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Réesumeé

Le but de ce présent travail est une analyse halctgique et physico-chimique de 28
échantillons d’eaux embouteillées de 7 marquesmaliés collectées sur différents points de la
chaine de distribution (usine, supermarché et émgiau niveau de la ville de Feés. La technique
de la membrane filtrante a été utilisée pour lheeche et le dénombrement des coliformes,
entérocoques intestinauxkteudomonas aerugingsacotés de ces germes on a procéde
également a la recherche et le dénombrement dewgeevivifiables a 22 °C et a 37 °C, ainsi
que les anaérobies sporulés sulfito-reductebiss(ridia). L'analyse physico-chimique a porté
sur un dosage qualitatif de 3 ions ; cuivre, nésagt nitrites par I'utilisation du Kit Lovibond
2000, ainsi qu’une mesure de la conductivité ékpatret du pH.

Les résultats des analyses bactériologiques ontrémgue les eaux analysées étagxeimptes
de coliformes totaux et fécaux, entérocoques iim&sx, Pseudomonas aeruginosa

anaeérobies sporulés sulfito-réducteurs et doncocord@s aux normes nationales fixées. Par
contre le dénombrement de la flore mésophile aérmbale (FMAT) a montré qu&% des
échantillons analysées dépassaient la limite fpegdes normes nationales pour les germes
revivifiables incubés a 37 °C 88% pour la les germes revivifiables incubés a 37 °C.

Les résultats des analyses physico-chimiques ontrénque les valeurs trouvées étaient
conformesaux normes nationales ainsi que I'étiquetage raené sur la bouteille, ainsi Le pH
mesuré a été entie701et8.175, & conductivité électrique a été comprise ehf@et1184

pnS/cm, et les proportions du cuivre, nitrite etatg mesurées étaient respectivemeéht mg/I,
<0.05 mg/let<10 mg/l




Présentation du Laboratoire régional de diagnosti@pidémiologique et
d’hygiéne du milieu de Feés :
* HISTORIQUE :

En 1977 Le Ministére de la Santé a créé des latioeat”’a visée préventive”: les Laboratoires
de Diagnostic Epidémiologique et d’'Hygiene du MilieDEHM). lls constituent une structure
d’appui indispensable pour la surveillance épidéogioue des maladies infectieuses et
transmissibles et pour les programmes sanitairédidistére de la Santé dans le cadre de
I'Hygiene de I'environnement. Actuellement il exdst2 LDEHM, Le laboratoire de Fes fait
partie des11 laboratoires régionaux qui ont viole g partir des années 80. Il est implanté a
I'H6pital ELGHASSANI et est individualisé des Lalaoires d’analyses cliniques et de
transfusion.

* Organisation fonctionnelle du LRDEHM :

= | aboratoire régional de diagnostic épidémiologiguet d’hygiene du milieu
de Fes:

» Unité d’Hygiene :
“*Analyses microbiologiques des eaux et des aliments,
“*Analyses microbiologiques de I'environnement hcst.
» Unité de toxicologie :
* Analyses physicochimiques des eaux,
+» Toxicologie des aliments (Recherches aflatoxine<3aM).
» Unité des maladies parasitaires :
+“+ Microscopie du paludisme, de leishmaniose cutahde bilharziose,
+ Diagnostic Immunologique du paludisme.
> Unité d’Entomologie :
+¢ ldentification de moustiques,
+¢+ Suivi de la sensibilité OMS des insectes aux pestsc

= Mission du LRDEHM :

* Soutien au programme de prévention et de lutteredes maladies infectieuses et
transmissibles.

* Appui technique (Diagnostic et confirmation des axi&s) pour les structures de soins
de santé de base (RSSB).

= Assurance gualité au LRDEHM:




* Une politique d’assurance qualité est mise en cgparde LRDEHM pour obtenir et
garantir la qualité des analyses (NM ISO/CEI 170389001).

» Un systeme statistique informatisé est mis en giacde LRDEHM pour le traitement
des résultats d’analyse.

» Rattachement du LRDEHM :

Le LRDEHM est rattaché au SIAAP et a la Directiodgi®nale de la Santé de Fes. Il est
€également en étroite relation avec [Institut Na#ibb d’'Hygiene et la Direction
d’Epidémiologie et de Lutte contre les MaladieR@#bat.

