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PREFACE

L’ assainissement écologique (ECOSAN) est une nouvelle approche de |’ assainissement qui
représente un changement de paradigmes. Cette approche vise a protéger la santé et I’ envi-
ronnement par une hygiénisation des excrétas humains afin de les utiliser comme fertili-
sants dans|’agriculture.

C'est un programme international de recherche et de développement parrainé par I’ Asdi
(Agence Suédoise de coopération de Développement International). Il implique un grand
réseau de partenaires dans le monde ayant des connaissances/de |’ expertise sur divers
aspects d’ assainissement écologique.

Cette approche est développée dans plusieursrégions. En Afrique del’ Ouest et du Centre, le
Centre Régional pour I’Eau Potable et I’ Assainissement a faible colt (CREPA) a mené un
programme de recherche sur ECOSAN depuis 2002. Aprés les succes enregistrés avec son
programme, le CREPA propose cette premiere version dela « boite a outilsECOSAN » des-
tinée & accompagner des populations défavorisées, des ONG, des associations et entrepre-
neurs désireux de s'investir dans le domaine de I’ assainissement écologique.

Cette « boitea outils » sefonde sur les connaissances acquises du Réseau CREPA a travers
des projets de recherche mises en cauvre in situ dans dix de ses pays membres. Lesinforma-
tions et résultats compilés sont inspirés des réalités socioculturelles des pays membres du
réseau CREPA et mis a la disposition du public. Le programme ECOSAN étant toujours en
cours, il va sans dire que le CREPA reste ouvert a toute critique constructive dans le but
d’ une amélioration, du contenu de la boite.

Le CREPA adresse un remerciement sincere a tous ses partenaires techniques et financiers
dont le soutien constant a permis d’aboutir a la réalisation de « *cette boite a outils ECO-
SAN ».

Le Réseau est ainsi reconnaissant aux membres du Comité Technique Régional (CTR) qui
n’ont ménagé aucun effort pour le travail combien important accompli durant la phase de
recherche.

Les remerciements vont également a la Stockholm Environment Institute (SEI) pour son

accompagnement dans la recherche. Un hommage est aussi rendu a I’ Asdi pour son appui
financier au réseau CREPA.

Ing. Msc. Cheikh Tidiane TANDIAN

Directeur Général du CREPA
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CONTE XTE/JUSTIFICATION

Les travaux de recherche sur I’ assainissement écologique (ECOSAN) entrepris par le réseau
CREPA durant la période 2002-2006 ont abouti & des résultats dont la diffusion devra permet-
tre de mieux informer les acteurs sur les opportunités du concept et de réaliser les activités y
relatives. Ainsi, dansle but de faciliter I’ exploitation de ces résultats par des utilisateurs poten-
tiels, il a éé décidé la conception d'une « boite a outils ECOSAN ». Pour ce faire, une com-
mission composee, d’ une part, des membres du Comité Technique Régional (CTR) et, d’ autre
part, d’' une équipe de coordination du CREPA-Siége a été commise a la téche.

L objectif de cette commission est de synthétiser les résultats de la recherche sous une forme
directement exploitable par des ONG, associations, entrepreneurs, etc. Ces outils, élaborés sur
la base des expériences des chercheurs et des experts du réseau CREPA impliqués dans la
recherche sur ECOSAN, selon le contexte des populations défavorisées, ont été rassemblés
dans une « boite a outils » [mis dans compte, L’ élaboration de ce support de diffusion contri-
bue al’ atteinte des objectifs de la Phase Dissémination, a savoir notamment la « consolidation
et la dissémination de I’ approche ECOSAN en Afrique de I’ Ouest et du Centre a travers déve-
loppés par |e réseau CREPA en vue de contribuer a |’ amélioration des conditions de vie socio-
sanitaires des populations et a la lutte contre la pauvreté, dans le cadre de la poursuite des
Objectifs de développement du millénaire (OMD). »

A partir des connai ssances acquises dans le programme de recherche ECOSAN du CREPA, des
résultats de la recherche, des observations des experts du CTR et des références bibliographi-
ques, la présente « boite a outils » est congue pour servir comme un guide pour la mise en
cauvre efficiente du concept d’ assainissement écologique.

Son contenu sera mis a jour progressivement pour intégrer les résultats de nouvelles recher-
ches. La « boite a outils est composée de quatre volets : Social, Hygiéne/Santé, Technique et
Agronomie. Chague composante se rapporte a une fonction dans le processus de mise en cauvre
d’ un projet ECOSAN.

Pour les acteurs non débutants en matiére d’ assainissement, ayant un intérét pour |’ assainisse-
ment écologique, cette « boite a outils ECOSAN>» est une référence utile dans la mise en
cauvre.

Par ailleurs, I’éaboration d’un tel guide méthodologique répond & un besoin d’ accompagne-
ment des Représentations Nationales (RN) du CREPA qui constituent les partenaires indiqués
au niveau national dans|’ appui aux autres acteurs du secteur de !’ AEPHA (Approvisionnement
en eau potable, I’ hygiéne et |’ assai nissement) intéressés par |’ assainissement écologique. La «
boite aoutilsECOSAN » ainsi misaleur disposition facilite la mise en ceuvre des projets d’ en-
vergure et permet d améliorer les performances des partenaires locaux. C'est la raison pour
laguelle les outils constitutifs de cette boite sont & mettre en relation avec I’ approche CREPA,
laguelle approche a donné des résultats durables dans la mise en oeuvre des projets dans | e sec-
teur de |’ eau et de I’ assai nissement.
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RECOMMANDATIONS

A I'issue des travaux de recherche, des ateliers de restitution ont été organisés dans les pays
ayant participé au projet. Les préoccupations des participants aux divers ateliers de restitution
ayant été essentiellement portées sur les risques sanitaires liés a I’ utilisation des excréta
humains en agriculture et sur comment savoir si les produits agricoles obtenus aprés avoir
amendé le sol de culture avec des excréta sont des produits securisés sur les plans microbiolo-
giques, il savére indispensable d'inclure dans la boite & outils un guide de prévention et
d’identification des risques sanitaires liés a la mise sur pied d’'un systéme d’ assainissement
écologique.

Le présent guide vatraiter :

* des précautions hygiéniques a respecter par les usagers des ouvrages, les manipulateurs
des produits et les agriculteurs ;

* lesanalyses clés a effectuer au laboratoire ou avec desinstruments bactériologiques, para-
sitologiques et physico-chimiques ;

* desindications pour |’ estimation visuelle tactile et olfactive de I’ efficacité de |” hygiénisa-
tion des produits.

Le guide comporte, outre les notions générales, deux grandes parties :

* Une partie théorique contenant des informations générales destinées aux professionnels ;
*» Une partieinstructive qui inclut des recommandations, des conseils, desinstructions et des
discussions destinées a toute personne intéressée par la mise sur pied d’ un systéme d’ assai-
nissement Ecosan.
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1- NOTIONS GENERALES

1.1. Assainissement écologique “ ECOSAN”

Les besoins en termes d’ assai nissement dans les pays d’ Afrique sont énormes. Dans ces pays,
particuliérement dans les zones rurales, les maladies d’ origine fécale et celles liees al’insalu-
brité représentent une proportion importante dans les tableaux de morbidité et de mortalité. La
mauvai se gestion des excréta, les pratiques d’ hygiene arisgue et la sous-information des popu-
lations en matiere d’ hygiéne et d’ assainissement sont les principal es causes de cette situation.
ECOSAN est percu comme un moyen qui contribue a résoudre efficacement les problémes
d’ assainissement, a améliorer la santé des populations par une évacuation saine des excréta, a
augmenter la production agricole pour lutter contre la pauvreté.

1.2. Risgues sanitaires

Les risques sanitaires liés alamise sur pied d un systeme d’ assai hissement écologique sont le
fruit ou la conséquence des activités humaines lors de la construction des ouvrages sanitaires,
de leur utilisation, de |’ exploitation de leur contenu et de la consommation des produits agri-
coles obtenus apres avoir amendé les terres de culture avec le contenu des ouvrages réalisés.

1.3. Ouvrages sanitaires

Les ouvrages sanitaires dont il est, ici, question sont constitués des latrines avec ou sans dévia-
tion des urines et qui sont utilisés par les familles, les visiteurs et le personnel d’ entretien.

L’ exploitation du contenu des ouvrages (excréta, feces et urines) est assurée par des vidan-
geurs, des agriculteurs, des applicateurs et des techniciens de laboratoire.

Les consommateurs sont constitués des familles, des visiteurs, des paysans et des revendeurs
ou revendeuses.

1.4. Bases d un systeme d’ assainissement écologique

Le systéme d’ assai nissement écologique “ECOSAN” est basé sur quatre principes fondamen-
taux :
* Rendre les excréta humains sains ;
* Prévenir la pollution de I’ environnement ;
* Réutiliser les excréta humains hygiénisés dans |es activités agricoles et
* Fournir aux consommateurs des produits agricoles de bonne qualité microbiologique et
parasitol ogique.

1.5. Personnels exposés aux risques sanitaires
L es personnes exposeées aux risques sanitaires sont les utilisateurs des ouvrages réalisés (famil-

les, visiteurs, le personnel d’entretien et d’ exploitation, vidangeurs, agriculteurs, techniciens
de laboratoire et les consommeateurs).
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2- PARTIE THEORIQUE

Apercu des principes, techniques et méthodes d’étude
des agents pathologiques responsables des risques sanitaires

2.1. Panorama des sciences microbiologiques qui étudient les agents
pathogenes responsables des risgues sanitaires

Les germes et |es agents pathogenes responsables des risques sanitaires liés alamise sur pied
d’un systeme d’ assainissement écol ogique appartiennent au monde microbien. 1l s'avere donc
indispensable de présenter les principales sciences microbiologiques avec leurs techniques et
méthodes d’ étude.

2.1.1 Lamicrobiologie

La microbiologie est la branche de la biologie consacrée al’ étude des organismes invisi-
blesal’ adl nu : les micro-organismes ou microbes ( du grec micros = petit et bio = vie)
dont les dimensions tres petites s’ expriment en microns : 1um = 1/1000 de mm. On parle
encore souvent de « mu »)

Les microbes peuvent, soit appartenir au regne animal : (protozoaires), soit au régne végé-
tal : (champignons, algues) ; soit encore n’étre rattachés ni a un régne, ni a un autre : ce
sont les bactéries et les virus (ces dernieres sont d’ ailleurs trop petits pour étre visibles au
microscope optique).

I 1 millimicron
1 centimétre| 1 millimetre 100pm 10um 1 micrometre; 100um 10um  |(ou r:arllorzwétre) 1 Anstrom
cm mm pm m A
Equivalence 1000 _'-1
en um 10 000 100 10 1 01 0,01 0,001 0,0001
g
D
=] |@ g
= "fﬂlﬁf’gVirUSdela §
£ L | ¥ o vaide 8
2 Chlamy- - g T
= domonas ~f 2 o =y
=1 Rk e |G
PN (&)
% GE;MGS £ Petits vi g b
Aripg 3 itsvirus'e 4
Mouche Puce ieZ rouge Bactéries -; e g Molécules| Atomes
13— ©
ing(?tses . F:t;s protozoaires| sanguines E §
In es a gues g
microscopiques -

Echelle de grandeur des micro-organismes (inspirée de J. de Rosmay
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Lesbactéries (du grec bactéria= batonnet, |es premiéres bactéries observées présentent cette
forme) constituent le groupe le plus important des micro-organismes. En raison du nombre
et de la variété des espéces rencontrées, on peut parler d' un véritable « régne bactérien ».
Ces micro-organismes souvent utiles, parfois nuisibles, exceptionnellement dangereux, pul-
lulent autour de nous dans la terre, I'eau, les aliments, le corps de I’homme et des ani-
maux...

A cbté des bactéries, le monde des infiniment petits comprend : les parasites, les cham-

pignons et les virus ; des branches particulieres de la biologie sont consacrées a la

recherche et al’ éude de ces micro-organismes.

