pathogénes (virus ou
protozoaires), qu'ils sont censés représenter. Ce ne sont donc pas de bon indicateurs de
traitement pour les virus ou les protozoaires.

11 reste ainsi & promouvoir de nouveaux indicateurs plus adaptés, en particulier au
contaminations virales.

On distingue le contrdle préventif et le contrdle rétrospectif

0 le contrdle préventif, c'est le cas le plus général, c'est la mesure du taux de chlore

libre. Elle est la seule 2 permettre de prévenir le risque puisqu'on peut connaitre ce
taux en temps réel.

0 le contrdle rétrospectif, c'est la surveillance bactériologique. Il ne peut étre préventif

car il est trop tardif pour permettre d'intervenir et d'éviter les risques.

Les consommateurs ont déja absorbé I'eau polluée et dangereuse lorsque la

contamination est connue. Cependant, il a un double intéréts; 11 permet, d'une part, de

confronter les données de I'analyse avec celles du terrain. D'autre part, lorsqu'il révele
une anomalie, il peut étre le point de départ d'une enquéte épidémiologique.

Deux types principaux de difficultés peuvent étre rencontrées, au cours du contrdle
bactériologique:

(1) La premiére et la plus importante est de savoir si le controle
bactériologique, tel qu'il est mis en pratique actuellement dans la monde entier, garantit
I'absence de risque infectieux pour le consommateur, ou le risque minimum.

(2) A l'opposé de ce type de situation, il est possible que le controle surestime
un risque a travers les résultats de I'analyse.

Dans tous les cas, la confrontation des données du laboratoire et de celles obtenues sur
le tetrain est essentielle. Le contrdle bactériologique ne saurait €tre un acte isolé. 1l ne pourra
s'exercer, avec le minimum d'efficacité, que par I'interprétation des informations biologiques
(laboratoire) et technologiques (terrain) avec une collaboration étroite entre biologistes et
ingénieurs techniciens.

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
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1.4/ Réglementations sur la qualité de I'eau: Normes
La nature et la complexité des traitements de potabilisation de I'eau dépendront de la
qualité de la ressource; Cette qualité est évaluée au moyen des critéres chimiques et
bactériologiques, et fait I'objet de normes ou de recommandations dans de nombreux pays.
En l'absence de réglementation dans le contexte africain en général, les décrets de la
CEE et/ou de I'OMS font état de directives applicables, a savoir:

— l'exigence fondamentale de la qualité: absence de tout microorganisme pathogene.
— en raison de la présence de certains microorganismes d'origine non fécale, il est nécessaire

de compléter cette régle par des examens complémentaires en tenant compte des réalités du
milieu.

Tableau II : Normes frangaises, européennes, ameéricaines, et de I'OMS

PARAMETRES UNITE OMS CEE FRANCE USA
MICROBIOLOGIQUES
NG CMA NG CMA NG CMA NG CMA

e Germes indicateurs
- coliformes totaux u/100ml  |[0® - | 0® | 0® |- 0@
- coliformes " 0 - - 0 - 0 - 0
thermotolérants
- streptocoques fécaux " - - - 0 - 0 - -
- spores de bactéries u/100mi |- - - 1 - 1 * -
flore hétérotrophe - -
aérobie :
*37°C /24h u /100ml 10 - b |- -
*22°C /72h " - - 100 - b) |- *
e Germes pathogénes [u/100ml |- - absence
- salmonelles (c) - |absence O |- -
- staphylocoques - - (c) - 0 |- -
- entérovirus u /ml - - (c) - |- 0 |- -
- bactériophages fécaux |u/ml - - (c) - | 0 |- -

(a) _absence dans au moins 95% des échantillons

(b) _valeurs de référence : Eau désinfectées: sortie de station 2(37°C) et 20(22°C) u/ml

- Eau distribuées : 10(37°C) et 100(22°C) w/ml
(c) . 4 rechercher pour compléter I'examen microbiologique d'une eau. De plus, il est

précisé que les eaux ne devraient pas contenir d'organismes parasites, d'algues, ni d'autres animacules

NG . niveau guide
CMA . concentration maximale admissible

Source : JSM N°3 1995 90*" ANNEE

Meémoire de fin d'études ; ' Evaluation de la qualité bactériologique de l'eau de consommation
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Tableau I1I :Critéres de qualité des eaux brutes destinées & la production d'eau alimentaire

Echantillonage pour les Coliformes Coliformes Streptocoques D Salmonella
populations desservies totaux fécaux
/100ml /100ml /100ml

>10000 >30000  >100000
<=30000 <=100000

Al 1 2 3 50 20 20 0/5L
A2 2 4 8 5000 2000 1000 0/1L
A3 3 6 12 50000 20000 10000

A1, A2, A3 : Procédés de traitements types permettant la transformation des eaux superficielles en eau
alimentaire

Al : Traitement physique simple et désinfection ; par exemple, filtration rapide et désinfection

A2 : Traitement normal physique, chimique et désinfection ; par exemple, pré chloration, coagulation,
floculation, décantation, filtration et désinfection(chloration finale)

A3 : Traitement physique et chimique poussé d'affinage et de désinfection ; par exemple chloration au
break point , coagulation, floculation, décantation, filtration, affinage(charbon actif) et désinfection(ozon
chloration finale)

Source : JSM N°3 1995 90°™ ANNEE, valeur guide CEE.

II / Procédés de traitements de I'O.N.E.A de Bobo, Action sur les microorganismes

I1. 1 / Procédés de traitement

La ressource servant 4 ’approvisionnement en eau de la vilie de Bobo se fait a partir
de sources d’eau pérennes qui constituent le plafond du Houet a Nasso, situé & 17Km de
Bobo.

Le débit est de 1330m’/h et la profondeur captée de 3.80m et une prise d’appoint
exploitée, pendant 2 mois avec un débit de 550 m’/h.
La station de traitement comprend:

0 une unité de traitement de dégazage du gaz carbonique (CO,) constituée d’un
anneau de Rashig. L’eau sous pression est déversée sur I’anneau .

0 une unité de neutralisation a la chaux: saturateur d’eau de chaux + pompes
doseuses. Ce traitement a pour objectif de relever le PH de I’eau qui est
agressive(PH=5 a 5.5).

0 une unité de chloration : on prépare et on injecte du Ca(Cl0), (hypochlorite de
calcium) pour la désinfection et le pouvoir rémanent; dosage: 5.4 g/l.

11 s'agit d’un traitement de niveau A (normes européennes):traitement physique
simple(dégazage) + neutralisation + désinfection.
Procédés de traitement a Nasso

EAU BRUTE }—| DEGAZAGE |— NEUTRALISATION CHLORATION

(CO,) (CHAUX) (CA(CLO),)

EAU TRAITEE

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
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II .2 / Action sur les micro organismes

Nous allons nous intéresser dans ce paragraphe uniquement a l’action des
oxydants(chlore et ses dérivés).Le dégazage et la neutralisation a la chaux bien qu’ayant des
effets sur les micro organismes sont d’une part minimes par rapport a la désinfection, d’autre
part méconnus.

Les oxydants sont utilisés, en téte et en cours de traitement ,pour améliorer la
biodégradabilité de certaines molécules organiques, pour éliminer certains micro-polluants, et
comme barriére désinfectante.

En fin de traitement, ils servent au maintien de la qualité micro-biologique dans le
réseau de distribution. '

Dans le cas de la station de Nasso, qui alimente Bobo, il s’agit d’une chloration finale
qui joue un double réle : désinfection et pouvoir rémanent (maintien de la qualité dans le
réseau).

Le but exclusif des oxydants, au départ, a été de détruire ou d’inactiver les micro
organismes et, parmi eux, |’attention était particuliérement fixées sur les bactéries. A 1’époque
on ne parlait pas d’oxydants mais de désinfectants ou de stérilisants.

C’est au début des années cinquante ,que leur réle dans 1’oxydation des matiéres
réductrices contenues dans 1’eau(matiéres minérales et surtout organiques), a été reconnu et
utilisé, parallélement & leurs propriétés désinfectantes.

Mode d’action des oxydants
Le mode d’action des oxydants sur les micro organismes est relativement mal connu

,car le nombre de variables interférentes est trop important.
I} dépend principalement : ;
0 de la nature de la cible : virus ,bactéries ,protozoaires

¢ de la concentration en oxydant et du temps de contact
¢ des conditions expérimentales(PH, force ionique).

Deux oxydants ont une action différente de celles des autres :

*]’ozone est le seul oxydant capable, aux doses utilisés en désinfection des eaux, de
modifier la structure chimique des lipides, et donc d’altérer 1’enveloppe des virus.