= Clients du LRDEHM :

Le LRDEHM couvre les besoins des délégations mésticdes provinces et préfectures de la
région Fés- Boulomane (centres de santé, Hopitaoxinciaux, Services Préfectoraux

d’'Hygiene du Milieu, Contréle Sanitaire aux from&s) ainsi que ceux des Bureaux
Communaux d’Hygiene, CHU Hassanll...




Semmalre

I-Introduction générale: ..............veiiiiim e 6
1- Eaux de CONSOMMALION........ceeieiiiiiiiinaaae e e e e e e e e e e e e eeeeeeeeeees 7
1.1- Eau embOULEIlIEE ... 7.
1.2- Eau minérale naturelle : ..o 9
1.3- EQu CONAItIONNEES .. ..o 9..
1.3.1- Eaux définies par leur origine : ......cccevvvvveevvveiriniiiiineneeenn. 10
1.3.2- EQUX PrEPAIEES : ..oeviiiiiieeieeeeeeieeeeeeeeaeeeeseesssnnenereeseeeeeees 10
1.4- EAU 08 SOUICE : ...uuiiiiiiiiiiiiiieeeeieeeesssee e ettt e e e e e e e e e e e e e e e s s e aainnes 10
1.5-Eaudetable i ... 10
2- Salubrité des eaux embouteillées :........ccccuviiiiiiiiiiiiiiinnnn. 11
3- Impact Environnemental des eaux embouteillées............. 11
lI- Evaluation de la qualité de I'eau embouteillée........... 12
1- INtrOAUCTION & ..ot e e e 12
1.1 Qualité des eaux embouteillées : ... 13
1.2- ODJECHT & e 15
2- Matériels et MEthodes :.........c.eeevvieiiiiiiie e, 15
2.1- Echantillonnage ..........ouueueuiiiiiiie e 15
2.2- DISPOSILITS .ceiiieeiiiiitiiiiee e e e e e e e e e e e e e 15
2.3- Milieux de CURUIe : .......oviiiiiiiiiieeee 17
2.4- Analyse bactériologique des eaux embouteillées...........ccccc....... 18
2.5- Analyse physico-chimique des eaux emboutedi: ..................... 20
3- Résultats et DISCUSSION : ......ccuviiiiiiiiiiiaeeeeeee e 22
3.1- Résultats d’analyse Bactériologique :...e..eceeeiiieeeeeeeeeireeeeeiinnns 22
3.2- Résultats d’analyse physico-chimique : ...cc.ccoeeeeiiieeieiiiiieeeeeiin, 29
Ill- _Conclusion et Recommandations : ..............cceem..... 32
I V-Références bibliographiques :........ccccccoceee e, 33

I-Introduction générale




L'histoire de I'eau embouteillée, commence avde dels eaux minérales, déja connues du
temps des Celtes et des Gaulois pour leurs vdrémageutiques et transportées a travers
I'empire européen dans des amphores (vase andeuxanses, haut et a col étroit). Tout au
long du XVle jusqu'au XVllle siecle, les porteuteali se multiplient et approvisionnent
I'élite en lui livrant I'eau dans des jarres enet@uite, lui permettant ainsi de poursuivre sa
cure thermale a domicile. Pour les moins riche8ltie domestique au sable et gravier ou au
charbon demeure plus accessible pour bénéficiaedneilleure eau. Son utilisation fut trés
répandue dans la seconde moitié du XIXe siecleia.FRarallélement, des épidémies
dévastatrices de typhoide et de choléra, causééds pantamination des puits, amenérent
plusieurs citoyens a se tourner vers I'eau min@mleouteillée, d'autant plus que le tres
respecté Pasteur avait affirnié&\lous buvons 90% de nos maladies."

Vers 1900, grace aux progrés de la microbiologigurification de I'eau par I'ozone mit fin a
['utilisation des filtres de méme qu'au métier detgur d'eau, en Europe. Les porteurs d'eau
existent toujours en Afrique. Il faudra cependdteradre la fin de la Seconde guerre mondiale
pour que I'eau minérale se débarrasse de son ideayemede”. L'explosion de la
consommation d'eau embouteillée principalementwgnte se fait immédiatement apres la
guerre 39-45. Suite a d'intenses bombardementsalegisations et aqueducs furent mis a
dure épreuve, il fallait donc livrer I'eau dans destenants. En général, 'augmentation de la
consommation d'eau embouteillée est intimementligdéveloppement rapide de la société
occidentale, a I'urbanisation, a la dégradatiotet®ironnement, au progrés technique et a
I'élévation du niveau de vie.