2.1.2 Laparasitologie
La parasitologie est I’ éude des étres vivants qui trouvent leur substance aux dépens de
I”héte qui les héberge. Les maladies infectieuses causées par les parasites animaux portent
le nom général de parasitoses et leur mise en évidence peut étre faite par leur découverte
dans le sang, les matiéres fécales, I urine, etc. :
Dans le sang : recherche de I’ hématozoaire du paludisme ou du trypanosome de la mala-
die du sommell ;
Dans les matiéres fécales : recherche des amibes responsables de la dysenterie.

C'est par larecherche de leurs oaufs dans les selles que I'on met en évidence les parasites
intestinaux fréguents : ténia, ascaris, oxyures.

La parasitologie comprend également |’étude des vecteurs des maladies infectieuses :
moustiques, poux, puces, €etc.

La parasitologie prend actuellement beaucoup d’importance en raison des problemes que
posent la situation sanitaire dans les pays en voie de développement et le transport a tra-
vers le monde, de parasites dont I’ action était, jusgu’ a ce jour, limitée a des secteurs géo-
graphiques bien déterminés.

2.1.3. Lamycologie
Lamycologie est |’ étude des maladies ou mycoses causées par des champignons, maladies
de plus en plus fréquentes. Les champignons microscopiques pathogénes sont nombreux,
plus de 75 espéces. IIs sont responsables, |e plus souvent, de maladies de lapeau, des ongles
et des cheveux (teignes) maisil existe des mycoses profondes atteignant des organes essen-
tiels et pouvant entrainer la mort.

2.1.4 Lavirologie

Lavirologie ou étude des virus occupe actuellement une place de premier plan en microbio-
logie. Plus de 500 virus ont déja été observés. La grippe, les oreillons, la variole, la polio-
myélite, I" hépatite ou le SIDA sont dus a des virus, on pense que les virus sont a |’ origine
d’ autres maladies graves dont la cause n’ est pas encore connue. Le virus, forme laplus élé-
mentaire de lavie, est un matériel de choix en recherche biologique. Lavirologie fait appel
a des techniques spécifiques : microscope électronique, culture de cellules, inoculation en
cauf embryonné, etc. soumis surtout & des méthodes de diagnostics immunol ogiques.

12
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2.2. Techniques et méthodes d’ étude des micro-organismes et
des organismes responsables des risques sanitaires

2.2.1 Techniques bactériologiques : méthodes générales d’ étude des bactéries
2.2.1.1. Ensemencement et isolement bactérien

L es méthodes envisagées vont imposer, pour la premiére fois, I’ utilisation des milieux de cul-
ture ; la définition de termes techniques est donc indispensable.

Ensemencement : Opération qui consiste a porter des bactéries dans un milieu de culture.
Repiquage : Transplantation d'une culture pure sur un milieu neuf.

Beurrage : Terme courant de laboratoire qui désigne un ensemencement massif en stries ser-
rées ala surface d’un milieu solide en vue d obtenir une culture abondante.

I solement : Ensemencement effectué dans un but de séparation, de fagon a obtenir, apartir des
bactéries présentes, des colonies nettement distinctes.

7
L
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L’isolement permet d obtenir les cultures pures indispensables a toute étude et identification
bactériologiques.

D’ une fagon plus précise, I’isolement bactérien peut avoir pour buts :

» de séparer les especes bactériennes contenues dans un mélange (produit naturel par exem-
ple) ;

de purifier les colonies isolées. Par définition une colonie est un amas de bactéries toutes
identiques issues d’ une seule bactérie originelle. 1l peut arriver que deux cellules bactérien-
nes différentes soient réunies au méme endroit, les deux colonies sont alors superposées, on
dit qu'il sagit d’une colonie mixte : une purification devrait donc en principe, précéder
toute éude ou identification bactérienne;

de contréler la pureté d’ une souche bactérienne en milieu solide ou liquide. Un isolement
doit étre mené parallélement a toute identification bactérienne ;

d’ étudier I’ aspect des colonies. On peut rappeler qu’ une colonie est en principe I’ amas, visi-
ble al’adl nu, constitué de milliards de descendants d’ une seule cellule bactérienne et que
sataille, saforme, sacouleur, saconsistance sont caractéristiques de chaque espece. Parfois,
il ne s agit pas d’ une bactérie isolée mais d une chainette ou d’un petit amas ; on parle
actuellement d' « Unités Formant Colonie » (UFC).

14



BOITE A OUTILSECOSAN VOLET HYGIENE/SANTE

2.2.1.2. Dénombrement des bactéries

Les études bactériologiques peuvent étre quantitatives ; en effet, dans certains cas, |’ évalua-
tion du nombre des bactéries présentes dans un produit peut présenter un intérét considérable

En bactériologie alimentaire
On dénombre latotalité des bactéries, flore totale ou un groupe bactérien particulier pour déce-
ler ou évaluer la pollution de I’ eau, du lait, des conserves, etc.

En bactériologie appliquée a I'industrie phar maceutique

On teste |"activité des antibiotiques ou des antiseptiques en comparant la population bacté-
rienne avant, puis apres contact avec la substance a étudier. La préparation des vaccins, le
titrage des vitamines nécessitent |’ application des techniques de numération.

En bactériologie médicale

Le nombre des bactéries n’est qu’ exceptionnellement en rapport avec la gravité d une infec-
tion. Cas particulier & évoquer : la numération des bactéries dans I’ urine a I’ émission ou dans
les crachats permet de différentier la gravité d’ une infection, d’ une souillure.

Les méthodes quantitatives sont également utilisées dans le contrdle pollution dans de nom-
breuses recherches et pour I’ étude microbiologique des sols.

Il existe de nombreuses techniques de numération bactérienne plus ou moins précises et plus
ou moins modernes : les unes sont applicables indifféremment au dénombrement des bactéries
tuées ou vivantes.

On peut citer par exemple :
- le comptage direct qui peut étre effectué soit au microscope grace a des lames creuses de
volume connu ou chambre graduée, soit al’ aide de compteur électronique de particules ;
- le compte indirect qui consiste & mélanger la substance a étudier & une suspension de
levure ou de globules rouges de concentration connue, et a établir le rapport ;
- I’évaluation du trouble des suspensions de bactéries a tester par comparaison avec des
gammes étalons. Pour lalecture, une cellule photo-électrique peut remplacer la vision ocu-
laire.

Les autres ne permettent que la numération des bactéries vivantes.

On appréciera quantitativement le développement des cultures, en milieux liquides, en milieux
solides, ou apreés filtration sur membranes.

En bactériologie alimentaire, on applique surtout ces derniéres méthodes. En recherche, de
nombreuses techniques plus ou moins complexes et compliquées sont utilisées pour mesurer
I” activité bactérienne.
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2.2.1.3. Identification des bactéries
Etude microscopique

L’ étude microscopique des bactéries est la premiére étape de leur identification et |I’une des
plus importantes ; en effet, en bactériologie comme en botanique ou en zoologie, les classifi-
cations actuellement utilisées sont basées sur la morphologie. On distingue :
* les coques ou cocci : bactéries sphériques rondes ou ovoides dont le diamétre, en général
de 1 um, varie suivant |les especes de 0,3um a 3 um.
* les bacilles : batonnets plus ou moins longs (1 um a 50 um), plus ou moins épais (de 0,2
um a5 um de diamétre). Les bacilles les plus fréquemment rencontrés ont 2 a 3 um de long
et 1 um de diamétre.
* desvibrions : batonnets incurvés dans un seul plan en forme de virgule ou de croissant.
* les spirilles : bactéries a structure hélicoidale « en tire-bouchon ».

| [ FORMES ALLONGEES |
[FORMES SPHERIQUES| | Bacilles droits
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¥ halteres” ~ " B. diphtéroide
. g LI A
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Coque ou coceus (pluriel - coccl) (pareobactéries)  (bacilledu extrémités extremites extrémités ~ Mitésa“angles
™ choléra des arrondis ® Jle”gtle‘fs o @filées  droits’(Bacillug)
Diplocoque poules) (colibacille) diphtériqu l
L int
- il LY i ‘r"' fi'd i
“en flanme de bougie”  enbesace . engrainde Groupement en “lettres
J 4 A j i Diplobacille “ « ; .
(pneumocoque) , (e.n\terocoque.) café (Neisceria) P ou caractéres chinois’ 1 PdUet - “en palissade’
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\ = (Bacilles diphtériques et pseudo diphtériques)
e b -a # e
s .‘I"Il-‘ '-‘.L.l B lﬁ ] "-'Illq-l-—-
diplostreptocoque Tetrade Cube Streptobacilles
Streptocoques ] .
Bg= Formes incurvées Formes spirallées : Spirochetaceae
‘;.’IJI'I-lIr e .. i A i, -
H H# L (Campylobacter) i 3 :, Pt "—ll Spirille
engrappe "k (Neisseria) vibrion .
deraisins . I envirgule”  “ens’ iyt
mas plans L .
& (bacille du choléra) Tréponeme + L~ Leptospire |
STRUTURES PARTICULIERES DE CERTAINES BACTERIES
Bactéries capsulées Bactéries sporulées Bactéries ciliées Présence de corpuscules

métachromatiques

I (bacille des . iy o
(Peumocoques) (Klebsiellaou (b'gc'i'ﬁ: du'r"' gangrén&sq'l (bacille e i 4 [} &
pneumobacille) "charbon) == gazeuses ! tétanique) E .-f""#

X . . . ) Les cils, organes de locomotion des bacté- Quelques especes bactériennes (en
La capsule, élément de consistance gélatineuse qui L€ spore, forme de résistance de certaines  jes mobiles ne sont visibles quegraceades particulier le bacille diphtérique)
entoure certaines bactéries, apparait négativement s bacteries est répérable a I’ état frais et par 1a  ojorations spéciales. Leur disposition est renferment des granules qui peu-
I'oncolore en noir par de I’encre de chine le fond  colorations de Gram. Saforme, sataille, sa | caractére de différenciation entre des vent étre mis en évidence grace a
d'une prépartion a I’ état frais. position sont des éléments d'identification  pactéries voisines. des colorations particuliéres.

Morphologie des bactéries

L’ examen de |’ «état frais»

L’examen de I «état frais», ¢’ est-a-dire sans artifice de préparation dans une goutte de liquide
déposée entre lame et lamelle, est indispensable pour observer les bactéries al’ état vivant et en
particulier, pour mettre en évidence leur mobilité.

La coloration
La coloration peut étre simple : comme la coloration au bleu de méthylene ou complexe
comme la coloration de Gram qui permet une premiére classification des espéces bactériennes.
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Examen apreés coloration de Gram

La coloration de Gram est la coloration de base de |a bactériologie. C’est une coloration dou-
ble qui permet de différencier les bactéries, non seulement d’ aprés leur forme, mais également
d’aprés leur affinité pour les colorants liée a la structure générale de leur paroi.

2.2.1.4. Indicateurs de contamination fécale et indicateurs d’ efficacité de traitement

Lebut véritable del’ hygiéniste sur leterrain ne sera pas de décel er |a présence effective de bac-
téries pathogénes, mais de définir les circonstances qui rendent cette présence possible.

La légidlation en vigueur dans la plupart des pays de I’'OMS (Organisation Mondiale de la
Santé) recommande de rechercher et de dénombrer quatre indicateurs bactériens :

* Les coliformes totaux ;

* Les coliformes fécaux ;

* Les streptocoques fécaux ;

* Les clostridium sulfito-réducteurs.

En fait, on distingue deux types principaux d'indicateurs :

- Les indicateurs de contamination qui permettent d’ apprécier avec plus ou moins de
sOreté ou de précocité le risque d’ une contamination éventuelle par des micro-organismes
pathogenes ;

- Lesindicateurs d’efficacité de traitement qui permettent d' évaluer la qualité d'un trai-
tement vis-avis d’ un micro-organisme ou de plusieurs micro-organismes pathogenes dont
la présence peut étre redoutée.

2.2.1.5. Lecontrdle préventif d’une contamination fécale

Seuls les coliformes fécaux et les streptocoques fécaux sont des indicateurs spécifiques d’ une
contamination fécale. Ils existent en grande quantité dans les matiéres fécales des hommes et
des mammiféeres les plus susceptibles d’ héberger des pathogenes. Les valeurs approximatives
par gramme de matiéres fécales sont transcrites ci-dessous.