*le rayonnement ultraviolet, pour lequel la cible est toujours 1’acide nucléique, quels
que soient les micro-organismes en présence, ou les doses utilisées.

Par la suite, nous ne nous intéresseront qu’aux mécanismes d’inactivation des
bactéries.
Les sites d’action des désinfectants vis-a-vis des bactéries sont de 3 ordres :

0 la membrane cytoplasmique :elle est la cible privilégiée des désinfections &
concentration faible ou modérée. 11 en résulte une augmentation de la perméabilité
cellulaire.

0 les enzymes intervenants dans le cycle respiratoire , ceux-ci étant étroitement liés &
la membrane; ainsi que ceux intervenant dans la synthése protéique.

0 les acides nucléiques(ARN, ADN)

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'sau de consommation
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On peut y ajouter les adhésines, responsable de la fixation des bactéries et du pouvoir
pathogéne.
Les oxydants couramment utilisés dans la désinfection de 1’eau sont de deux types :
o les oxydants chlorés : le chlore et ses dérivés, la monochloramine , et le dioxyde de chlore.

¢ 'ozone.

Les rayonnements ultraviolets ne font pas parties des oxydants mais ils ont un pouvoir
germicide, donc désinfectant ,et sont également utilisés.
Nous n’étudierons que le chlore et ses dérivés(acide hypochloreux , hypochlorite) :cas de la
station de Nasso.

Le chlore est de nos jours, le plus employé de tous les oxydants utilisés en
désinfection. La modicité de son cofit, sa simplicité d "emploi, surtout dans les petites
installations, et sa rémanence dans les réseaux de distribution, sont les arguments principaux
en faveur de son utilisation.

Ia station de Nasso utilise 1 *hypochlorite de calcium en solution( eau de J avel). Les
réactions du chlore dans ’eau sont les suivantes :

Cl, + H,0<=>HCIO + CI'+ H" (dissolution chlore moléculaire)

acide ion chlorure
hypochloreux

HCIO <=> ClO" + H " (dissociation de 1 *acide hypochloreux, acide faible )

réaction de formation d’eau de Javel, en milieu trés alcalin :
CI2+20QH-<=> ClO+CI +H,0

La proportion de HCIO et C1O" sont fonction du PH et de la température.

Dans une eau chlorée, contenant des matiéres organiques, comme c’est le cas pour
toutes les eaux d’alimentations, méme d’origine souterraine, le chlore se trouve a la fois sous
forme de chlore libre et de chlore combine.

D’autre part, le chlore libre sera toujours un melange d’acide hypochloreux et
d’hypochlorite, aux PH rencontrés dans les eaux d’alimentation.

L’0O.M.S recommande un résiduel de chlore libre de 0.1 2 0.2 mg/l.

111/ Méthodes de prélévement et d'analyses de I'eau : CAS DU CENTRE MURAZ

Depuis 2 ans un contrat de surveillance de la qualité de I’eau lie I’Office National de
’Eau et de 1’ Assainissement(ONEA) de Bobo et le centre Muraz.

Dans le cadre de ce contrat ,deux fois par mois, un technicien du centre et un
technicien de 'ONEA font des prélévements au niveau de 6 bornes fontaines(3 bornes fixes
et 3 bornes mobiles) et un prélévement au niveau de la source a Nasso (eau brute).

Dans ce paragraphe, nous aborderons spécifiquement les méthodes employées au
centre Muraz, concernant les méthodes générales se reporter a I’annexe.

Mémoire de fin d'études : * Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
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III . 1/ Prélévement et transport des échantillons

Le prélévement est important et délicat, car c’est de lui que dépendra 1’obtention d’un
bon résultat.

L’eau est prélevée dans des flacons de 500 ml, préalablement stérilisés. On enléve les tuyaux
adaptés au robinet.

On utilise un braleur & gaz qui sert A stériliser le milieu .Pour cela on soumet le
robinet, ot s’effectue le prélévement ,pendant une minute environ au feu et on fait de méme
pour le goulot du flacon.

Ensuite on garde la flamme & proximité du robinet. On ouvre ce dernier et on laisse
couler I’eau avant de prélever. On flambe une derniére fois le goulot du flacon et 'on
rebouche celui-ci avec du coton.

Le transport se fait en voiture dans un caisson en bois, compartimenté en 8 parties et
tapissé de coton pour amortir les chocs. Chaque compartiment contient un flacon.

I11.2 Analyse de I'eau
Au centre 1‘analyse des échantillons se fait immédiatement apres le prélévement. Donc
il n‘y a pas de problémes de conservation.
Le matériel'utilisé comprend :
0 des appareils pour la stérilisation :étuve et autoclave
des étuves réglées a 37° ;44°c ; 22°%
un bec bunsen, butane
du matériel de filtration : d’un dispositif de filtration (voir méthode par filtration sur
membrane), une pompe a vide (compresseur/aspirateur) et des membranes en
cellulose stérilisées & 0.45um de porosité.
une pince brucelles en acier chromé
les flacons de prélévement en verre pyrex de capacité égale 4 500ml
des boites de pétri a usage unique(plastique) de diamétre extérieur S5mm
un appareil de comptage des colonies.

< O O

OO OO

Tl existe plusieurs méthodes de recherche et de dénombrement des indicateurs :
filtration sur membrane, étalement, incorporation en gélose, dilution en milieu liquide. Les
critéres de choix d’une technique dépendent de plusieurs facteurs.

Dans notre cas il s’agit de la filtration sur membrane. Elle convient aux eaux trés peu
chargées en matiéres particulaires, comme les eaux potables.

Principe de la méthode

e filtration d’un volume donné d’un échantillon sur une membrane de cellulose stérile de
0.45pm de porosité :100ml (coliformes totaux et thermotolérants , streptocoques) et 20ml
(clostridium)

e dépdt de la membrane sur un milieu gélose sélectif(milieu de Slanetz et Bartley)
incubation aux température et temps convenables

e dénombrement des unités formant colonies (UFC) dans le volume de référence choisi.

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
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Aprés incubation, les boites de pétri sont examinées immédiatement. On compte les
colonies(UFC) en fonction des organismes recherchés sur milieux sélectifs ou non a ’aide
d’un compteur de colonies. _

Les indicateurs recherchés dans les eaux au niveau du centre sont les germes totaux,
les coliformes, les streptocoques et les clostridium suifito-réducteurs.

+ Coliformes.

On filtre 100ml d’échantillon sur une membrane stérile de porosité 0.45um et on
dépose cette derniére sur milieu gélosé sélectif. On incube pendant 24h & I’étuve réglée a
37°C pour la recherche de coliformes totaux et 4 44°C pour la recherche de coliformes
thermotolérants.

On fait un comptage direct des colonies caractéristiques et on exprime les résultats en
unités formant colonies (UFC) par 100ml d’échantillon analyse.

On différencie les coliformes généralement par le testd * LM.V.i.C

Réactions I M v i C Mobilité
(désuet)
Espéces
Escherichia coli + + - - +
Kliebsiella - - + + -
pneumoniae :
Enterobacte - - + + +
r
Citrobacter - + - + +

Le milieu de culture est le gélose lacté au TTC( Chiorure de triphényl-2,3,5
tétrazolium) et au tergitol-7(heptadécylsulfate de sodium).

Interprétation

COLONIES MICROORGANISME
AVEC TTC
* Jaune avec halo jaune E. coli
* Rouges, éventuellement avec halo jaune bleudtre Coliformes sans E. coli
* rougedtres avec halo bleuitre | Germes lactose négatifs
* Incolore Monilia(levures) et autres
SANS TTC
* Jaune, avec halo jaune E. coli

Mémoire de fin d'études ; * Evaluation de la qualité bactériologique de l'eau de consommation
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* Jaune-verdatre, grandes, visqueuses Enterobacter, Klebsiella

* Bleues Germes lactose-négatifs

& Streptocoques fécaux(du groupe D)

On filtre 100ml d’échantillon sur une membrane en cellulose, de porosité 0.45um
stérilisé et on le dépose sur un milieu sélectif gélosé contenant de I’azide de sodium et du
TTC. On laisse ensuite incuber pendant 48h a I’étuve réglée a 37°C.

On dénombre toutes les colonies caractéristiques de streptocoques fécaux(colonies de
couleur rouge, marron ou rose). On repique des colonies typiques sur milieu confirmatif
(milieu de Litsky) 4 37°C durant 24h a 48h. On dénombre comme SF(streptocoques fécaux)
du groupe D des colonies donnant lieu a un trouble.

On exprime les résultats en UFC par 100mi d’échantillon analysé.