Les besoins individuels en eau de boisson somhésta environ 2 litres par jour pour un
adulte. Un nombre croissant de personnes se toersdes eaux de bouteille pour répondre a
une partie ou a l'intégralité de ces besoins iddigis quotidiens. Les eaux en bouteille sont
percues comme étant plus slres et de meilleur@é&uahns les pays industrialisés, les
consommateurs cherchent a retrouver la sécuriteeataire perdue suite aux nombreux
scandales de l'agro-industrie et dans les paygeslappement, ils cherchent a se protéger
contre les maladies hydriques. Méme dans les payé&figiant d'un accés a une eau de
boisson sdre, les consommateurs préferent parfpisrgser jusqu'a 1000 fois plus pour boire
de I'eau en bouteille. La consommation d'eau etellmuprogresse régulierement dans le
monde, aussi au Maroc, depuis une trentaine d'anAéesein de l'industrie de I'alimentation
et des boissons, le secteur des eaux en bout#lle plus dynamique: la consommation dans
le monde augmente, en moyenne, de 12% par anpénddéorix excessivement éleve de
I'eau en bouteille par rapport a I'eau du robifieugik ALAMI, 2008).

1- Eaux de consommation

1.1- Eau embouteillée

L'eau embouteillée est de I'eau qui a été embd#és des contenants scellés pour la

consommation humaine. Il peut s'agir d'eau provied@nliverses sources (Fig. 1), incluant des
sources, des aquiféres ou des réseaux municipaugeqt étre traitée pour la rendre propre a la
consommation humaine ASTE CANADA).




La consommation mondiale d’eaux embouteilléesaarati 54 milliards de litres (41milliards
de gallons) en 2004, en hausse de 57 pour ce®8dexlliards de litres consommés cing ans
plus t6t. Méme dans les zones ou I'eau du robstgi@able, la demande pour I'eau
embouteillée est en augmentation produisant agsdéchets inutiles et en consommant de
grandes quantités d’énergie. Bien que dans le monldstriel I'eau embouteillée n’est
souvent plus saine que I'eau du robinet, il pedit@ojusqu'al0.000 fois plus. A moins de $
2,50 par litre (10 $ le gallon), 'eau embouteilt#®ite plus que I'essence. Les Etats-Unis est
le premier consommateur mondial de I'eau avec 2lGandgis de litres en 2004, soit environ un
verre de 8 onces par personne chaque jARTEPOLICY INSTITUTE, 2006).

|
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Figure 1 : Les sources d’eau souterra{h&p://home.howstuffworks.com/bottled-waterl.htm)

Au Maroc, un individu boit en moyenne 11 litresadieen bouteille par an, ce qui est faible en
comparaison avec les pays européens qui consonpaats jusqu'a 189 litres par an et par
habitant. Méme au sein des pays du Maghreb, le lRogaccuse un retard, la consommation
tunisienne étant de 22 litres par an et par habtanqui représente le double de la
consommation marocaine). Ce marché connait cependarcroissance annuelle de I'ordre
de 6%. L'eau en bouteille est encore percue commpeaduit cher. Elle est d'ailleurs
considérée fiscalement comme un produit de lusetaees représentant 33 a 35% du prix de
vente, qui se situe aux alentours de 5.5 DH laébeid'un litre et demie (@UFIK ALAMI,

2008).
Source China Water & Drinkdnc. 2007 Annual Repo!
Figure
2:
s
1108 1108 1078
13- ¥
Ueded Moo woby  Eelobien  Fojees  CSeesapn Seotn tohasses  Ueded  doesany  Slabol
Arab States ByETage
Emirates




Consommation de I'eau embouteillée en 2007 (Laashabitant)

N.B\ L'objectif des nations unies du millénaire poudtveloppement durable appelle a réduire
de moitié la proportion des personnes n’ayant pegésade fagcon durable & I'eau potable d'ici
2015. Atteindre cet objectif exigerait de doubemontant de 15 milliards de dollars par année
gue le monde dépense actuellement pour I'approvigiment en eau ainsi que les systemes
d’assainissements. Bien que cette somme puissirpanaportante, elle n’est rien en
comparaison deB00 milliards de dollarsdépensés chaque année sur 'eau embouteillée (Earth
policy institute).