Coliformes fécaux (CF) Streptocoques fécaux (SF) SF/CF
Hommes 13- 106 3- 100 0,2
Bovidés 0,2 — 105 1,4 -10° 7
Porcs 3,3-10° 84 — 106 25
Chiens 23-106 980 —106 40

Les coliformes totaux (autres que les coliformes fécauix) et les clostridiums sulfito-réducteurs
sont des bactéries qui se trouvent normalement dansles matiéres fécales mais qui peuvent éga-
lement vivre et se multiplier dans les milieux naturels.
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2.2.1.6. Le contrdle preéventif d’efficacité de traitement

Les procédés de traitement sont de deux types. Les uns, physico-chimiques, visent a éliminer
les micro-organismes mécaniques ; les autres utilisent les agents désinfectants qui détruisent
ou inactivent les micro-organismes pathogeénes.

2.2.2. Techniques parasitologiques

Pour ce qui concerne les techniques parasitologiques, nous nous limiterons a la recherche de
parasites dans les selles et dans les urines étant donné que ce sont ces deux produits biologi-
gues qui intéressent les risques sanitaires liés alamise en place d’ un systeme d’ assai nissement
écologique.

L’ examen parasitologue des matieres fécales et des urines repose sur des méthodes qualitati-
ves, leur principe, leurs avantages et inconvénients.

2.2.2.1. Lesméthodes qualitatives
METHODES NE NECESSITANT QU’UN MATERIEL SIMPLE
Examen direct simple

Méthode
Les méthodes en examen direct simple sont différentes suivant la consistance des selles.

Selles de dysenterie

Selle afécale, glaireuse et sanguinolente (avec des filets ou des caillots de sang), elle doit étre
examinée immédiatement apres I’ émission ou apres prélévement direct par toucher rectal (le
doigtier ne doit pas étre lubrifié et le toucher doit précéder une rectoscopie éventuelle).

Les parasites se trouvant de préférence dans les caillots ou les filets de sang, seront prélevés
avec une pince sans griffe, déposés sur une lame propre, recouverte d’ une lamelle et examinés
immeédiatement apres étalement. Cet examen afrais permet de retrouver facilement, a cause de
leur mobilité les amibes hématophages qui rampent ala surface de lalame gréce aleurs pseu-
dopodes et des flagellés divers ; il sera plus exceptionnel de découvrir les grosses cellules de
Balantidium coli.

Sdlesde diarrhée :

On pratiquera, al’aide d’ une pipette Pasteur, trois prélévements en divers points de la selle et
trois préparations microscopiques, sans dilution.

L’ examen doit, laaussi, étre pratiqué sur des selles fraichement émises ; il permettrade retrou-
ver des larves d' anguillule trés mobiles, des flagellés, des ciliés et des formes végétatives
d’ amibes pathogenes ou non.

Selles de consistance normale :

[l faudra, tout d abord, noter sur le bulletin d’ examen la couleur et la consistance de la selle,
I’ existence de filets de sang ou de mucus, la présence éventuelle d’ anneaux de taenia voire
de parasites adultes (Ascaris lumbricoides, oxyure) qui seront prélevés ala pince et exami-
nés, suivant leur taille, directement, alaloupe ou avec le grossissement 4x du microscope.
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Résultats
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L’ examen direct permet de retrouver tous les caufs et larves des helminthes intestinaux, les
formes végétatives et kystiques des amibes, flagellés et ciliés (Voir tableau).

Avantages et inconvenients

La méthode d’ examen direct est simple, tant en ce qui concerne le matériel qu’en ce qui
concerne la

technique. C’ est la méthode de choix pour I’ examen des selles dysentériques ou diarrhéiques
et elle doit étre systématiquement pratiquée avant toute concentration.

Cependant, elle n’ est pas quantitative (a moins d effectuer une pesée de chaque prél évement
et de compter tous les éléments parasitaires) et I’examen, ne portant que sur quelques milli-
grammes de selles, peut étre faussement négatif : faible parasitisme ou faible élimination
ovulaire (en particulier pour Schistosoma mansoni).

M éthode de Kato
Principe

Pour remédier aux inconvénients de I’ examen direct simple, on pratique un étalement épais des
matieres fécales, ce qui nécessite I’emploi d' une solution éclaircissant les selles.

Résultats
FORMES KYSTES
VEGETATIVES
m
_ < | A
S L |Z S OB |2
o 3 E = o 27) = S |3
= = Z 0 % ~ | 2
&8 :j 5 o= = ] < | 4
4 Q - = 2z | v - O |w |2 |«
2 | d =E |8 |z20 | & o) = |3 |4 R
< |z 5 |8 |25 |8 ) Z |2 E |2
- —
% |z Z |z |27 |2 5 s ERERE,
< | < < s | =2 o 4| = |E |2
KATO + + + + + + + + + |+ |+

Laméthode de Kato n’ est valable que pour les caufs et, un peu moins, pour les larves d’ anguil-
lule. elle est sans valeur pour les kystes et les formes vegétatives d’ amibes et de flagellés.

Avantages et inconvenients
Cette méthode ne nécessite qu’un matériel ssmple mais, surtout, portant sur une plus grande
guantité de selles, elle permet de dépister les faibles infestations et peut, comme nous le rever-
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rons, étre quantitative (Komyaet coll., 1966 ; Zaman et coll., 1967 ; Rougemont et coll., 1974
; Ripert et coll., 1975 ; Nozais et coll., 1976).

Mais elle n'est pas utilisable pour des selles liquides ou de dysenterie et ne doit pas étre
employée pour la recherche des protozoaires intestinaux.

Il faut aussi préciser que, si avec la solution n° 2, la lecture peut étre immédiate, par contre, il
faut laisser agir la solution n° 1 au moins une heure a la température ordinaire avant I’ examen
mi croscopique.

M.I.F. (merthiolate-iode-for mol) conservation

Méthode

Le milieu de conservation est préparé a |I’avance en versant, dans chague tube a hémolyse,
2,35ml de solution mere de merthiolate-formol alaquelle on goute, au moment de I’emploi, 3
gouttes de lugol a 5%.

On dépose au fond du tube environ 250mg de selle (la grosseur d'un petit pois) et on triture
soigneusement avec un agitateur de fagon a dilacérer la matiere fécale et a mettre les éléments
parasitaires au contact du liquide.

On laisse déposer au minimum 30 minutes.

Le prélévement a la pipette est fait ala surface du sédiment puis déposé sur une lame, recou-
vert d’une lamelle et examiné.

Résultats
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Les caufs et larves sont colorés en rouge ; le lugo colore les noyaux des protozoaires et en faci-
lite ainsi le diagnostic d’ espece.

Avantages et inconvenients
En plus des avantages déja notés a propos de I’ examen direct, il faut gjouter :

- les possibilités d’ un examen différé, d’ une conservation prolongée (plusieurs années),

d’ une concentration suivant la technique que nous reverrons.

- Une reconnaissance facile des protozoaires.
Par contre, aux inconvénients déja signal és a propos de I’ examen direct smple, s gjoutent I’ uti-
lisation d’un matériel fragile et la nécessité de nombreuses manipulations qui rendent cette
méthode plus difficile a utiliser en dépistage de masse.

Conservation dans le formol a 5%
Méthode

Un fragment de selle est trituré dans la solution de formol versée, au moment de |’ emploi, dans
un tube a hémolyse. Le prélevement est pratiqué a la pipette.
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Résultats
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Cette méthode permet de retrouver aussi bien les caufs et larves d’ helminthes que les protozoai-
res.

Avantages et inconvénients

Par rapport au M.|.F. — conservation, les seuls avantages sont la possibilité de préparer les tubes
ahémolyse au moment de |’emploi et d’ exiger moins de manipulations. Par contre, les noyaux
de protozoaires ne sont pas colorés.

M éthode a la cellophane adhésive : Scotch Test

Méthode

L’examen doit étre pratiqué le matin, avant toute toilette intime du malade et avant la déféca-
tion.

Le morceau de Cellophane est appliqué, par saface collante, sur la peau de lamarge de I’ anus,
retiré immédiatement et collé sur une lame. L’ examen microscopique peut étre immédiat ou
différé.

Résultats

ANKYLOSTOME

NECATOR
ANGUILLULE

S. MANSONI
HAEMATOBIUM
S TADONICTIN
KYSTES

S.

+ | OXYURE

CELLOPHANE ADHESIVE

+
+

La seule indication de cette méthode est |a recherche des caufs d’ oxyure, déposés sur la marge
de I’anus lors de la ponte nocturne de la femelle du ver a ce niveau.
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Biopsie de la muqueuse rectale (B.M.R.)

Méthode

Un lavement évacuateur ou un laxatif doux, la veille de I’ examen, sont indiqués mais ne sont
pas indispensables en enquéte de masse.

Le sujet est placé en position genu-pectorale et |e rectoscope, lubrifié, est introduit dans le rec-
tum.

Labiopsie peut étre effectuée, soit sur la paroi antérieure du rectum, soit sur le bord libre d’ une
valvule de Houston, soit au niveau d’ érosions punctiformes, lorsgu’ elles existent. On obtient
ains un petit fragment de muqueuse, de 1 mm environ de diamétre. Une partie ou latotalité en
est déposée sur une lame (éventuellement, dans une goutte de gomme au chloral qui éclaircit
labiopsie) et écrasée al’aide d' une autre lame qui sera laissée en place.

Résultats
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La B.M.R permet de retrouver aisément les caufs de Schistosoma mansoni, de Schistosoma
japonicum, de Schistosoma intercalatum et, dans de trés nombreux cas, les caufs de
Schistosoma haematobium.

I solés ou groupés en ligne, parfois clairs, les oaufs sont souvent morts et alors fréquemment cal-
cifiés et rétractés, de teinte noire.

Dans les zones ou coexistent Schistosoma haematobium et Schistosoma intercalatum (ceufs a
éperon terminal) il est indispensable, aprés fixation dans le Bouin, de colorer une partie de la
biopsie au Ziehl vert de méthyl : les ceufs de S. haematobium seront colorés en vert et les caufs
de S intercalatum, en rouge (comme ceux de S. mansoni).

Avantages et inconvenients

Equivalente a la méthode de Kato pour dépister, chez les enfants, les caufs de S. mansoni (et
de S. intercalatum), elle présente, en outre, I’ avantage de dépister les caufs de S. haematobium
et d' étre, chez les adultes en pays d’ endémie, plus souvent positive que I’ examen de selles. Elle
permet, de plus, un examen rectoscopique.

Par contre, elle est parfois mal acceptée des populations, €elle est difficile a pratiquer chez les
enfants et a utiliser sur le terrain, en raison de lalongueur des manipulations et du grand nom-
bre d’individus a examiner.

2.2.1.2 M éthodes utilisables seulement au laboratoire

Nous distinguerons les méthodes les plus fréquemment utilisées qui nécessitent un liquide de
composition variée et de |’ éther (qui dissout les acides gras et les graisses neutres), méthodes
diphasiques, et quelques autres techniques d’ utilisation moins courante.
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M éthode de Bailenger (Bailenger, 1973) :

Technique

Dilution de 2 & 3 g de selle dans 10 fois de volume de la solution suivante :
Acétate de sodium cristallisé ............cooviiiiiie i a2 150

ACIAE ACEHIGUE ... vt e a2 3,0
Bau distillEE QSP ... e 1000ml

Ajuster a pH5 avec de I’ acide acétique.
Aprés avoir laissé sedimenter une minute, on émulsionne dans un volume égal d’ éther puison
lai sse décanter et on centrifuge.

Résultats
Cette méthode concentre bien les caifs et larves d’ helminthes, les kystes de protozoaires.
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Méthode de Téléman-Rivas :
Technique
On dilue les selles dans la solution suivante :
Acide acétique cristalisable ... ..o 5mi
Bau distillEE QSP ... 100ml

Aprés tamisage, on émulsionne dans un égal volume d’ éther avant de centrifuger.