¢ Clostridium sulfito-réducteurs

On filtre 20 ml d’échantillon sur membrane stérilisé. On dépose la membrane sur
milieu gélosé contenant du sulfite de sodium et des sels de fer.

On incube dans des conditions d’anaérobiose en mettant les boites de pétri dans des
sachets en plastique fermant hermétiquement pendant 24 h a 37°C.
On décompte les colonies noires, entourées d’un halo noir, considérées comme provenant
d’une spore de clostridium sulfito-réducteurs.

On exprime les résultats en nombre de colonies observées par 100m! d’échantillon.

¢ Germes totaux (germes aérobies mésophiles revivifiables)

Ce ne sont pas des indicateurs bactériens. Le dénombrement de ces germes est une
technique empirique pour la détermination de la densité bactérienne, sans tenir compte de
1*origine(bactéries, levures, moisissures) se développant sur un milieu ordinaire non sélectif
mais nutritif.

11 est utilisé comme indicateur de pollution. On pratique cet examen surtout pour vérifier la
qualité d’une eau potable( eau de consommation).

On filtre 100m! d’échantillon sur une membrane stérilisée de porosité 0.45um.

On fait deux incubations, une a 37°C en 24h et une autre 4 22°C en 72h.

On dénombre les colonies et on exprime les résultats des pour 100ml d’échantillon . Les
résultats sont ensuite envoyés a “ONEA(un exemplaire en annexe)

IV / Résultats, interprétations et commentaires des analyses de 1994, 1995, 1996

Comme nous l'avons indiqué antérieurement, il existe un contrat de surveillance de la
qualité de 1'eau entre 'O.N.E.A. de Bobo et le centre Muraz.
Ainsi deux fois par mois des prélévements sont faits.

L'échantillonage se fait ainsi :

e trois bornes fontaines fixes (BF 11 CENTRE-VILLE, BF route de BANFORA, réservoir
de BOLMAKOTE;

s trois bornes mobiles ;

e un prélévement au niveau de la source de Nasso (cau brute).

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de Y'eau de consommation
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Le choix des bornes fixes a été fait par I'O.N.E.A. Les bornes mobiles quant & eux sont
choisis de maniére aléatoire par le technicien de 'O.N.E.A au moment des prélévements.

Durant les trois derniéres années (1994, 1995, 1996) 505 prélévements ont été effectué
dont 72 au niveau de la soutce a Nasso et 433 au niveau des bornes fontaines et du réservoir
principal de la ville (BOLOMAKOTE).

Le choix des bornes fontaines comme lieu de prélévement se base sur le fait qu'elles
constituent le lieu principal d'approvisionnement de nombreuses familles, parfois de tout un
quartier (zone péri-urbaine).

On compte 200 bornes fontaines environ pour toute la ville.

Les points fixes de prélévement sont choisis en des endroits dits a risques du réseau de
distribution (points bas du réseau, cul-de-sac, points les plus éloignés de la station de
traitement, ...) .

On estime que les autres points de branchement du réseau auront une eau de qualité au
minimum égale A ces points a risques.

L'analyse des échantillons se fait immédiatement apres les prélévements.

Les résultats sont ensuite envoyés 2 '0.N.E.A., un exemplaire de fiche de résultats se trouve
€n annexe.
Les normes utilisées par le centre sont celles de 'O.M.S. :

Normes (eaux de distribution)

e dénombrement des germes totaux : - 4 37°C 10/ml
-322°C 100/ml

e dénombrement des Coliformes fécaux 0/ml

e dénombrement des Streptocoques fécaux 0/ml

e dénombrement des anaérobies sulfito-réducteurs(clostridium) 0/mi

Les conclusions sont édictées par les régles suivantes :

e Eau de bonne qualité bactériologique :présence de germes totaux mais ne dépassant pas la
norme(<10/ml a 37°C et <100/ml 4 22°C)

e FEau de trés bonne qualité bactériologique : absence des microorganismes sus-mentionnés ;
e Eau de qualité bactériologique acceptable : dénombrement de germes un au moins dépasse
ou est égal a la norme(soit & 37°C soit & 22°C) mais sans Coliformes ni Streptocoques ni

Clostridium ;

e Présence de germes potentiellement : pseudomonas aeruginosa, clostridium, proteus, ...

e Présence de germes témoins d'une contamination fécale : klebsiella, entérobacter,
escherichia coli, citrobacter

Pour les deux derniéres conclusions il est mentionné :"Eau nécessitant un traitement avant
consommation.

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de 'eau de consommation
de BOBO-DIOULASSO'
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Pour le traitement des données nous avons utilisé le logiciel EPI6 qui est un logiciel de
traitement statistique.
Pour cela on a adopté le code suivant :
¢ Concll :
- ETBQB= Eau de trés bonne qualité bactériologique ;
- EBQB= Eau de bonne qualité bactériologique ;
- EQBA= Eau de qualité bactériologique acceptable ;
- PP= présence de germes potentiellement pathogene ;
- TCF= présence de germes témoins d'une contamination fécale ;
- TCFPP= présence de germes témoins d'une contamination fécale et de germes
potentiellement pathogenes.
¢ Concl2 :
- Identification des germes (klebsiella, clostridium, ...) pour les conclusions PP, TCF,
TCFPP.

¢ Eau brute

Bien que I'étude porte sur l'eau de consommation nous avons jugé utile de voir la
qualité de l'eau brute (sources) car elle influe sur la qualité de l'eau traitée.

+ Répartition de la qualité de l'cau durant les trois dernicres années(94, 95, 96)

SITE ETBQB |EBQB EQBA PP TCF TCFPP |TOTAL
SOURCE 9 12 6 4 29 12 72
NASSO 12.5% 16.7% 8.3% 5.6% 40.3% 16.7% 100%

On a 37.4% des prélévements qui ne contiennent pas de germes témoins d'une contamination
fécale ni de germes potentiellement pathogénes (EBQB, EQBA, ETBQB). Ce qui est un bon
résultat pour une eau brute.

* Répartition annuelle de la qualité de I'eau en 1994, 1995, 1996

ANNEE |ETBQB |EBGB |EQBA  [PP TCF TCFPP
1994 9 2| 0 3 5 3
1995 0 6 4 1 11 2
1996 0 4 2 0 13 7

TOTAL 9 2 6 4 29 12

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'sau de consommation
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On remarque une dégradation de la qualit¢ bactériologique de I'eau au cours des trois
derniéres années. Ceci traduit une pollution de plus en plus marquée de la nappe phréatique.

¢ Eau de consommation

L'analyse porte sur les bornes fontaines(BF) et le réservoir du réseau de distribution.

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
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ANNEE |ETBQB |EBQB EQBA PP TCF TCFPP
1994 75 53 3 0 1 0
1995 43 78| 12 2 20 0
1996 87 60 0 0 7 2
—

Répartition annuelle de la qualité de l'eau

durant les 3 derniéres années
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Répartition mensuelle de la qualité de l'eau des bornes fontaines fixes pour les 3 dernieres
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MOIS ETBQB |EBQB EQBA PP TCF TCFPP
1 2 7 0 0 1 0
2 7 9 0 0 0 0
3 7 8 0 0 1 1
4 6 10 0 0 2 0
5 7 10 1 0 0 0
6 5 12 1 0 0 0
7 15 5 0 0 1 0
8 9 6 1 0 0 0
9 8 7 1 0 0 0
10 7 3 2 0 0 3
11 10 6 0 0 2 0
12 10 6 0 0 3 0

On remarque que la qualité de I'eau de maniére générale , mis a part en 1994 o1 on a trouvé
des germes potentiellement pathogénes & certains points d'eau, respecte les normes.

On peut dire que l'eau est de bonne qualité et & sensiblement la méme qualité au cours de

I'année. Les figures ci-aprés nous en donne l'illustration.

répartition de la qualité de l'eau au
mois de janvier en 1994, 1995, 1996

PP TCF TCFFPP -
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ETBQB m EQBA
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Répartition de la qualité de I'eau au
mois de février en 1994,1995,1996
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Répartition de 1a qualité de I'eau
au mois de mars en

1994,1995,1996
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Répartition de 1a qualité de l'eau au
mois d'avril en 1994,1995,1996
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Répartition de la qualité de l'eau au mois
de mal en 1994,1995,1996

Répartition de la qualité de I'eau au mois
de juillet en 1994,1995,1996
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Répartition de la qualité de I'eau au
mois d'aoit en 1994,1995,1996
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Répartition de la qualité de I'eau au mois
de septembre en 1994,1995,1996

a
w o .o
o £
Qw e )
8 = O © mEBQB |
EQBA
EBQB WEQB
449,  |OETBQB
ETBQEB BPP

50%

ETCF
EQBA 'BTCFPP

6%

Répartition de la qualité de l'eau au
mois d'octobre en 1994,1995,1996
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Répartition de la qualité de I'eau au
mois de novembre en 1994,1995,1996
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Répartition de la qualité de {'eau au
mois de décembre en 1994,1995,1996
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Répartition spatiale de la qualité de I'eau

La ville de Bobo a été découpée en 25 secteurs. Un secteur regroupe un ou plusieurs
quartiers. Ne disposant pas de la carte du réseau de distribution, nous n'avons pas pu établir de
carte.