Résultats

Cette méthode concentre surtout les larves d'anguillule, les caufs de type ankylostome
(Ancylostoma duodénale, Necator americanus et Trichostrongylus st.) et les caufs de tri-
chocéphale ; elle est moins valable pour les kystes d’ Entamoeba histolytica.
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Méthode de M .1.F. — concentration

Technique

On triture 1 g de selle dans 10 ml de la solution déja citée a laquelle on gjoute du lugol. Puis,
apres tamisage, on verse 4 ml d éther, on laisse reposer deux minutes et on centrifuge.Cette
technique peut ainsi étre mise en ceuvre au laboratoire a partir de selles recueillies sur M.1.F.

Résultats
Concentrant bien les caufs, cette technique offre de plus |’ avantage de concentrer les kystes de
protozoaires et de colorer leurs noyaux.

FORMES KYSTES
VEGETATIVES
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M éthode de Ritchie :
Technique

Aprés avoir dilué les selles dans de I’ eau formolée a 10%, on tamise puis on goute de I’ éther
avolume égal et on centrifuge apres agitation.

Résultats
Cette méthode concentre bien les caufs et kystes ; elle peut étre pratiquée sur des selles recueil-
lies sur formol.

FORMES KYSTES
VEGETATIVES

ANGUILLULE
TRICHOCEPHALE
S. JAPONICUM
AMIBES
FLAGELLES
DOUVES

1 ANKYLOSTOME

| E. HISTOLYTICA

1 S. MANSONI
*| AUTRES AMIBES
* | HYMENOLEPIS

*| ASCARIS

RITCHIE

+
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Autres méthodes d’ utilisation courante :

Nous ne les détaillerons pas. Il s'agit de :

- Laméthode de Carles-Barthelemy qui nécessite deux centrifugations.

- Laméthode de Faust,

- Laméthode de Janekso-Urbaniy al’iodo-mercurate de potassium tres corrosif,

- Laméthode de Willis,

- Laméthode de Faust et Ingalls par sédimentation dans une solution aqueuse de glycérine,
qui peut s effectuer sur 5 g de selle.

Avantages et inconvénients des concentrations

Toutes ces méthodes présentent |’ avantage de concentrer apartir de quelques grammes de selle,
les éléments parasitaires dans un petit volume tenant sous une ou deux lamelles. Elles permet-
tent ainsi de dépister les faibles infestations ou les faibles éliminations. Mais, la nécessité d' un
matériel important, fragile et difficilement transportable, les manipul ations longues, en font des
méthodes inutilisables dans les enquétes sur le terrain.

LES METHODES SPECIALES

Elles sont indiquées pour la recherche de certains parasites et sont donc mises en oauvre en
fonction des renseignements cliniques et biologiques fournis par le praticien.

M éthode de Thébaut

Technique

On dilue 5 g de selle dans 50 ml de la solution suivante :

AcidetrichloraC&tique 820 %0 .........ocuvieiiiie i e, A
OOl ... 10 ml
Bal distillEE QSP ... e e 100 ml

Aprés tamisage, on laisse reposer une minute, puis on verse le mélange dans un tube a décan-
ter, on gjoute un méme volume d’ éther et, aprés agitation, on laisse reposer deux minutes, enfin
on soutire le liquide de la tubulure et on centrifuge.

I ndications et résultats
C’est lameilleure technique pour la recherche des kystes de protozoaires dont |es noyaux sont
bien visibles et peuvent étre colorés par le M.I.F. ou le lugol.

" 5
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M éthode de Baer mann

Technique

On monte, sur tubulure d’un entonnoir, un tube de caoutchouc fermé a son extrémité par une
pince.

Dans une passette a thé tapissée de gaze, on place 10 g de selle. Cette préparation est placée
sur I’entonnoir et celui-ci est rempli d’ eau tiede qui doit affleurer le fond de |a passette.
Aprés avoir laissé pendant deux a trois heures, on soutire 5 & 10ml de liquide qui sont centri-
fugés pendant 3 a 5 minutes.

Résultats

C'est lameilleure technique de recherche des larves d’ anguillule dont on utilise les propriétés
d hydro et de thermotropisme positif (les larves se déplacent de la selle fraiche vers |’ eau
tiede).
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Coprocultures

Technique

Deux techniques sont utilisées, a partir de selles fraiches : - Mélange, a quantité égale, de la
poudre de charbon stérilisée et des selles puis gjouter de |’ eau stérile et placer la péte ainsi obte-
nue dans une boite de pétri en formant un cone qui affleurerale couvercle ; mettre al’ étuve a
25°.

Envelopper deux atrois lames dans du papier buvard, étaler dessus 1 g de selle, mettre dans
une boite de pétri et ajouter 10 ml d’ eau stérile ; mettre a1’ éuve a 25°. Dans les deux cas, on
examine, tous les jours pendant au moins huit jours, |’ eau de condensation formée sur le cou-
vercle.

Indications et résultats

La coproculture utilise la propriété des anguillules de se développer jusqu’ a maturité sexuelle
a 25° en milieu semi-liquide avec production de nombreuses larves de seconde génération
(multiplication). La coproculture permet aussi la différenciation, a partir des larves, entre
Necator americanus et Ancylostoma duodenale, ce qui est important en raison des conségquen-
ces cliniques et thérapeutiques différentes, le diagnostic d’ espéce a partir des oaufs (nombre de
cellules ou blastomeéres) n’' étant pas, en effet, une méthode rigoureuse (notons que, pour ces
deux derniers parasites, la coproduction n’ entraine pas de multiplication mais uniquement une
maturation larvaire).
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COPROCULTURES + + +

Avantages et inconvénients des techniques spéciales

Ces techniques, spécifiques pour larecherche de certains parasites, kystes d’ amibes et anguil-
lule essentiellement, sont trés utiles en médecine individuelle mais ne sauraient étre employées
en médecine de masse.

ANKYLOSTOME | ANGUILLURE S. MANSONI
NECATOR S.HAEMATOMIUM |KYSTES |OXYURE |CRYPTOSPORIDIE
S. JAPONICUM
CELLOPHANE +++
ADHESIVE

BIOPSIE DE LA
MUQUEUSE +++
RECTALE
THEBAUT +++
BAERMANN ++
COPROCULTURE + ++
COLORATION DE +
ZIEHI NIELSEN SUR
FROTTIS DE SELLES

2.2.2.2. Lesméthodes quantitatives
GENERALITES

La numération des oaufs d’ helminthes est de plus en plus employée en parasitologie car elle

permet :

- dévauer I'intensité du parasitisme individuel : il est, en effet, possible de déduire, approxi-
mativement, le nombre de parasites adultes présents dans I’ organisme a partir du nombre
d’ oaufs par gramme de selle (ou par vingt-quatre heures si on connait le poids total des sel-
les durant ce laps de temps).
On estime ainsi que 100 ocaufs d’ Ascaris lumbricoides correspondent a 2 vers et que 50 caufs
de Necator americanus correspondent a 2 vers.
Pour ce dernier parasite, la numération est tres utile au diagnostic d’ une anémie puisqu’on
admet qu’il faut plusde 3 000 caufs/g de selles pour que I’ anémie soit d’ origine parasitaire
(pour Ancylostoma duodenale, il faut seulement plus de 1 000 oaufs /g de selles). Pour
Schistosoma mansoni, on estime qu’ environ 25% a 30% des ceufs pondus par une femelle
sont retrouves dans les selles, ce qui correspond a 80 oaufs /g de selle pour deux adultes ;
ce chiffre est en fait variable suivant I’ ancienneté et I’ intensité de I’ infestation.

- D’apprécier I'importance et la fréquence de la transmission.
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- Dejuger de !’ efficacité d’ un anthelminthique par des numérations pratiquées avant et apres
traitement.

La numération des caufs utilise deux méthodes :

- Pesée d'une certaine quantité de selle puis dilution soigneuse et examen d’ une ou de plu-
sieurs gouttes calibrées.

- Examen d'un volume constant de selle apres avoir, par des pesées préalables, déterminé le
poids moyen correspondant au volume utilisé (en tenant compte de la consistance des sel-
les).

METHODE DE KATO

Matériel

En plus du matériel déja vu, on utilise des plaques de carton glacé ou plastique percées d' un

trou de diamétre constant :

- Ripert et coll. (1975) utilisent un carré de carton glacé de 0,26mm d’ épaisseur percé en son
milieu d’un trou de 4,72mm de diamétre, ce qui donne un poids moyen de matiere fécale
égale & 10 mg.

- Nozais et call. (1976) emploient une plaque de plastique de 1 mm d’ épaisseur percée d'un
trou de 6,5mm de diametre, donnant un poids moyen de 30 mg.

Méthode

La plague perforée est appliquée sur une lame d’ examen microscopique et le trou est rempli de
selletamisée ; lasurface est arasée puisla plague est retirée et le prélévement est étalé sous un
rectangle de Cellophane imbibé des solutions n® 1 ou n° 2.

Latotalité de I’ étalement est examinée en comptant tous les ceufs rencontrés.

Le nombre d' caufs trouvé, pour chague espéce, est, soit multiplié par 10 (Ripert et coll., 1975),
soit multiplié par 100 et divisé par 3 (Nozais et coll., 1976).

Avantages

La méthode quantitative de Kato permet de dépister beaucoup plus de porteurs d’ caufs de S.
mansoni, de N. americanus et de Trichuris (trichocéphale) que la méthode d’ examen direct.
Les résultats des deux méthodes sont identiques pour Ascaris lumbricoides et Srongyloides
stercoralis (anguillule).

Lasimplicité du matériel et delatechnique en fait une méthode facilement applicable en méde-
cine de masse (Martin et coll., 1968 ; Katz et coll., 1970 ; Rougemont et coll., 1974 ;
Teesdale et coll., 1976).

I nconvénients

» Lecomptage des caufs (en particulier pour les caufs d’ ascaris souvent trés nombreux)
dans 300 mg de selle est fastidieux mais, par contre, cette quantité augmente les chances
de trouver des caufs lorsgu’ils sont en en petit nombre, surtout les caufs de S. mansoni
(Martin, 1965). L’ examen de 10 mg de selles est plus rapide mais peut étre négatif dans
les faibles éliminations ovulaires.

» Laméthode n’est valable que pour les casfs.
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LESAUTRES METHODES

Ce sont les méthodes du Stoll et de Brumpt qui utilisent une dilution de selle, de poids
connu, dans de la soude décinormale.

M éthode de Stoll

Quatre grammes de selle sont dilués dans 60 ml de soude décinormale et, aprés agitation,
0,15 ml du mélange est prélevé pour examen ; le nombre d’ caufs trouvé est multiplié par 100.

M éthode de Brumpte

On fait une suspension au 1/10€é ou au 1/20e, de un a cing grammes de selles et, apres tami-
sage, on compte le nombre de gouttes contenues dans 1 ml, soit N, puis le nombre d’ caufs
présents dans une goutte, soit n. Le nombre d’ caufs par gramme est égal aN x n x coeffi-
cient de dilution.

Avantages et inconvénients de ces deux méthodes

Ces deux méthodes sont plus précises que la technique de Kato en raison de la pesée préala-
ble de chaque échantillon fécal mais nécessitant une balance de précision, des flacons gra-
dués et une longue manipulation, elles sont inapplicables en enquéte de masse.

2.2.2.3 Applications pratiques

Toutes les méthodes que nous avons décrites sont utilisables au laboratoire mais, en raison de
conditions de travail différentes, nous distinguerons les méthodes utilisables par le praticien,
les méthodes utilisables en enquéte de masse et |es méthodes de |aboratoire.

METHODES UTILISABLES PAR LE PRATICIEN

Ces méthodes ne nécessitent gu’ un microscope ordinaire, des lames et lamelles, un rectoscope
et des pinces a biopsie. En paystropical et en | absence de laboratoire bien équipé, le médecin
de dispensaire ou de consultation privée peut mettre en ceuvre trois méthodes de diagnostic
parasitologique lui permettant de dépister la plupart des parasites intestinaux ; il s'agit :

- du test a la cellophane adhésive (scotch-test de Graham) pour la recherche des caufs
d’ oxyure,

- deI’examen direct simple qui sera surtout utilisé pour la recherche des formes végétatives
d’ Entamoeba histolytica au cours des syndromes dysentériques (mais qui permettra aussi de
retrouver les autres parasites).

- delabiopsie de muqueuse rectale permettant, outre la recherche des oaufs de bilharzies, de
pratiquer une rectoscopie.

METHODES UTILISABLES EN ENQUETE DE MASSE

Aucune des méthodes de concentration n’ est, en pratique, utilisable sur le terrain. En dehors du
test a la cellophane adhésive, utilisable uniquement pour étudier la prévalence de I’ oxyurose,
guatre méthodes peuvent étre employées et seront choisies en fonction du ou des parasites a
étudier.
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Il S'agit de :
- |’examen direct
- laméthode de Kato
- M.1.F. — conservation (ou formol-conservation).
- la biopsie de muqueuse rectale.

Toutes les méthodes qui ont été décrites sont utilisables. Un bon examen coprologique doit
comprendre :

1) Trois examens directs (ou la méthode quantitative de Kato) sur chague selle,
2) Au moins deux techniques de concentration standards :
- Bailenger et M.I.F, en particulier pour larecherche des caufs de S. mansoni (Becquet,
1975);
- M.I.F et Téléman-Rivas ; M.I.F. (aprés Kato quantitatif), le Kato pour la recherche des
cafs et le M.I.F, pour les protozoaires.

3) En fonction des renseignements cliniques et biologiques :
- Latechnique de Baerman ou la coproculture pour la recherche des anguillules et la
coproculture pour le diagnostic différentiel entre A. duodenale et N. americanus (associée
a une numeration suivant les techniques de Stoll ou de Brumpt).
- Laméthode de Thébaut pour la recherche des kystes.

Conclusion

L’ examen coprologique est, ainsi, d’ une importance majeure pour le diagnostic individuel et
collectif, pour le choix et la surveillance du traitement des parasitoses intestinales. La méthode
de Kato, surtout sous sa forme quantitative, parait particulierement indiquée comme technique
d’ enquéte épidémiologique des helminthiases intestinales en pays tropical et son utilisation
standardisée par les Services des Grandes Endémies permettrait de comparer, de fagon plus
valable, la prévalence de ces parasites encore si répandus dans les pays en voie de développe-
ment.

2.2.3. Technigues physico-chimiques

Les parametres physico-chimiques influencent la qualité des excréta. Leurs mesures et déter-
minations doivent étre réalisées en vue de conférer al’ assainissement écol ogique son réle dans
la prévention de lapollution et de maladies par les excréta humains, leur traitement en tant que
ressource plutét que déchet, et la transformation et e recyclage des nutriments, les parametres
physico-chimiques ci-apres seront pris en considération : le pH, la température, I’ azote, la
conductivité et le carbone organique.

2231 LepH
Le pH est lamesure du degré d’ acidité ou d’ alcalinité d’ un liquide aqueux. Il est défini comme
étant e logarithme négatif de la concentration en ion hydrogéne et varie de 0 a 14 dans |’ eau.

Utilisation du pHmetre
On utilise le plus souvent de petits pH métres portatifs a affichage numérique mais on peut se
contenter d’ une évaluation approximative par colorimétrie. On gjoute au milieu une substance
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colorée dite « indicateur de pH » ; ces substances ont la propriété de changer de teinte pour
une certaine valeur du pH : zone de virage. Les indicateurs de pH les plus utilisés en biologie
sont ceux dont la zone de virage se situe aux environs de la neutralité :

le bleu de bromothymol qui vire du jaune (acidité pH 6) au vert neutralité) puis au bleu (alca-
linité pH 7,8).

Le bromocrésol qui vire du jaune orangé (acidité pH 5,4) au violet (dés la neutralité)

Le rouge de phénol qui vire du jaune (acidit€) al’ orangé (neutralité pH 7) puis au rouge car-
min (alcalinité pH 8)

La teinture de tournesol qui vire du rouge (acidité pH 5) au violet (acidité pH 6) puis au bleu
(alcalinité pH). Lateinture de tournesol est peu précise et souvent déconseillée.

Méthode utilisant les papiers indicateurs
Ces papiers sont imprégnés de solutions d’indicateurs de pH et sechés ; ils sont vendus en rou-
leaux placés dans des boitiers distributeurs, soit en carnets de bandel ettes. Une échelle de réfé-
rence (établie a I’ aide de solutions-tampons reproduite sur la couverture du carnet ou encore
figure sur la bandel ette elle-méme de part et d’ autre de la partie imprégnée sur laquelle se font
les essais :
Tremper |a bandelette de papier indicateur dans le milieu refroidi au besoin entre 30° et 50°).
Comparer la teinte obtenue avec celles de I’ échelle de référence :
- Si le pH est inférieur au pH désiré (donc trop acide), ajouter quelques gouttes de soude
diluée (environ au 1/100), mélanger, vérifier le nouveau pH, recommencer |’ opération s
nécessaire.
- Si le pH est supérieur au pH désiré (donc trop acalin), gjouter quelques gouttes d’ acide
chlorhydrique dilué (environ au 1/20), mélanger, vérifier.

Méthode dite « a la fourchette »
Cette méthode est plus précise que la précédente mais elle nécessite I’emploi de solutions sta-
bles a pH connu (solutions-tampons) et d’un comparateur :

Il existe actuellement dans e commerce des pH metres portables et de terrain trés précis capa-
bles d’ afficher aussi bien le pH que la température avec une excellente fiabilité que I’ on peut
utiliser pour le contréle de qualité et de routine. Nous citerons par exemple, le Cyberscan, le
pH/mV metre ISFET, le pH/mV métre multiparamétre portable C500 (Consort), le pH/mV
métre Knick Portamess, disponible chez Fisher Bioblock Scientific, Bd Sébastien Brant Parc
d’ Innovation, PB 111 F-67403 Illrirch’ Cedex.

L’ augmentation du pH permet une destruction rapide des germes pathogénes.

2.2.3.2. Latempérature

L accroissement des températures favorise, a son tour, une rapide hygiénisation des féces en
fosse. Latempérature peut étre directement mesurée dans les fosses al’ aide d’ un thermometre
a sonde Fisher. Bioblock Scientific a dans ses magasins une gamme variée de thermometres a
sonde de poche que nous pouvons recommander aux professionnels.

2.2.3.3. L’azote type “Kjeldakl”
La détermination de la teneur en azote type “kjeldahl” est basée sur le principe selon lequel la
plus grande partie de |’ azote contenue dans les selles se trouve dans les aliments non digérés.
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On peut ainsi déterminer la masse d’ azote par rapport a une certaine quantité de feces ou d’ uri-
nes. A chaud, en milieu acide sulfurique concentré et en présence de catalyseur, la minéralisa-
tion de la matiére organique (CHOV) produit du CO2 du NH4+ et de H20.

Dans ces conditions, on peut soit doser |’ azote ammoniacal (NH4+) directement soit transfor-
mer tout d’abord NH4+ ou NH3 et ensuite doser ce dernier. Dans le cadre de I’ étude, c’est e
NH4+ qui a été dosé directement. Ainsi donc, on a accés ala masse d azote par unité de masse
de féces ou par volume d’ urines.

Laminéralisation est réalisée en introduisant dans un matras 2g de selles ou 10ml d’ urine dans
10ml d’acide sulfurique concentré avec quelques billes de verre et une pointe de spatule de
catalyseur de minéralisation.

Aprés minéralisation, le minéralisat est transvasé dans une fiole jaugée de 200ml puis compl été
a200ml. Le dosage de NH4+ est effectué directement par bandel ettes et ainsi, on peut par cal-
cul, déterminer la masse d’ azote par masse de selles ou par volume d’ urine.
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3- PARTIE INSTRUCTIVE

Comme indiqué dans le contexte, cette partie du manuel inclut des recommandations, des
consells, des instructions et des discussions destinés a toute personne intéressee par lamise sur
pied d'un systeme d’ assainissement écologique. Elle est structurée comme suit :

- Différents organismes présents dans les excréta

- Précautions hygiéniques a respecter par les usagers des ouvrages, les manipulateurs des
excréta et les consommateurs des produits agricoles.

- Analyses a effectuer au laboratoire ou sur le terrain avec des instruments bactériol ogiques,
parasitologiques et physico-chimiques : valeurs limites et périodicité.

- Indicateurs pour |’ estimation visuelle, tactile et olfactive de I” hygiénisation des produits.
3.1. Différents organismes présents dans les excréta

L es excréta sont une cause fréguente de maladies du fait de leur teneur élevée en agents patho-
genes.

[l importe de bien connaitre les agents pathogenes et les maladies dont ils sont les causes pour
gue la conception, | exploitation ou la modification des systémes de recyclage n’ entrainent pas
une intensification de la transmission.

Nous présentons dans les tableaux ci-dessous, un panorama des principaux agents pathogenes
liés aux excréta par domaine d’ appartenance microbiologique, les affections dont il sont res-
ponsables, les modalités de transmission dans I’ environnement et leur localisation anatomique
dans|’organisme de|’homme.
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L a pollution microbiologique

La flore bactérienne des matiéres fécales

Corps 1013 cellules FLORE ET ECOSYSTEME INTESTINAL

Le tube digestif de I'homme héberge 10 14 micro-organis-
mes soit 1 a 10 milliards de germes par gramme de matiéres
fécales. Le tube digestif et les populations microbiennes
qu'il abrite forme “un écosysteme” . Toute modification de
I"un ou de I"autre de ses constituants perturbe I’ équilibre et
le fonctionnement de I’ensemble de I’ écosystéme avec les
conséquences qui découlent.

Tractus digestif :
1014 bactéries

(1 a 10 milliards de
bacteries/g. de selles)

NOTE : L'intestin et tout particuliérement le colon, apparait donc comme un grand réser-
voir de flore commensale. || ne faudrait pourtant pas croire que le reste du tube digestif soit
stérile. Bien au contraire chacun de ses segments anatomiques, estomac y compris, possede
sa propre flore, variable par le nombre et la nature des especes en cause.

Flore normale

- plusde 400 espéces au sein delafloreintestinale  bactéries/gramme de selles. Véritables habitants de
de I'homme ; 99% des espéces de bactéries I'intestin, ces espéces constituent la** flore de bar-
fécales cultivables sont des especes anaérobies riére’” qui régente I'implantation et la multiplication
strictes. des autres espéces.

- variations qualitatives en fonction de I’ &ge, dela LA FLORE SOUS-DOMINANTE, _105 a 106 bac-
nourriture et de’ étage du tube digestif considéré gy par gramme de selles- ; Entérobactéries dont
avec un gradient croissant dansle sensoral-anal.  Eqcherichia coli (colibacille), Entérococcus (entéro-

) ) . . coque) ... quoique implantée , elle voit samultipli-
Cette flore contient trois types de microorganis-  cation limitée par |a flore barriére.
mes, a la destinée bien différente :
LA FLORE “SECONDAIRE" : (Pseudomonas...)

- LES ESPECES APPELEES *“ DOMINANTES

en majeure partie anaérobies strictes ; Bactéroides, | ES BACTERIES EN TRANS T, apportées par

Eubactérium, Clostridium, Plectridium... sont parti- |’ alimentation, ne peuvent habituellement s'implan-

culierement abondantes et stables ; chaque espece  ter et sont rapidement éliminées.

représente une population de 107 a 10pg

Flore anaérobie

enterobacteries

DT Y  Pseudomonas

Répartition schématique de la flore des selles
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La présence dans une eau de certaines bactéries existant en abondance a I’ état normal dans I’intestin de
I"homme et des animaux, permet de conclure a une pollution de I’eau par des matiéres fécales. Une telle
constatation permet de supporter que des microorganismes dangereux, responsables d’'infectionsd’ origine
digestive, ont pu accompagner ces bactéries-tests : on parle de ** péril fécal”. C'est sur cette hypothese
gu’est basé le contréle hygiénique de I’ eau et des denrées alimentaires en général.

1°. Les coliformes *‘ther motolér ants”

Les coliformes sont des bacilles gram négatif identifiables par certaines propriétés biochimiques (voire fiches
techniques sur la colimétrie). Les coliformes *‘ thermotoléranis’ représentés surtout par Escherichia coli ( le
colibacille) ont les mémes propriétés a44°, leur présence doit étre confirmée pour affirmer une contamination
fécale humaine. Il faut noter que certaines souches d Escherichia coli peuvent avoir un pouvoir pathogene
propre.

2° Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux

Cette recherche des stréptocoques fécaux (entérocoques), témoins sensibles, assez résistants et d’ une bonne
spécialité, est le complément de la colimétrie. Elle est importante pour e dépistage des contaminations féca-
les des eaux de qualité suspecte, destinées ades utilisations nouvelles ; I'interprétation des coliformes s avere
en effet parfois difficile. Si elle est inutile pour I’ étude des eaux traitées, cette recherche est indispensable
pour I étude des eaux non traités des régions rurales : puits de campagne.

Cette technique comprend deux temps : test présomptif et test confirmatif.
3° Recherche et numération des** Clostridium’ sulfito-réducteurs

Ces bactéries anaérobies sporul ées appartenant a |’ espéce Clostridium perfringens son trés résistantes grace a
leur spore. Leur présence peut témoigner :

dans une eau -d’ une contamination organique dangereuse mais ancienne ou intermittente.
non traitée L’interprétation doit étre nuancée : laprésence possible de C. perfringens d’ origine
tellurique (venant du sol) peut rendre une conclusion difficile.
Leur présence abondante ou permanente peut indiquer une malpropreté du systéme
de distribution ou une défaillance du processus de filtration (naturelle ou artifi-

cielle).
Dans une eau la présence de ces bactéries en petit nombre est possible
traitée
1 L 3
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PRINCIPALESLOCALISATIONS DES ORGANISMES
DIAGNOSTIQUES EN COPROLOGIE PARASITAIRE

7 Poumons " Duodénum
f_\l Anguillule
Paragonimus Ankylostome

) / Lamblia
,-"
.

.
f;hﬁ""

Foie 7 Intestin gréle
Amibes _ Taenl_as _
Ascaris Fasciolopsis (bile)
Fasciola Héterophyes

Clonorchis Metagonimus
Opistorchis Ascars
Sarcosystis
| sospora
. Microsporidies
Colon
Caecum Amibes
Oxyure Balantidium
Trichocéphale Schistosomes
\ Ascaris Crytosporidies
- Microsporidies
(trés rares)
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3.2. Précautions hygiéniques a respecter par les usagers des ouvrages
ECOSAN et les manipulateurs des produits

[l est important

- De connaitre les risques sanitaires liés ala mise sur pied d’ un systéme d’ assainissement éco-
logique.
- De savoir pourquoi les excréta sont contaminés, d’ étre en mesure de les hygiéniser.

Il est plusimportant d’empécher ou de limiter la contamination des usagers, des manipulations
et des agriculteurs.

La prévention est I’ affaire de tous.

La melilleure prévention est I’ éducation pour la santé.

Prenant en compte les problemes des excréta, il faut :
 Expliquer comment les germes responsables des affections bactériennes, parasitaires et
virales pénetrent dans I’ organisme humain.
» Améliorer les conditions d’ hygiéne pour empécher ou limiter la pollution
- Par une bonne utilisation des ouvrages qui doivent étre entretenus proprement.
- Par une bonne conservation des produits agricoles
- Par le lavage fréguent des mains.

3.2.1. Utilisation des latrines

Quand les habitants disposent de latrines, il faut s assurer qu’ elles sont utilisées correctement,
C'est-a-dire que :

* Des excréments ne souillent pas les sieges et la dalle qui recouvre les latrines

* Les latrines sont réguliérement récupérés et nettoyés

* Un stock de cendre est toujours disponible dans I’ enceinte.

* Tous les membres du ménage utilisent la latrine

* Lafosse est toujours fermée par un couvercle quand les latrines ne sont pas utilisées.

* Les usagers ont constamment a leur disposition des matériaux pour se nettoyer (eau, feuil-
les, papier)

 Lafosse pleine est remplacée par une nouvelle, de méme que les bidons d’ urines pleins
sont enlevés et remplacés par un nouveaul.

3.2.2. Hygiene générale et hygiéne des mains

Si I’on ne se lave pas soigneusement les mains aprés étre allé ala selle ou aprés avoir travaill €,
celles-ci peuvent transporter les germes responsables de maladies.

Se laver soigneusement les mains a |’ eau et au savon systématiquement dans les cas suivants
* Aprés étre dlé alaselle ou alafin du travail.

* Avant de préparer les repas, de les servir ou de manger
 Avant de donner a manger aux enfants.
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3.2.3. Hygiéene alimentaire
Les aliments ou les produits agricoles peuvent contenir des germes pathogénes lorsque :

* lIs ne sont pas frais

* Ils sont conserveés dans un endroit chaud

* I1s sont exposés aux animaux notamment aux mouches et autres insectes et aux rats.

* Les cultures sont arrosées avec des eaux douteuses. Eviter de préparer et de manger des
aliments ainsi exposés.

* Protéger tous les aliments contre la contamination

* Laver et désinfecter les produits de récoltes qui peuvent étre consommeés crus (laitue, poi-
vron, tomate)

* Toujours bien cuire les aliments et les consommer immediatement.

3.2.4. Prévention de la contamination du local

* Prévoir des ouvertures de vidange qui seront fermées avec une dallette ou une plaque
chauffante. La plague chauffante fera augmenter la température dans la fosse.

* Protéger les portes et les tuyaux d’ aération avec des grillages pour éviter que les mouches,
les moustiques et les cafards entrent et déposent |eurs ceufs dans les fosses

* Bien fermer les récipients de collecte et de stockage des urines.

* Ajouter de la cendre au contenu de la fosse apres chaque défécation pour faire augmenter
le pH des feces en fosse. Cela permet d’ accél érer la destruction des agents pathogenes et de
supprimer les mauvaises odeurs.

3.2.5. Protection des manipulateurs des excr éta

» Mettre aleur disposition des outils adéquats : marteau, pelles, récipients, gants, cache-nez,
bottes ou des cuissardes ;

* Respecter les délais d' hygiénisation des excréta avant de procéder alavidange et aleur
utilisation dans les champs

» Composter les matiéres fécales.

3.3. Analyses a effectuer au labo ou sur leterrain avec des instruments :
valeurs limites et périodicité

Dans la premiére partie de ce document, nous avons présenté en détail les différentes analyses
bactériologiques, parasitologiques et physico-chimiques a réaliser par des professionnels de
|” assainissement écologique. Dans ce volet, nous nous limiterons a présenter aux personnes
moins avantagées laissées a leur propre jugement, les analyses clés a réaliser dans la mise sur
pied d' un systéme d’ assai nissement écologique. L e texte répondra aux trois questions : qu’ est-
ce qu’ on vafaire, comment va-t-on le faire et pourquoi doit-on le faire ?

3.3.1. Examen des sdlles

La fréguence des affections intestinales en zone tropicale met I’examen de selles au premier
rang des activités en laboratoire.
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L’ étude parasitologique des selles par des techniques simples :

- examen direct
- enrichissement par la méthode de Kato donne de trés bons résultats du fait de I’intensité du
parasitisme.

L’ étude bactériologique des selles limitée aux techniques de coloration, simples :

- bleu de méthyléne

- Gram

Dans le cadre du systeme d assainissement Ecosan, il s avere nécessaire de faire aussi une
étude physique-chimique. En effet, la température, le pH et I’ azote des excreta jouent un role
important dans le processus d’ hygiénisation et la qualité fertilisante des excreta.

3.3.1.1 Parasitologie des selles
Tout examen parasitol ogique des selles doit comporter obligatoirement :

» Un examen direct d’un mince étalement pour la recherche des formes végétatives et kysti-
gues des protozoaires et des flagellés, la mise en évidence des larves d’ anguillule
» Un examen enrichi par la méthode de Kato, pour la recherche des caufs d’ helminthes

3.3.1.2 Bactériologie des selles

Une étude bactériologique simple des selles reposant sur |’ examen direct al’ état frais, la colo-
ration par le bleu de méthylene et le Gram, est d’un intérét certain dans I’ enquéte étiologique
des diarrhées.

3.3.2 Examen des urines

3.3.2.1. Parasitologie des urines

La recherche des caufs de Schistosoma haematobium peut se faire par examen al’ état frais du
culot urinaire aprés centrigugation. Cependant, le rendement est nettement meilleur avec la
technique de filtration des urines.

3.3.2.2. Bactériologie desurines
Une infection urinaire peut facilement étre détectée par simple coloration au bleu de méthy-
léne.

Une contamination fécale des urines est indiquée par la présence dans |’ urine de certaines bac-
téries existant en abondance al’ état normal dans|’intestin de I’homme et des animaux. L'OMS
recommande de rechercher et de dénombrer quatre indicateurs bactériens :

* Lescoliformes totaux

» Lescoliformes fécaux

» Les streptocoques fécaux

» Lesclostridium sulfito-réducteurs

Les coliformes *‘ thermotol érants’ représentés surtout par Escherichia coli (le colibacille) ont
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les mémes propriétés a 44° ; leur présence doit étre confirmée pour affirmer une contamina-
tion fécale humaine. La recherche des coliformes (colimétrie) comprend deux temps : tests
présomptifs, et test confirmatif

3.3.3. Analyses physico-chimiques des excréta

On peut se servir d’un multiparamétre MULTI 340 i WTW capable de mesurer |atempérature,
le pH et la conductivité (parametres physiques). La conductivité qui traduit la minéralisation
globale des échantillons est mesurée a |’ aide d’ une électrode Tetracon 325.

La mesure de température peut étre faite al’ aide d’ une éectrode combinée de pH avec sonde
de température du type Santrox 41-3.

L es parametres chimiques qui caractérisent les éléments nutritifs du milieu, a savoir NHy +

NO5", NO3™ et N sont mesurés par la méthode dite Kjeldakl .
3.3.4. Valeurs limites et périodicité

Nous référant aux recherches effectuées par les 7 Représentations nationales (Bénin, Burkina
Faso, Cote d’Ivoire, Guinée, Mali, Sénégal et Togo) ainsi que par le CREPA-Siege (Sabtenga)
nous recommandons la durée d’ hygiénisation des féces de 12 mois pour les pays cotiers et de
6 a8 mois pour les pays sahéliens selon les conditions locales.

Pour ce qui concerne les urines conservées dans un récipient de 25 litres hermétiquement
fermé, la durée d' hygiénisation est de 30 jours.

Les périodicités des mesures sont les suivantes :
- pour les urines

T 0 =Temps zé&o : remplissage et fermeture du bidon
T10 = Temps 10 : 10 jours apres la fermeture
T20 = Temps 20 : 20 jours apres la fermeture
T30 = Temps 30 : 30 jours apres la fermeture
T45 = Temps 45 : 45 jours apres la fermeture

- pour les feces

T 0 =Temps zé&o : fermeture de lafosse

T15 = Temps quinze = quinze jours aprés la fermeture
T30 = Temps 30 = 30 jours apres la fermeture

T45 = Temps 45 = 45 jours apres la fermeture

et ceci jusqu’a 6 a8 mois pour les pays sahéliens et 12 mois pour les pays cotiers a forte plu-
viométrie.
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Valeurslimites

Les experts ayant participé a la premiéere réunion au projet sur I’ utilisation sans risgue des
déchets d’ origine humaine en agriculture et aquaculture (Engelberg, Suisse 1985) ont passé en
revue les observations épidémiol ogiques sur cette pratique en agriculture et ont établi des cri-
teres dits d’ Engelberg pour la qualité microbiol ogique des eaux résiduaires traitées destinées a
I"irrigation. D’ aprés leurs recommandations, ces eaux devraient contenir :
» Moins de 1 cauf viable de nématode intestina par litre (en moyenne arithmétique) pour
I”irrigation avec ou sans limitation ;
» Moins de 1000 coliformes fécaux pour 1000 millilitres (en moyenne géométrique) pour
I”irrigation sans limitation.

L’irrigation sans limitation concerne les arbres, le fourrage et les plantes industrielles, les
arbres fruitiers et les péaturages, tandis que I’irrigation avec limitation concerne les plantes
comestibles, les terrains de sport et les parcs publics.