Répartition par secteur de la qualité bactériologique de l'eau

SECTEUR |ETBQB |EBQB  |EQBA  [PP TCF __ |TCFPP | TOTAL
I 10 5 0 1 0 0 17
10 4 6 1 0 0 0 11
11 46 32 2 0 0 0 86
12 10 4 0 0 0 0 14
14 0 4 0 0 0 0 5
15 7 7 0 0 0 0 14
16 4 2 1 0 0 0 8
17 16 13 3 0 1 1 37
2 3 13 0 0 0 0 16
20 34 35 0 0 1 1 77
21 12 7 0 1 0 0 21
22 2 2 0 0 0 0 4
23 0 1 0 0 0 0 1
24 0 1 0 0 0 0 1
25 1 2 0 0 0 0 3
4 12 8 0 0 0 0 20
5 0 1 0 0 0 0 2
6 38 35 4 0 0 0 81
8 1 6 0 0 0 0 8
9 5 1 0 0 0 0 7
TOTAL 205 185 11 2 28 2 433

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
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Les secteurs 11, 17, 6 ot le nombre de prélévements est élevé abritent les trois bornes
fontaines fixes(BF 11, BF route de BANFORA, réservoir de BOLOMAKOTE). La qualité de
l'eau est proportionnellement la méme quelque soit le secteur.

Lors des prélévements parallélement le technicien de 'ONEA fait la mesure du PH de
I'eau et celle du taux de chlore libre résiduel. Malheureusement on ne nous a pas fournit ces
informations.

Cela nous aurait permis de faire une corrélation entre taux de chlore libre et pollution
bactérienne. Néanmoins une étude a été faite par un éléve de I'E.IE.R en 1990 pour la ville de
Ouagadougou(cf annexes). Il en ressort que les lieux de pollution bactérienne €levée sont ceux
qui ont un taux de chlore résiduel libre faible.

V/ Recommandation pour le maintien de la qualité dans le réseau

La qualité bactériologique de l'eau traitée a tendance a se modifier au cours de sont
transfert entre la sortie de 1°usine de traitement et le robinet du consommateur. D’un point de
vue biologique, I’eau traitée est loin d’étre stérile, et ce malgre la présence d’oxydant (chlore).
Nous allons aborder quelques causes d‘une éventuelle détérioration de la qualité de I’eau,
durant son stockage et son transfert, et les remédes 4 apporter.

e Le biofilm: I’adhésion des bactéries et la formation de biofilms est un phénoméne général
sur les parois des réservoirs et des conduites du réseau de distribution, les bactéries
contenues dans 1’eau traitée ont tendance a se fixer.

11 est impossible d‘espérer des canalisations sans biofilm. En effet, les bactéries oligotrophes

sont capables de proliférer en présence de traces tres faible de matiéres organiques, par

utilisation de CO, et de carbonates, toujours présents dans |’eau.

L’un des inconvénients du biofilm est la consommation du chlore. I.’autre est la
dégradation de la qualité microbienne de I'eau traitée. Il y aura une reviviscence des micro-
organismes.

Des coliformes ont été retrouvés dans les biofilms, et dans les tubercules de corrosion
des canalisations, lors d'une étude menée aux U.S.A. Ce phénoméne pose le probléme de la
validité de ces organismes comme indicateurs de pollution fécale ou d'insuffisance de
traitement.

L'élimination du biofilm se fait soit par injection massive d'oxydant soit par des
actions hydrauliques ou mécaniques ; mais l'efficacité de tous ces moyens demeurent trés
limitée.

e Les nids microbiens:

C'est un point singulier d'un réseau, d'adduction ou de distribution, caractérisé par une
stagnation de l'eau , et ol s'accumulent des dépdts solides, floconneux ou non, mais non
solidaires de la paroi des conduites, a la différence du biofilm. Ces dépbts sont un refuge pour
des bactéries et des micro-organismes.

Les nuisances provoquées par les nids microbiens sont beaucoup plus intenses que
celles résultant du biofilm, mais plus localisées.

Meémoire de fin d'études : * Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
de BOBO-DIOULASSO'
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Du point de vue microbiologique c'est un point o abondent les bactéries. On y trouve
des bactéties indicatrices , coliformes thermotolérants (E.Coli) et totaux, streptocoques
fécaux, spores de bactéries anaérobies sulfito-réductrices. Si il se produit une turbulence on a
alimentation de I'aval hydraulique du nid en germes indicateurs, stimulant une pollution
fécale. _

L'augmentation de la turbidité caractérisent ces endroits. Ils sont fréquemment
responsables de la brutale consommation de chlore dans certains points du réseau, de gouts et
odeurs désagréables.

Les méthodes d'élimination sont les mémes que celles du biofilm. L'augmentation du
taux de chloration en réseau n'a aucune action sur les nids microbiens.

Par contre si les nettoyages hydrauliques ou mécaniques ont une action temporaire sur
| élimination du biofilm, un nid microbien sera parfaitement éliminable par ces moyens.

Les mesures de maintien de la qualité de 'eau dans le réseau passent par la
connaissance de l'état de I'eau, et de sa détérioration; les mesures curatives (chloration) et les
mesures préventives(par exemple changer les vieilles canalisations).

La connaissance hydraulique du réseau passe, soit par une cartographie manuelle des
résultats des analyses physico-chimiques et bactériologiques, soit par une modélisation
mathématique.

Habituellement on se limite & mesurer en réseau le chlore résiduel libre aux points de
prélévements pour analyses bactériologiques.

Contrairement aux résultats de l'analyse chimique , ceux de I'analyse bactériologique
sont entachés d'incertitudes due A 'échantillonnage et a la signification des indicateurs.

1'usage des oxydants, principalement le chlore, est le moyen le plus utilisé pour
maintenir la qualité biologique de l'eau dans un réseau. Dans la pratique on injecte le chlore &
l'entrée du réseau de distribution (Le contrdle des nutriments bactériens entrant dans le réseau
est un moyen préventif ). A un moindre degré la qualité des matériaux et / ou des revétements
des canalisations et des réservoirs, permet de limiter I'ancrage du biofilm et la corrosion
bactérienne.

CONCLUSION

Lorsque nous abordions cette étude, notre objectif était d'apporter une contribution a
I'amélioration de la qualité de I'eau de consommation en présentant la situation qualitative
actuelle.

11 ressort de cette étude que l'eau de consommation & Bobo-Dioulasso est de bonne
qualité, voir de trés bonne qualité. Ceci est dii en partie & la ressource(eaux souterraines) qui
ne nécessite pas un grand traitement.

Néanmioins on remarque une dégradation de la qualité bactériologique de I'eau brute au
cours du temps die vraissemblablement aux eaux usées(germes témoins d'une contamination
fécale).

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de Ia qualité bactériologique de I'eau de consommation
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1 ressort de cette étude que l'eau de cofisommation & Bobo-Dioulasso est de bonne
qualité, voir de trés bonne qualité. Ceci gst'dl en partie & la ressource(eaux souterraines) qui
ne nécessite pas un grand traitement.

line dégradation de la qualité bactériologique de I'eau brute au
lablement aux eaux usées(germes témoins d'une contamination

Néanmoins on remar:
cours du temps dlie vraisse
fécale).

L'assainissement étant également du ressort de 'ONEA; elle doit contribuer aussi a
I'amélioration de I'évacuation et du traitement des eaux usées et des déchets. Ainsi la nappe
phréatique sera mieux préservée de pollutions éventuelles car elle est peu profonde.

Mémoire de fin d'études : ' Evaluation de la qualité bactériologique de I'eau de consommation
de BOBO-DIOULASSO
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4.3 Qualité des eaux destinées
A la consommation humaine

-E. Paramdtres microbiologiques Y

s B " PN HRIER A GBI
Rés tats: Concentratlon maximale admissible
b e e
- .des membranes des tubes
. feniml) - filtrantes multiples NP
57 Coliformes totaux " 100 - - 0 . NPP <1
58 Coliformes fécaux vy - 0 . NPP<I.
59 Streptocoques fécaux 0o - - 0 . NPP <1
60 Clostridiums sulfito- 0 - - NPP < 1
réducteurs

T TN T g

TRt 51 A DR Y IV I RTCR M ¢ e

{*} Sous réserve gu'un nombre suffinl dréchantitions soit examiné {95 % de resultats conformes).