Les critéres ci-dessus sont également applicables en agriculture lorsqu’ on utilise les excréta par
exemple sous forme de gadoues liquides, comme engrais pendant la période de croissance
végétale. Nous pensons que ces criteres peuvent |’ étre également dans le cadre du systeme
d’ assainissement écologique ou I’ on utilise les excreta en agriculture.

La valeur recommandée pour les caufs de nématodes intestinaux vise a protéger la santé des
ouvriers agricoles comme celle des consommateurs et elle suppose que les caufs soient élimi-
nés des eaux résiduelles dans une forte proportion (plus de 99%). Le critére est conforme aux
recommandations antérieures et aux normes actuelles en vigueur pour les eaux de baignade, par
exemple et suffit largement a protéger la santé du consommateur.

Des recommandations sur la qualité microbiologique des excréta et des eaux résiduelles traités
destinés a étre utilisés en aquaculture ont été formulées lors de la seconde réunion organisée a
Adelboden (Suisse) en juin 1987. || a été recommandé que le nombre d' caufs viables de tréma-
todes soit égal a zéro par litre ou par kilogramme (en moyenne arithmétique) et que le nombre
de coliformes fécaux soit inférieur & 10.000 pour 100 millimétres ou 100 grammes (en
moyenne géomeétrique). Le critere extrémement rigoureux fixé pour les trématodes est indis-
pensable car ces agents pathogénes proliferent chez leur premier héte aguatique intermédiaire.
L e critere recommandé pour les coliformes fécaux implique une réduction de 90% du nombre
de ces bactéries dans les bassins, de fagon que les poissons et |es plantes aguatiques comesti-
bles ne soient pas exposés a plus de 1000 coliformes fécaux pour 100 millilitres.

3.3.5. Analyses bactériologiques et parasitologiques des produits agricoles

3.3.5.1. Analyses bactériologiques

L e contréle microbiologique sur les légumes frais est tout a fait exceptionnel. Les germes pré-
sentant un intérét hygiénique ne sont que rarement rencontrés. Cependant, les |égumes peuvent
étre récoltés d’ un sol contaminé et traités par des moyens inadéquats avant leur consommation.

Dans ces conditions, on peut assister al’ apparition de maladies aprés consommation des |égu-
mes contaminés. C’est pourquoi il s avere important d' évaluer le degré de pollution superfi-
cielle. Cela nous améne a rechercher et a dénombrer les indicateurs de contamination fécale
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dont les coliformes fécaux et totaux, les streptocoques qui peuvent se trouver sur les légumes
au moment de leur récolte et/ou de leur consommation.

Echantillonnage

Analyser des échantillons prélevés dans les champs ou les jardins et sur les marchés.

Prendre les échantillons dans des sachets neufs. Bien emballer les échantillons de fagon a évi-
ter une contamination ultérieure et les transporter directement au laboratoire.

Préparation de |’ échantillon pour analyse

Dans un Erlenmeyer stérilise, peser 25 g de I’ échantillon et ajouter 225 ml d’ eau distillée pour
le lavage de |’ échantillon. En lavant convenablement I’ échantillon, on peut éliminer les micro-
organismes qui peuvent se retrouver dans |’ eau de lavage. C' est cette eau qu’il faudra analyser
pour déterminer la pollution superficielle.

Méthodes d’ analyse
Les paramétres étudiés sont :
- les germes mésophiles totaux ;
- lesindicateurs de contamination fécale dont :
* les coliformes totaux et fécaux,
* |es steptocoques fécaux,
* les anaérobies sulfito-réducteurs (ASR),

L es techniques utilisées varient en fonction des paramétres :
DILUTION

Elle a pour but d’ obtenir dans |’ innoculum, une distribution homogene des germes recherchés.
Lediluant utilisé est I’ Eau peptonée tamponnée (EPT).

Dans un tube a essai contenant 9 ml de diluant (EPT), nous ajoutons 1ml d’ échantillon et nous
homogénéisons pour obtenir une dilution au 1/10%. 1ml de cette dilution est gjouté & 9ml de
diluant pour obtenir une dilution au 1/100€, ainsi de suite pour obtenir la dilution & 1/10MeMe,

Dans nos recherches, nous pouvons nous arréter a 1/ 10°.
NUMERATION DES GERMES MESOPHILES TOTAUX OU ETUDE DE LA POPULA-
TION BACTERIENNE

Pour lanumération des germes mésophiles totaux, on utilise lagélose Plant Count Agar (PCA).

Cette numération permet d’ apprécier I'importance de la population bactérienne dans les
échantillons. La technique est la suivante :
- Introduire 1 ml d’ échantillon brut ou de ses dilutions dans 4 boites de pétri stérilisées
- Couler dessus 15 a 20 ml de gélose PCA maintenue en surfusion a la température de
44°C
- Homogénéiser par rotation de la boite de pétri sur un plan horizonta ;
- Laisser solidifier sur ce plan ;
- Porter les boites, les couvercles dessous, a étuve : deux a 37°C pendant 24 heures et
les deux autres
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a 30°C pendant 48 heures ;
- Compter les colonies qui se sont dével oppées dans chaque boite et porter le nombre a
ladilution.

NB : Les colonies des deux boites de chaque dilution ensemenceées et incubées a la méme
température sont énumeérées. La moyenne arithmétique des col onies comptées dans|es 2 boi-
tes de la méme dilution constitue le résultat.

La variation de la température, 30 et 37°C, permet d’ avoir une idée sur |’ origine probable de
lacontamination. Les germesde |’ environnement se dével oppent mieux a 30°C tandis que ceux
d’ origine humaine ou animale préférent 37°C.

TESTS DE CONTAMINATION FECALE

L es tests de contamination fécale sont |a recherche et la numération des germes indicateurs de
contamination fécale ou des germes qui vivent généralement dans |’ intestin de I’ homme ou des
animaux a sang chaud.

COLIMETRIE

La colimétrie est |a recherche et la numération des coliformes totaux avec identification des
coliformes thermotolérants ou coliformes fécaux. Les coliformes sont des entérobactéries
Gram négatif avec aptitude caractéristique de fermenter plus ou moins rapidement le lactose
avec production d'acide et de gaz a 30 - 37°C.

Pour leur numération, nous avons utilisé la technique de tubes multiples qui nous permet de
donner les résultats en Nombre le plus probable (NPP) pour 100 ml d’ échantillon.

La colimétrie passe par 2 tests :

* Test présomptif
Letest présomptif consiste a ensemencer I’ échantillon suivant la technique des tubes multiples.
Apres 24 — 48 heures, les tubes présumeés positifs présentent une turbidité et une production de
gaz visible dans la cloche de Durham.

» Test confirmatif
Au test de confirmation, on caractérise les coliformes dans leur ensemble (coliformes totaux)
et les coliformes fécaux ou coliformes thermotol érants :

Coliformes totaux

A partir du tube présumé positif au test présomptif, on repique une anse bouclée de culture en
Mac Conkey ou de bouillon lactosé billé au vert brillant (BLBVB) quel’ onincube a 37°C pen-
dant 24 heures. S'il y a pousse, ¢’ est-a-dire trouble dans le milieu et production de gaz, on
considére que le test de confirmation est positif.

Coliformes fécaux

A partir du tube présumé positif au test présomptif, on repique une anse bouclée de culture en
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Mac Conkey que I’on incube a 44 +0,5°C pendant 24-48 heures et le milieu urée indole que
I’on incube a 37°C pendant 24-48 heures. S'il y a pousse, ¢’ est-a-dire trouble dans le milieu
Mac Conkey et production de gaz, on conclut a la présence de coliformes thermotol érants ou
fécaux dans |’ échantillon.

RECHERCHE ET NUMERATION DES STREPTOCOQUES FECAUX

L es streptocoques fécaux sont des aérobies-anaérobies facultatifs faisant partie des indicateurs
de contamination fécale mais plus résistants dans le milieu extérieur que les coliformes. Pour
leur mise en évidence dans les échantillons, nous avons utilisé la méthode du Nombre le Plus
Probable (NPP).

» Présomption
L’ échantillon brut est ensemencé dans une série de 9 tubes contenant 10ml de milieu de Rothe.
Aprés 24 heures d’ incubation & 37°Cn, | e tube présentant une louche microbienne est considéré
comme suspect.

» Confirmation
A partir du tube présumé positif, et aprés agitation, nous ensemencons par stries avec une anse
bouclée une boite de pétri contenant le milieu d’identification des streptocoques : D-Coccosal.
Lalecture est faite 24 heures aprés I’ incubation a 37°C. Les streptocoques du groupe D se pré-
sentent sous forme de petites colonies translucides entourées d’ un halo noir sur le milieu.

RECHERCHE ET NUMERATION DES ANAEROBIES SUFFITO-REDUCTEURS (ASR)

Les sulfito-réducteurs sont des bactéries anaérobies strictes Gram positifs appartenant au genre
Clostridium.

Pour leur mise en évidence dans les échantillons, on procéde de la fagon suivante :

L’ échantillon brut et ses dilutions sont ensemencées dans un tube contenant de la gélose
viande-foie (v.f) en surfsusion et stérilisé auquel on goute extemporanément 0,5 ml de citrate
ammoniaca de fer et 0,5ml de disulfite de sodium. Dans 10 ml de gélose viande-foie, nous
ensemencons 1 ml de I’ échantillon brut ou de ses dilutions puis refroidissons immeédiatement
le tube &1’ eau de robinet et incubons pendant 24-48 heures a 37°C.

Apres 24-48 heures d'incubation, nous procédons a la numération des colonies caractéristi-
ques, distinctes, formant des points noirs. Le nombre rapporté ala dilution donne le nombre de
colonies.

3.3.5.2. Examens parasitologiques de I’ eau de lavage des produits agricoles

- Introduire dans un tube a centrifuger un volume de 50 ml d’échantillon (de préférence 2
tubes par échantillon);

- Centrifuger pendant 10 min a 4000 tr/min ;

- Jeter d'un seul coup le surnageant ;

- Homogénéiser le dépbt ;

- A l'aide d'une pipette Pasteur, déposer une goutte de dépbt sur une lame ;
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- Couvrir avec une lamelle ;
- Porter le dispositif al’ observation au microscope.

3.4. Indicateurs pour |’ estimation visuelle, tactile et olfactive
de I’ hygiénisation des excréta hygiénisés et des produits agricoles

3.4.1. Indicateurs pour I’ estimation de I’ efficacité de I hygiénisation des feces

Il s'agit de s attarder ici, sur I’ appréciation macroscopique surtout et dire que les féces bien
hygiénises doivent étre secs, friables et inodores, dont la consistance rappelle un sol friable.

3.4.2. Indicateurs pour I’ estimation visuelle, tactile et olfactive de I hygiénisation des pro-
duits agricoles

L’ évaluation sensorielle est une discipline scientifique chargée d’ évaluer, de mesurer, d’ analy-
ser et d'interpréter les réactions aux caractéristiques des aliments et des matieres tels que per-
cus par les sensde lavue, del’ odorat, du go(t et de |’ ouie. Cette évaluation est réalisée par des
consommateurs potentiels ou par des gens bien sélectionnés pour les divers tests ou épreuves.
Il existe :

- des techniques sensorielles de différentiation

- des techniques sensorielles de notation et de cotation

- des techniques sensorielles analytiques ou descriptives.

Nous présentons les différentes techniques d'évaluation sensorielles dans les différents
tableaux ci-dessous.

Les résultats des tests sensoriels seront traités par ANOVA

Ce n'est qu'en utilisant différentes techniques d évaluation sensorielle des produits cultivés
gue |’ appréciation des consommateurs sera évaluée de maniére scientifique.
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Tableau 1 : Techniques sensorielles de différenciation

LES METHODES DE DIFFERENCIATION

NOM

MODALITES DE MISE EN

(EUVRE

AVANTAGES

INCONVENIENTS ET
PRECAUTIONS

L’épreuve triangulaire

Elle consiste a présenter 2 produits
dont I'un est répété. Le sujet regoit
donc 3 produits codés et il est invité a
déterminer les produits non répétés

Aisée a comprendre
Résultats faciles a
interpréter

Epreuve type de
discrimination quand la
(ou les) caractéristique (s)
modifiée(s) n’est (ne sont)
pas supposée (s) a priori.
- Les différences
recherchées entre produits
sont généralement tres
faibles (sinon I'animateur
ferait appel a une épreuve
plus économique telle que
I’épreuve par paire).

Veiller a présenter les
échantillons un nombre égal de
fois dans chacune des trois
positions

Eliminer toutes les causes qui
pourraient entrainer des variations
entre les échantillons (différence
de température, quantité
présentée..)

Codage des produits. Eviter les
associations implicites entre
codes.

Comme cette épreuve consiste a
demander de déterminer
I’échantillon non répété, le sujet
prendra en compte toutes les
informations sensorielles dont il
peut disposer.

L’épreuve A —non A

Elle consiste a apprendre au sujet a
reconnaitre le produit A (sauf s’il est
supposé le connaitre au préalable) et a

lui proposer ensuite, une série de
produits, le sujet étant invité a

déterminer pour chaque produit s’il

est ou non identique a A

Elle est recommandée
pour les échantillons
alimentaires ayant un
arriere-got tenace
- Economique puisqu’elle
peut étre réalisée avec
deux produits seulement.
- Adaptée ala
détermination des seuils.

Eliminer toutes les causes qui
pourraient entrainer des variations
entre les échantillons (différence
de température, quantité
présentée,...)

Utile d’ajouter une question
complémentaire portant sur la
nature des différences pergues.

Tableau 1 : Techniques sensorielles de différenciation (suite)

LES METHODES DE DIFFERENCIATION

NOM MODALITES DE MISE EN AVANTAGES INCONVENIENTS ET
(EUVRE PRECAUTIONS

Elle consiste a présenter 2 produits - Elle est recommandée pour les |-  Eliminer toutes les causes qui
' dont I’un est répété et représenté échantillons alimentaires pourraient entrainer des variations
E comme témoin. Le sujet recoit donc 3 présentant un arriére-gofit entre les échantillons (différence de
o produits, I'un est indiqué intense, car elle exige moins de température, quantité présentée..)

2 explicitement comme témoin et le prise d’échantillons que - Utile d’ajouter une question

E_ sujet est invité a déterminer parmi les I’épreuve triangulaire. complémentaire portant sur la nature
9 .E produits celui qui est identique au des différences pergues.

= 8 témoin.

5 produits sont proposés au sujet :il | Excellente épreuve de sélection - Difficile lorsque le sujet est peu

doit les répartir en deux classes de 3 puisqu’il n’existe que peu de modifié

produits et de 2 produits. chances pour qu’un individu ne - Implique que la nature des

percevant aucune différence entre différences soit spécifiée.
échantillons, obtienne un résultat - Eliminer toutes les causes qui
g correct pourraient entrainer les échantillons
j (différence de température, quantité
2 présentée.)
E_ - Utile d’ajouter une question
9 complémentaire portant sur la nature
= des différences percues.

C’est une épreuve de classement qui - Facile a pratiquer - Doit étre impérativement utilisée a
£ porte sur deux produits. - Efficace du point de vue la place de I’épreuve triangulaire si la
g sensoriel. différence recherchée peut tre
5 - Adaptée aux petits enfants et déterminée par I’expérimentateur.

;"‘ aux illettrés.
5
&
&
=
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Tableau 1 : Techniques sensorielles de différenciation (suite)

LES METHODES DE DIFFERENCIATION

NOM MODALITES DE MISE EN AVANTAGES INCONVENIENTS ET PRECAUTIONS
(EUVRE
Proche de I’épreuve duo-trio mais au |- Interprétation aisée Les produits testés doivent présenter des
% lieu de présenter au sujet un témoin, différences peu marquées.
2 T |on lui présente un témoin et un autre Eliminer toutes les causes qui pourraient
¢ 8 |échantillon. Apres les avoir examinés entrainer des variations (différence de
§ £ | attentivement, les produits lui sont température, quantité présentée...)
& % | retirés puis représentés i nouveau Utile d’ajouter une question
o comme inconnus. Il doit alors les complémentaire portant sur la nature des

identifier.

différences percues.

L’épreuve multiple
standard

Utilisée quand le témoin ne peut Etre
représenté par un seul produit, par
exemple quand il existe une variabilité
importante. On présente au sujet
plusieurs standards représentant le
produit type (présentant des facettes
1égerement différentes du produit
type) ainsi que I’échantillon inconnu.
Le sujet est alors invité a choisir
I’échantillon qui differe le plus de tous
les autres.

Résultats assez fins

Les produits testés doivent présenter des
différences marquées.

Interprétation délicate.

Eliminer toutes les causes qui pourraient
entrainer des variations entre les
échantillons (différence de température,
quantité présentée... )

Utile d’ajouter une question
complémentaire portant sur la nature des
différences percues

Tableau 1 : Techniques sensorielles de différenciation (suite)

LES METHODES DE DIFFERENCIATION

NOM MODALITES DE

MISE EN (EUVRE

AVANTAGES

INCONVENIENTS ET PRECAUTIONS

L’épreuve quandrangulaire ou
tétraédrique

sice n’est que les

tous deux répétés

Ce test est identique a | -
I’épreuve triangulaire | -

deux produits sont -

Aisée a comprendre.

Résultats assez faciles a
interpréter.

Epreuve de discrimination
quand la (ou les)
caractéristique(s) modifiée(s)
n’est (ne sont) pas supposée(s) a
priori.

Les différences recherchées
entre produits sont généralement
trés faibles (sinon 1’animateur
ferait appel a une épreuve plus
économique telle que 1’épreuve
par paire).

Les produits testés doivent présenter des
différences peu marquées.

Eliminer toutes les causes qui pourraient
entrainer des variations entre les
échantillons (différence de température,
quantité présentée...)

Utile d’ajouter une question
complémentaire portant sur la nature des
différences percues.

Parmi les échantillons-essais, un ou

L’épreuve de quantification

lement

énéra
introduits sans que le sujet en soit

deux témoins cachés sont g

les différences par
rapport a un témoin

sont interprétés par rapport aux

informé. Dans ce cas, tous les résultats
témoins cachés.

Elle consiste a -
quantifier sur un axe, |-

Assez facile a interpréter
Résultats assez fins.

Les produits présentés doivent présenter
des différences peu marquées.

Eliminer toutes les causes qui pourraient
entrainer des variations entre les
échantillons (différence de température,
quantité présentée...)

Utile d’ajouter une question
complémentaire portant sur la nature des
différences.
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Contrairement a ce que nous avons pu recueillir lors des trois entretiens sus-nommes, les tests
sensoriels ne peuvent prétendre remplacer les tests de produits car :

- lls ne remplissent pas les mémes objectifs ;
- lls ne s adressent pas aux mémes individus.

Un détournement des objectifs des tests de produits consiste, entre autres, en |’insertion de
guestions sensorielles dans les tests de produits.

Selon les responsables d’ études interrogeés, cette prise de position s explique par :
- une recherche de diminution des co(ts des études réalisées. Associer des questions senso-
rielles aux tests de produits permet de réaliser deux testsen un ;

Tableau 2 : Techniques sensorielles de notation et de cotation

LES METHODES DE NOTATION ET DE COTATION

classer ces produits par ordre
d’intensité ou de degré selon un
crittre donné.

NOM MODALITES DE MISE EN AVANTAGES INCONVENIENTS ET
(EUVRE PRECAUTIONS
L’épreuve de |Elle consiste a présenter une |-  Aisée a comprendre - Ne permet pas la comparaison de deux
classement série de produits. Le sujet doit|- Correspond a une pratique |jeux de résultats méme lorsque les

courante chez I’individu
habitué a hiérarchiser son
univers.

témoins sont insérés dans chaque jeu.

L’épreuve de
classement en
blocs
incomplets

Elle consiste a présenter un grand | -

nombre de produits. Le sujet doit
classer.

Adaptée quand le nombre de
produits a juger est trop
important. En fonction du
nombre de sujets et de
produits, on indique le nombre
de répétitions par produit et
par sujet.

- Assez lourd.

- Délicat a interpréter.

- Eliminer toutes les causes qui
pourraient entrainer des variations
entre les échantillons (différence de
température, quantité présentée.)

- Utile d’ajouter une question
complémentaire portant sur la nature
des différences percues.

Les épreuves
de cotation

Le sujet est invité & attribuer & un | -

produit des catégories qui sont
Proposés.

Dans la cotation, les catégories
sont ordonnées sur une échelle
(ex : recherches de différents
défauts d’un produit).

Aisée & comprendre

- Délicat a interpréter.

Les épreuves
de notation

Les épreuves
d’intervalle a
échelle
structurée

Le sujet est invité a attribuer & un
produit des catégories qui sont
proposées.

Le sujet attribue une note selon
un baréme préétabli (échelle
structurée).

Démarche assez naturelle

Veiller a proposer une échelle adaptée
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Tableau 2 : Techniques sensorielles de notation et de cotation

LES METHODES DE NOTATION ET COTATION

NOM

MODALITES DE MISE EN
(EUVRE

AVANTAGES

INCONVENIENTS ET
PRECAUTIONS

Les épreuves
d’intervalle 2
échelle non
structurée :
Pépreuve de
Pestimation de
la grandeur ou
« magnitude
estimation » de
Stevens
Moskowitz
(1980)

Le sujet dispose d’un produit
de référence auquel il attribue
une note. II est ensuite invité a
donner des valeurs chiffrées
proportionnelles aux intensités
de sa réaction face a chaque
stimulus qui lui est présenté. La
valeur attribuée au produit
témoin est laissée au libre
choix de 'individu. Il convient
donc de ramener toutes les
valeurs de chaque sujet & une
méme valeur témoin, lors de
Ianalyse statistique.

Maitrise rapide de la technique
par le sujet apres une courte
période d’entrainement
Remplace I'utilisation de la
méthode d’échelle, d’intervalle
avec laquelle le sujet a souvent
une certaine répugnance a
utiliser les deux points
extrémes. Le sujet est
parfaitement libre dans sa
notation.

Elle est sensible et permet la
mesure de faibles différences de
perception.

Elle est fidele et ne se déforme
pas au cours du test méme
quand celui-ci est long.

Elle permet d’obtenir des notes
d’attributs comparables,
traitables par 1’outil statistique.

Interprétation statistique difficile
ou discutable lorsque I’épreuve est
conduite comme si les conditions
d’une échelle d’intervalle étaient
respectées.

On peut s’interroger sur la phase
d’apprentissage : I’association

« degré » est-elle toujours réfléchiq
et réalisée selon une démarche
similaire chez chaque individu ?
Ces associations sont-elles stables
au cours du test ?

Tout individu est-il capable de
procéder correctement a cette
association et reste-t-il cohérent
dans le temps ?

Tableau 3 : Techniques sensorielles analytiques ou descriptives

Elles sont souvent dans la pratique des épreuves de classification ou de cotation,
puisqu’ elles consistent a identifier les propriétés d’ un ou de plusieurs échantillons. Elles
présentent toutefois deux traits particuliers :

- I'ordre dans lequel les propriétés sont percues est imposé
- les catégories ne sont pas toujours définies dans le détail ; parfois, seules les grandes classes
sensorielles sont définies (aspect, parfum, saveur, texture, couleur) et le sujet doit trouver ui-
méme |es catégories utiles.

Si le juge est invité non pas a coter mais a noter chaque caractéristique, |’ épreuve descriptive
reléve de |’ épreuve de notation.

- Les demandes répétées des spécialistes en marketing qui souhaitent multiplier le nombre
de questions dans les tests de produits et de recueillir ainsi des informations variées et pré-
cises. Cette tendance, soulignée par neuf experts interrogés sur douze, répond a un besoin
de sécurité ;

- L’interrogation fréguente de « pseudo-experts » remplace les consommateurs novices
dans certains tests de produits. Comme I’ explique un des coordinateurs d’ études intervie-
weés : « Un consommateur fidele a un produit est un expert dans le sens ou il percoit tout
changement éventuel mais n’en est pas un dans |’ acceptation sensorielle du terme car il
mangue de vocabulaire pour « décrire » lesvariations ».
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