Les eaux destindés 4 la consommatior humalne ne dotvent pas contenir d'organismes pathogénes.

En vue de compléler, en tant qur le bésoin. I'examen micobivlogique des esux destindes & la
<on lon humaine, il convient i rechercher. outre fes germes figurant au tableau £, les germes
pathogénes, en particutier :

- bes salmonelles,

~ les staphylacoques pathogiénes,

© = les bactérlophages écaus,

« bus entérovirus,

Far silleurs, cas eaux ne devralent contenir ;
- niorganismes parasites,

- ni algues,

- nf autres diéments figurés (animalr es).- '

_
[, L L 1 T YRR T ISR TN AR AT
Résultats : Concen-
volume d¢  Niveau tration
A __-.__-__.&:a. Péchantillon guide Maximale Observations
{en mi) : admissible
61 Dénombrements  37°C 1 10 (%} -
des germes totaux  22°C 1 100 {*} -

pour les eaux -
viées b la con-
sommation

i . T L

{*)' Pour les eaux désinfectées les valeurs correspondantes doivent fire nettement Inférieures & la sottie
de la statlon de traitement. i

Tout dépassement de ces valeurs persistant. su cours de prélévements successifs dolt donner lieu 3
virification. '

4 e fpspecdts 4.3 Qualité des eaux destinées

3 la consommation humaine

reglementaires

ERUE TR ET g Pt sl b L5 :\uﬂ,{..._;;4!-“J...:;ﬂﬁ?a‘g"‘nuﬁgﬂzéﬂu‘g-!\hﬂi’
Résultats : Concen-
volume de  Niveau tration

Iéchantilon guide maximale

{en mL) admissible

Paramétres Observations

62 Dénombrements 37°C 1 5 20 Les états membres peu-
des germes tolaux 33+ 1 20 100 vent, sous leur responsabi-
pour les eaux li- lind, lorsque sont respectés
vrées & la con- les paramétres 57, 58, 59
sommation et 60 et en l'absence de

germes pathogenes, condi-
[ERES tionner, pour leur usage
interne, des eaux dont te
dénombrement des germes
totaux dépasse les valeurs
de concenlration maxi-
mate admissible prescrites
pour le paraméire 62
Les valeurs de concen-
tration maximale admis-
sible doivent &re me-
surdes dans les 12 heures
suivant le conditionne-
ment, Feau des échantil-
lons étant maintenue 3
une température constante
pendant cette période de
t2 heures.
LIRS PV T PP M T AR T TP, AT

F. Concehtration minimale requise pour les eaux
livrées A a consommation humaine
et ayant subi un traitement d'adoucissement

nl it iy 2 vy T RTR

Conten-
Expression wration

Paramétres des minimale Observations
résultats requise

{eaux adouties)

1 Dureté totale mg/L Ca 60 Cal¢ium ou cations équl-
valents.
2 Concentration en ions
hydrogéne pH
3 Alcalinité mg/L HCO, 30 L'eau ne devrail pas élre

agressive.

4 Oxygeéne dissous

~ Les dispositions relatives & la dureté, & 1a concentration en lons hydrogéne,  l'oxygéne ditsous et au
catdum s"appliquent aussl aux ¢aux provenant de dessalement.

- &I, du falt de 32 dureté naturelle excessive, Feau est adoucie conforinément au tableay F, avant d'étre
fivréa & 1a consommation, sa teneur en sodium peul, dans des ¢as exceptionnels, dtre supérieure auz
valeurs figurant dans 1a colonne des concentrations maximales admissibles. On v'effarcera toutefois de
mslnienlr cotie Teraur & un nivesu sussl bas que possible et it ne pourrs pas bire fait abstraction des
impératifs Imposés par 1a pratectlon de 12 santé publique.

InrrCORDETATIAL MEC BECHI TATT AMAL WTINIIES
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4 » Aspects

4.3 Qualité des eaux destinées

reglementaires a la consommation humaine

4.3.3 Directives de I"'OMS (1894)

Qualité bactériologique
PP N ATE SE e R P ARIAC T E T R W AR T A R TR T I e

Valeur guide

(nombre / 100 mL) Observations
a) Toute eau pour la boisson
£. coli ou coliformes thermo-
tolérants 0
b) Eau traitée entrant dans le
systéme de distribution
£, coli ou roliformes thermo-
tolérants 0
Coliformes totaux 0
Q) £au traitée dans le systéme
de distribution
E. coli ou coliformes thermo-
tolérants 0
Coliformes totaux o Absence dans 95 % des

prélévements sur un an.

Sous réserve qu'un nom-

bre suffisant d'analyses
. soit effectué,

e R AT T RYE DA B W DOR | T T AT R LU RO D bl T DO ST IR ALY AT

Composés minéraux importants pour la santé

IV T ST N VET LT LIROR T A LR
e

Paramétre Valeur guide Obsarvations -

Antimoine 0,005 mg/L (P)

Arsenic {*) 0,01 mg/L (P} Valeur tenant compte d'un
accrolssement de risque de
cancer cutané.

Baryumn 0,7 mg/L

EA ) PCEITI Y TERITC AL LMY

{*) Pour les substances considérées comme étant carcinogénes, la valeur guide correspond & la
corcentiation de fa substance dans I'eau de bolsson associée b un sccrolssement de risque de cancer de
0% {un cancer supplémentaire pour 100000 individus ingérant sur 70 ans de I'eau de bolsson
contenant 13 substance § la valeur guide).

(F} Valeur guide provisolre.

4.3 Qualité des eaux destinéés
ala 8:8332_0: humaine

4« Aspects

req! &ires

noavoumm minéraux importants pour la santé {suite}

B T B AV PPN, TSN NP o oo
Paramétre ‘ ,e.m_nE guide Observations -
Béryliium Aucun# vateur guide n 3»
- proposée.
Bore : .c.w mg/L ,
Cadmium 0,003 mg/L o _ .
Chrome .00 mgit{) . . o e
Cuivre 2mg/LP) B R
Cyanures. S e0Tmgit _ R
Fluor - T S5 mgl " Naturel ou ajouté. Les con-
_ - ditions focales ou clima-
. tiques peuvent nécessiter
une adaptation
Manganése 0,5 mg/L (F; N by
Mercure {total) ' 0,001 mg/L
Molybdéne 0,07 mg/L
Nickel 0,02 mg/L
Nitrates (NO;) 50 mg/L La somme des rapports des
Nitrites (NO3) 3img/L (P} .ﬂoznm:zd:o:u..?: nitrates
’ : et nitrites par rapport &.
leurs valeurs guides respec-
tives doit &tre inférieure d 1.
Plenib , 0,01 mgit Toutes les eaux ne pour-.
_ ront certes : satisfaire 4.
. cette valeur - ,aamn_ws.
e . ment mais en attendant,
. ) n.mcza mesures visant &
. réduire’ _.oxvoaaos totale -
au plomb ' uu.xar.._n dtre
o ...___.2 en gauvre, et
- Sélénjum 0,01 mgiL T o
“Uranium Aucune valeur guide n'est’ :
' proposée.

(P} Valeur guide provisoire,
{b) Pour des concentrations Inférieures & la valeur guide, _.-3.32-. le goin ou ..ﬂse__ de feau
peuvent dtre allecids,

INTERPRETATION DES RESULTATS ANALYTIQUES




3 o Intorprétation

microbiologique. . 3.1 Risque de contamination

microbiologique par les eaux

31 xamcm u.m contamination
microbiologique par les eaux

30 Inter
microbia

qumwm:o:
oglguec...

infections transmissibles par I'eau ou étroitement liées & I'eau (suite} Infections ”B_._u...:,mumu_om par+aau ou étroitement llées i Ireau (suite)

Parvovirus

Amibes : Naeglerla, Entamoe-
ba, Acanthamoeba, Balanti-
dium

Cryptosporidium parvum
Giardia _ms.g.m. G. intestinalis
Plasmodium

Trypanosoma

Anguillules

Ankylostoma duodenale, A.
brasiliensis

Ascaris lumbricoides

Bothriocéphale

Amibiase {I x.v.m_.ma.
Kératite (C, eau de lavage
{entilles cornéennes)

GE ()}
GE giardiase () Kystes)

Paludisme (affection de proxi-
mité, piqlre d'anophéles
vivant dans les marals)

Maladie du sommeil (piglre
de glassines vivant & proxl-
swanﬂamai, T

Anguillulose (C, baignades en
piscine, ou )

Ankylostomiase - (C, larve
capable de traverser la peauy,
terrains humides, riziéres)

Ascaridiose (I, larves dans
I'eau ou la terre humide}

Bothrlocéphalose (affection
de proximité, ingestion de
¢hair de brochet)

ke SRR TR QAT NCTY g ST =3 T YT W AT L

—

IR TIPS A T T A Affectl e P Ta i IR T e Ll e R Lt e :
} ections , : . " Affections. S
Classification Micro-organismes en relation avec Feau  Classification Micro-organismes " en relation . feau , : -
Yersinia enterolitica GE® H Fasciola hepatica ou douve Distomatose  (affection de’
Adenovirus GE (i), pharyngite, conjonc- : . ’ _.:.ox__._.._z.,. _.,..caz__a_,.. de cres- .
tivite (C, piscines) osondean) oo
Entéravirus (3 Polio, 23 Poliomyélite (1), affections H Filaires . - Filariose, Dracunculosg {)..
Coxsackie A, 6 Coxsackie B, 32 neurologiques, respiratoires , . et pigure
' " . H Onchocerca volvulus Onchiocercose . {piqlre de
ECHO, Entero 68 & 71) cutanées, musculaires et I simulies vivant v«mmnn_.n,n eaux
cardiagues (1) , courantes} _
Virus de la fibvre jaune, virus  Fidvres hémorragiques (pi- H Schistosoma Bilharziose (C voie trans-
des dengues qire de moustiques Aedes cutanée) ‘ ‘
yivant & proximité des eaux). L " Lo
. ) Taenia inata, Taenia. Teniasis{l} irrigation par eaux .
Hépatite A virus (HAV), Hépatites () H mwm“__“a e .:m. e :m»,mwmms_ "9 J.o. pa w
Hépatite € virus (HEV) S : A )
. . F Candida albicans Candidose (C, piscines) .
Papilioma virus Verrues (€, en piscine} ey TS
. ) o F Dermatophytes : Trichophy- Mycoses. cutanées (C, eau de
Rotavirus, Coronavirus, Calici-  GE () ton, Microsporium, Tricho- mer, sable) ,
virus et Norwalk, Astrovirus, . S

sporon

PR

RS PR

G BT TR TR T AR IR, TRIAE S KL AT,

B : Bactéries. | : Contamination par ingestion d'eay.

Vo Virus, ¢ : Contamination par contact avec 'eau contsminée.

P Protozoaires GE : Gastro-gntérites (se tradulsant par douleurs abdaminales,
H :Heiminthes. diarrhées, vomisiements, fidvre & des degrés divers).

F :Fungi.

spp : diverses espéces. : ' ) . . : o

Actusllement, dans les pays de climat tempéré et da protection sanitaire”
salisfaisante, les affections les plus Iréquentes drorigine hydrique sont das
gastro-entériles surtoul, mais aussi des hépalites (A et E). Dans les. pays

. c¢hauds, le role des parasites, prolozoalies ou vers en particuiier, est consi-
" dérable : la transmission hydrique non seulement du choléra mais dés
dysenleries amibiennes. et des bilharzioses constitue uri probiéme sanitaire

non encore résolu et le péril fécal reste bien présent. , .

L'appréciation sl ,.mnnm_“..ﬁz_:m du risque se posent en iermes légérement

difiérents dans le domaing de l'infection microbienna el dans le-domaine de;,
Vinloxication chimique. |.8s relations doses-affels sonl plus. imprécises
&tant donné les variations du pouvoir pathiogéne dans une méme espéce, .
d'une souchs 4 l'autre, mals aussi dans- les varialions de gensibilité des
individus infecias en fonclion de 'age, de 'élat de santé, et suriout da l'dtat

" immunitaire. : ‘
_ Le risque toxigue dans la domalne de V'eau esl dans la presque totalité des

cas un fisque chronique. Au cantraire, la risque microblologique -est un
risque aigu correspondant & une pollution essentiellement intermiltents, du

()]
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A- METHODE PAR FILTRATION SUR MEMBRANE

Cette technique convient aux eaux trés peu chargées en matiéres particulaires, par exemple les

eaux potables.

A-1. PRINCIPE

o Filtration d’un volume donné d’échantillon sur une membrane de cellulose stérile de 0.45 p de
porosité.

» Dépot de la membrane, sur un milieu gélosé sélectif

« Incubation aux tempér;lture et temps convenables

e Dénombrement des unités formant colonies (UFC) dans le volume de référence chotst.

A-2. PRISES D’ESSAI

La prise d’essal maximale dépend de la filtrabilité de I'eau et des membranes utiliéées. En general
dans la routine, une prise de 100 mi est suffisante avec une membrane dont les pores ont un
diamétre moyen de 0.45p.

NB : Une prise d'essqi plus rm(portante (}usqu a 10 litres et plus) peut étre utilisée pour des
recherches spécifiques (Salmonella, bactenophages fécaux...). ; cecl exige des ltrations
successives. | .

Pour certains organismes, une filtration a travers une membrane de 0.22u peut étre nécessai "

En bref, il s’agit d’utiliser une quantité d’échanullon ou une dilution de fagon & obtenir meins de

100 UFC sur une membrane.de 47 ou 50 mm de diamétre.
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o Le schéma ci-dessus est le dispositif de filtration sur menbrane

* Préparation du dispositif et technigue de filtration

- Relier le dispositif de filtration & une source de vide (pompe ou trompe a eau)
- brancher la pompe a une prise de courant
- ouvrir le robinet du dispositif de filtration

- enlever le réservoir et stériliser  la flamme la surface du support poreux, ainsi que le réservoir-

laisser refroidir- en y versant de I’eau distillée et laisser la pompe aspirer.

- fermer le robinet et remettre le réservoir sur le support.

- a PPaide d’une pince passée i la flamme et refroidie, placer une membrane stérile ( la tenir
seulement par le bord extéreur) sur la base du support poreux,

- Iarrivée étant fermée, rincer a I’eau distillée stérile le réservoir et la membrane filtrante,

- bien homogénéiser 1’échantillon

* verser ou transférer & 1’aide d’une pipette un volume \% conmu d’échantillon :
habitueilement 1 00 mi ou au moins 20 mi d’échantillon pur ou dilug.

- ouvnr le robmet et faire un vide d’environ 70 kPa pour filtrer lentement I’eau a travers la

|membrane.

- {- refermer ausmtot le robmet aprés que toute ’eau a et? filtrée.

- retu'er le réservoir et ensmte la membrane etla deposer sur le milieu de culture.

* falre attention en déposant la membrane pour ne pas emprxsonner de bulle d’air entre celle-ci et le
milieu

* si par mégarde cela se produisait, soulever légérement la membrane en la tenant par le bord et

redéposer trés doucement pour éliminer la bulle d’air

e NB : - pour différentes dilutions d'un méme échantillon, commencer toujours par la plus forte

. dilution

- le réservoir peur étre reunhse sans dé.s'mfecaon entre 2 dilutions.
paur ﬁltrer un qutre eehantdlon desny'cerer ou Trincer abondammeni a I eau distillée Ie

' 'réservozr et le support poreux

I est a’ azlleurs indiqué de réserver un apparetllage pour Ies equx potables (chlorees ) et un

' autre pour les eawc poIIuées
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A défaut de cela, il fawr commencer la filtration par les eaux chlorées avant les eaux

polluéeslorsqu 'on utilise le méme appareil de filtration.

A4, INCUBATION

- Retourner les boites ensemencées et étiquetées, et les placer dans un incubateur selon les temps et
tempérarure indiqués pour chaque groupe de microorganismes recherches.

L’incubation peut se faire en deux temps selon les indication pour chaque microorganisme ou
groupe de microorganimes ; soit 2 4 4 h pour permettre la revivication des orgar_lisnnne‘sjien état _dé
choc et ensuite incubation normale habituellement 24 h 4 48 h ou parfois 16 52’24‘h' ou méiq‘e 24372

f. voir des jours (Mycobactérium = 8 j. min). ' e,

A-5. DENOMBREMENT

Apres incubation, les boites de Pétri ou les membranes doivent étre examinées immédiatement. Si
ce n’est pas possible, elles doivent étre conservées 4 4 -5°C durant de courtes périodes. mais ceci

entraine souvent une modification de I’apparence des colonies (couleur),

A-6, COMPTAGE DES COLONIES

On compte les colonies (UFC) en fonction des organismes recherchés sur mileux sélectifs ou non a

I’aide d’un compteur de colonies ou a défaut d’un marqueur indélébile sur le revers de la boite de |

Pétn.

A-7. CALCULS DES RESULTATS .

Chaque colonie est supposée provenir d’un seul microorganisme ou d’un amas de microorganismes.
le résultat est donc exprimé par le nombre d’unités génératrices de colomies dans la quantité de

reférence spécifiée d’échantilion (généralement 100 ml ou

| ml), seion la formule suivante :

Méthodes de recherche et de dénombrement




24

2N
N = *Vs
(nl V1 d1) +(n2 v2 d2) +...(ni Vi di)

ou:

N = est le nombre d’unités génératrices (formant) de colonies dans le volume de référence ,

Vs d’échantiilon

2. N = est la somme de toutes les colonies comptées dans les boites ou sur les membranes provenant

des dilutions d1, d2, ..., 4i

nl, n2, ..., ni =sont les nombres de boites comptées pour les dilutions d1, d2, ..., di

'V1, V2, ..., Vi= sont les volumes de prise d’essai pour les dilutions d1, d2, ..., di

dl, d2, ..., di = sont les dilutions utilisées pour les prises d’essai V1, V2, ... Vi (d=1 pour un échantilion
non dilué, d= 0.1 pour une dilution au 1/10) etc..) | '

Vs = est la quantité de référence choisie; pour exprimer -la concentration de
I’échantillon en micro-organismes. L | ' | |

A T - . L(

. Yoo - - b
‘Remarque : le comptage total aisi obtenu est la moyenne pondérée des comptages effectués sur chaque

boite.

Exemple de calcul nour un comptage par la méthode d’incorporation en gélose ou par étalement

Volume d’essai utilisé Vi=1ml -~ .- . N
; Volume de__réfé_renc‘e Vs=1ml

dilutions B -déﬂom-bremerit |

102 o . 74 et 104 colonies

10 . 9et15 colonies
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74+104+9+135

alors N = *Vs
(2*1*0.01) +(2%1*0.001)

202

S ——— *Vs
0.022

= 9182 *Vs

N=9.18 *10"/ml

I est souhaitable de rendre compte de ces résultats avec des limites de confianc® de 95%, qui peuv.
stre obtenus en applicant la formule suivante : | o ' |
C+212VC+l

C = nombre de colonies comptees ou somme des colonies comptées.

Par exempie, si on dénombre 100 colonies sur une membrane, le nombre réel ¢’ organismes dans 100
& échantillon d’eau est vraissemblablement compris entre 82 et 122. Toutefois, pour les nombres

plus faibles, < 20 colonies, cette formule par approximation devient inexacte , il convient alors de

repoter aux tables de Potsson ( cours de Statistiques).

B- LA METHODE PAR ETALEMENT

B-1, PRINCIPE

- Etalement en surface d’une prise d’essai de 0.1 2 0.5 ml sur milieu gélosé

- La dilution devrait étre choisie de sorte que le nombre présumé de colonies formées soient com

entre 25 et 300.
- Incubation a température et temps convenables.
- Dénonbrement des colonies typiques et expression des résultats selon la formule en A-7.

25
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B-2. ETALEMENT

Cette méthode utilise de tres faibles volumes d’échantillon a cause de la charge bactérienne souvent tres
élevée et s’applique aux €aux usées trés chargées.
La technique requiert certaines précautions © - les milieux gélosés utilisés doivent étre séchés au
auparavent a I’étuve a 37°C pour faire évaporer I’eau de cristallisation ; vérifier donc que la surface est
complétement séche, sinon on obtiendra une « pate de colonies » sur la boite de Pétri.
- déposer 0.1 ml ou 0.2 ml (selon les cas) d’ échantillon bien homogénéisé a la surface de la gélose, a
I’aide d’une pipette graduée de 0.5 ou 1ml & écoulement total.
_ étaler assitot et de fagon uniforme, a I’aide d’un étaleur en verre rode sur toute la surface.

(utiliser 2 boites par dilution)

4

B-3. INCUBATION

A e i it

-Incuber aux températures et temps mdlques

B-4. DENOMBREMENT
" Comme pour la méthode de filtration.

5. EXPRESSION ET CALCUL DES RESULTAI_S' . o - .
Comme pour la méthode de filtration. S '
| Les résutats s expnment avec cette methode en UFCI tnl ou parfoxs 100 mi

~C-LA METHODE PAR INCORPORATION EN GELOSE

" C-1,PRISED’E SAI ET PRINCIPE

JLa quantlte d’echantllon & analyser peut varier entre 0.1 ml et 5 ml, seion la dnnensnon delaboite et -
] :la qummte de xmheu de culture uuhsee La dxlutlon dott étre choisie de sorte que le nombre presume
V. de colomes formees surles boites de 90-100 mm de dzametre smt compns entre 25 et 300

ST T T T LR i P S LT T 1
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C-2. ENSEMENCEMENT

- faire régénérer les milieux (s’ils ont été solidifiés par conservations au frals) en !es plag:ant dans un

bain d’eau bouillant.
- les placer apres fusion dans un bain 4 45°C et ajouter stérilement les reactlfs si nécessa:re
- préparer et marquer les boites de pétri & utiliser '
- effectuer toutes les dilutions nécessaires
- répartir stérilement les prises d’essai dans les bojtes (2 boites par dilution)
* genéralement on utilise 15 m! de milieu pour 1 ou 2 m! d’échantillon, o
- ajouter immédiatement le contenu d’un tube de milieu sorti ﬁ'alchement du bam (sortir. les tubes un .
aun)
- imprimer un mouvement de rotation dans tous les sens pour bien melanger et obtenir une bonne -
répartition. '
- laisser refroidir sur la paillasse
- faire incuber conformément aux temps et température convenables
- dénombrer et exprimer les résultats en se référant toujours a la méthode par ﬁltriati_on.
Remarque
- Les résultats obtenus par cette méthode sont soumnis 4 de grandes variations. _
- AFNOR propose 4 ce sujet une table fournissant les limites de confiance au seuil de 95% pour un

nombre de micro-organismes compris entre 30 et 300. (voir annexe)

D - LA METHODE PAR ENSEMENCEMENT EN MOLIEU
LIQUIDE. L
METHODE DU NOMBRE LE PLUS PROBABLE (NPP) ~

D-1. PRINCIPE

Le principe de la méthode NPP consiste & ensemencer de nombreuses prises d’essai d’un méme
echantillon et/ou de dilutions de celui-ci, dans les tubes de milieu de culture liquide.

27

Méthodes de recherche et de dénombrement



28

Les prises d’essai de I’échantillon ou des dilutions, sont donc incorporés dans une premiére série de
tubes de milieu liquide non véritablement sélectif : c’est le test de présomption (qualitatif) = croissance
ou non . Ce premier test permet de conclure seulement qu’il ya présence ou absence de micro-
organismes dans ‘n’ml.

On ensemence une deuxiéme série de tubes de milieu plus sélectif en repiquant les tubes ayant donné un
résultat positif dans la premiére série : c’est le test de confirmation.

A partir de ces résultats, on estime la quatité de micro-organismes apres détermination du NPP.
Estimation du NPP

On suppose que pendant Iincubation, chague tube ayant requ un ou plus:eurs organimes avec
Pinoculum présentera une croissance qui va provoquer ou non des modifications caractéristiques dans le
milieu. Le NPP ne peut étre estimé qu a partir du nombre des tubes positfs.

La précision .est la ‘forte’ de cette méthode et dépend du nombre de tubes ensemenceés ; elle croit
comme une fonction de la racine carrée du nombre de tubes utilisés ; par exemple, le nombre de tubes
peut étre quadruplé pouf doubler la précision. Donc le choix du systéme d’ensemencement est trés
important. |

Mais en pratique, avec les systémes habituellement utilisés, la précision est toujours faible mais la

sensibilité, qui dépend de la quantité totale ensemencée est généralement suffisante.

D-2. MODE OPERATOIRE . R -
X ’ ¥

~ o

D-2.1. PRISE D’ESSAI

" Le fait d’a]outer la pnse d’essal ne doit pas modlﬁer la composxtlon du mileu au pomt de perturber de
facon notable la croissance des. rmcro-orgamsmes recherchés. Pour cela,” des volumes < 1 ml sont
* pormalement ajoutés 4 des mﬂxemc mmplm concemnon ' Lo T |
Les prises d”essai comprises entre 1 et 50 ml sont normalement a;outefs a des volumes egaux de rmheu
double concentration ; par exemple dans le systeme a3 tubes, 10 mi d’echantlllon sont a;outes a 10 ml
de milieu double concentration. '
Pour des quantnes >50 ml, des rmheux plus concentres peuvent étre utilisés.

et @_h—mm,ﬁ-h{nmh P CIAL P S




D-2.2. CHOIX D’UN SYSTEME D’ENSEMENCEMENT

Les systemes les plus usités, dits ‘symétriques’, comprennent le méme nombre de tubes constituant
des séries pour chaque dilution, les rapports de volume entre deux dilutions étant généralement de 1
a 10 (vorr tables NPP), : R
On utilise habituellment 3 ou 5 tubes dans chaque série pour chaque dilution |

Au minimum 3 séries successives de tubes doivent étre utilisés ( bien que la précision augmente avec

le nombre de tubes). _
Le taux de dilution tient compte évidemment de la nature des échantiilons et ‘l’.e_stimation on micro- -
organismes présumes. | o _

Les tables NPP indiquent les combinaisons de résultats de tubes négatifs et pqsitifs‘i]e’il'.ést probable
de rencontrer. '

Remarque : Pour des raisons d'une mauvaise mise en oeuvre de la technique, les tables pouvent ne
pas donner les combinaisons probables. Dans ce cas, les valeurs NPP pour les combinisons de

réactions négatives et positives non indiquées dans les tables peuvent éme calculées par

l'application de la formule suivante :

s

Nbre de tubes * volume de référence de !’échantillon (en mi)’

p]2) T —
vol. d’échant. vol. d’échant.
dans tous les tubes avec * dans tous les tubes
des réactions négatives avec des réactions positives. .

D-2.3. ENSEMENCEMENT

D-2.3.1. Ensemencement des milieux présomptifs

a-) Milieu double concentration

-Prendre 3 tubes (20 mm *200 mm) du milieu présomptif choisi.
-Transférer dans chacun de ces tubes avec une pipette de 10 mi, 10 ml d’échantillon bien

homogénéisé.

29
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b-) Milieu simple concentration
-Prendre 3 tubes (16 mm* 160 mm) du méme milieu présomptif simple concentration et transférer

dans chacun d’eux 1 ml d’chantilion.

-Pour chacune des dilutions suivantes (10'1, 10'2, 10‘3) etc. ., transférer 1 ml d'échantillon de chaque
dilution dans chacun des 3 tubes (16 mm*160 mm). Changer de pipette pour chaque dilution. Bien
mélanger par retournement plusiieurs fois.

Faire incuber les tubes ensemencés a la température de 37°C durant 24 ou 48 h, a l'étuve thermostatée et
reglée.

- Observer d'abord le changement de couleur ou non dans les tubes.

- Observer ensuite le trouble dans le milieu, dii a la croissance des bactéries présentes.

- Observer enfin 1a production de gaz, traduit par le soulevement de 1a cloche de Durham introduit dans le
milieu (au moins 1/10 de la cloche devra étre vide).

D-2.3.2. Incubation

_Faire incuber les tubes ensemencés aux températures et temps convenables selon le micro-organisme
recherché. '

- D-2.3.3. Résultats préliminaires : lectures

Seront considérés comme "positifs”, aprés 24 hou 48 h d'incubation, tous les tubes devenus ayant présenté

d’abord un trouble dii 3 une croissance microbienne et présenté les caractéristiques des germes recherchés
(dégagement de gag?ﬁdép'ét; ) : | ;L(: R

D-2.3.4. Ensemencﬁﬁent et incubation des milieux confirmatifs

-A partir de chaque tube de milieu présomptif ayant donné un résultats positif, ensemencer avec une anse
bouclée ou une pipette pasteur les milieux de confirmation. : : L

- Faire incube selon les germes recherchés

1
I

D- 2.3.4. Lecture | -

- Considérer g_:omm_e positifs, les tube's présentant un trouble visible et les caractéristiques des_' TICTO-

organismes recherchés. .

D~_2.3.‘5.,-Ex_prmsion de;lﬂ'l'i-?“-lta@' L

*Choix des dilutions

On recherche le nombre le plus probable (N.P.P) ; pour cela, il faut déterminer le nombre de tubes positifs
correspondant & gmmm 1 faut choisir ces dilutions confotmément aux régles suivantes
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- Chotsir la dilution la plus forte (c'est 4 dire celle contenant la plus faible concentratlon cle l'echannllon)'
révélant 3 tubes positifs, ainsi que les deux plus fortes dilutions qui suivent 1mmed1ateg;ent (exemple 1.1)

du tableau 1

- Siil a été préparé un nombre insuffisant de dilutions au defd de la dilution la plus forte révélant 3 tubes
(+), choisir les trois plus fortes dilutions de la série (soit celles ayant la pius faible concentration en
échantillon (1.2) du tableau .

2. 1] n'exist ne dilutign révelant 3 +

Retenir la dilution correspondant a la plus forte concentration de I'échantillon et les deux dilutions qui
suivent immediatement (2.1) du tableau 1. ,

3 - Cas particuliers

- Si un résultat positif est noté pour une dilution plus grande que la derniére ainsi choisie, il faut l'ajouter a
celle-c1 (3.1) du tableau 1. '

- Si enfin, le nombre de tubes positifs est trés réduit, choisir le nombre caractens;ique de fagon que la
dilution positive occupe le rang des dizaines (3.2) du tableau 1. : -

Le tableau 1 ci-dessous récapitule les différents cas cités.

Cas | Dilutions/ 10° |10-1110-2]10-3|104|10-5{Nbrede | Cas
Nbre de tubes positifs resultats(+) particulier
Echantillon sur miliea |3 3 2z 1 0 0 321 111
1 simple concentration 3 3 3 3 0 330 1.2
3 0 1 0 0 |301
3 3 2 0 320

Echantillon sur milieu | Milieu
double concentration | simple
10 mi = 2 tubes + conc.

2 |0 0 220 2.1
2 " " 2 |0 0 0 0 200 '
| 22 J2 |2 o 222
3 Echantillon sur milieu 3 3 2 1 2 323 3.1
simple concentration 0 1 0 0 010 3_7\-3.2, |
D. 2.3.5. MODE DE CALCUL
Le nombre de Coliformes et/ou C. thermotolérants par 100 ml d'échantillon est donné par l'expression

suivante
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NPP NPP = nombre le plus probabie

N = . tx = taux de dilution correspondant &

la dilution la plus forte retenue .

® Sur la table 1, le NPP correspond i l'ordre de succession des nombres de tubes positifs pour les
dilutions choisies : (3 x I mi) ;( 3 x 0,1 mi) ;( 3 x 0,01 ml).

® Surlatable2ona:(3x10ml), (3x1 ml), (3x0,1 ml).
Exemple : 1
* Pour 321 la table 1 donne un NPP de 15 soit

1—1;—; =15.10° =1,5.10* s N =1,5.10* coliformes et | ou C. thermotolérantspar 100 m/

* Pour 321 la table 2 donne NPP = 150

150 . : |
Donc N = el 15.10° = 1,5.10* micro - organismes / 100 ml.
Exemple 2:
A . 21 - Al
Pour 220, NPP=2,1 et N= —1-0—’_T = 21/100 mi .
o 0,92 .
Pour 200, NPP =092 et N = o3 = 0,92 x 10° soit

N=192.102/100 ml. .......



ANNEXES 3 : RESULTATS D'ANALYSES

CENTRE MURAZ

0.C.C.G.E. Tél: 97.01.02

01. B.P. 153 Bobo-Dioulasso 97.01.03
Laboratoire d ' analyses de biologie médicale 97.06.71
Responsable : DR. AMADOU OUANGRE Fax :97.04.57

NREF : OA/TT/063-97/LAM-CM
BACTERIOLOGIE
LIEU DU PRELEVEMENT : Forage 1
NUMERO DU PRELEVEMENT : 076
DATE DU PRELEVEMENT : 11.04.1997

TECHNIQUE D ' ETUDE : Filtration sur membrane de nitrocellulose

RESULTATS :
normes (eaux de distribution)
dénombrement des germes totaux : a 37°C: >500* /ml 10/ml
a22°C : >500/ml 100/ml

dénombrement des coliformes fécaux : 0/ 100 ml 0/100 ml
dénombrement des streptocoques fécaux : 0/100 ml 0/100 ml
dénombrement des anaérobies sulfito-réducteurs :0/ 20 ml 0/20 ml

CONCLUSION :

Pseudomonas

Présence de germes potentiellement pathogénes . Eau nécessitant un traitement avant
consommation.

Bobo-Dioulasso , le 21 avril 1997

Dr. P. VAN DE PERRE Dr. A. OUANGRE



AN NEXES 4 : RESULTATS DANALYSE
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ANNEXES & (50 ) o
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