1.2- Eau minérale naturelle

L’eau minérale naturellest une eau qui se distingue nettement de I'edaoidson ordinaire
(CobEX STANDARD108-1981) du fait que:
a) Elle est caractérisée par sa teneur en certdmsng@éraux, les proportions relatives de ces
sels et la présence d’oligo-éléments ou d’autrestdoants;
b) Elle provient directement de nappes souterraiaesi@s émergences naturelles ou forées
pour lesquelles toutes les précautions devraieatpgises afin d’éviter toute pollution ou
influence extérieure sur les propriétés physiguebieniques de I'eau minérale naturelle;
c) Elle est constante dans sa composition et stale sbn débit et sa température, compte
ddment tenu des cycles de fluctuations natureliegumes;
d) Elle est captée dans des conditions qui garanti$s@ureté microbiologique et la
composition chimique de ses constituants essentiels
e) Elle est conditionnée a proximité de 'émergenedadsource avec des précautions d’hygiéne
particulieres;
f) Elle n’est soumise a aucun traitement autre que aatorisés par la présente norme.
Une eau minérale naturelle ne peut étre que dhaigputerraine, et s'étre constituée a I'abri de
tout risque de pollution. Microbiologiquement sades I'origine, elle n'est perturbée par
aucune contamination d'origine humaine. La prideigaractéristique de I'eau minérale
naturelle réside dans sa pureté originelle quilestexigence de la réglementation. Les eaux
minérales naturelles ont une composition physidottjue stable qui peut leur permettre de se
Voir reconnaitre des propriétés favorables a |gés&ille est donc définie reglementairement
par trois critéres majeurs :

*Absence de tout traitement ou d'addition de prisdthimiques,

*Sa pureté originelle a la source et donc I'absdedeut polluant d’origine humaine,

*Une composition minérale définie, parfaitemenblkgat garantie. (Union fédérale des

consommateurs francaise).

1.3- Eau conditionnées

Les eaux conditionnéeaitres que les eaux minérales naturelles sontailesdestinées a la
consommation humaine qui peuvent contenir desnsigléraux, présents a I'état naturel ou
ajoutés intentionnellement; elles peuvent égaleroentenir du gaz carbonique, présent a I'état
naturel ou ajouté intentionnellement; mais ellesloigent pas contenir des sucres, des
édulcorants, des aromatisants ou autres alimeZ®EX STANDARD 227-2001)0n distingue :




1.3.1- Eaux définies par leur origine

Les eaux définies par leur origine, qu’elles sb@arigine souterraine ou de surface, visées
par la présente norme. Elles présentent les caisitjges suivantes (EDEX STANDARD 227-
2001):

a) Elles proviennent d'une ressource environnemesfaeifique sans passer par un systeme
communautaire d’alimentation en eau;

b) Des précautions ont été prises a l'intérieur dendres de protection ceinturant les zones de
vulnérabilité afin d’éviter toute pollution ou infnce extérieure sur les caractéristiques
microbiologiques, chimiques et physiques de I'ediarégine;

c) Des conditions de captage qui garantissent lerat@unicrobiologique d’origine et les
éléments essentiels relatifs a leur compositiomajue d’origine;

d) Sur le plan microbiologique, elles conviennenpemanence a la consommation humaine
des leur captage et elles sont conservées dagtat@ar I'adoption de mesures particulieres
d’hygiene jusqu’a leur conditionnement et au calg<elui-ci.

e) Elles ne sont sujettes a aucune modificationaiietment autres que ceux qui sont
autoriseés.

1.3.2- Eaux préparées

Les eaux préparées sont des eaux qui ne réponaeattputes les dispositions établies pour les
eaux définies par leur origine. Elles peuvent pnavee tout type de source
d’approvisionnement (QDEX STANDARD 227-2001).

1.4- Eau de source

Les eaux de source sont comme les eaux minéraie®les, exclusivement d'origine
souterraine, microbiologiquement saines, présergdéda pollution d'origine humaine, et aptes
a la consommation humaine sans traitement ni atifonautres que ceux qui sont autoriseés.
Contrairement aux eaux minérales naturelles, lemposition n'est pas systématiquement
stable. Les eaux de sources répondent aux ménesrile potabilité que I'eau du robinet.
Par ailleurs, leur nom commercial n'est souventspasifique a une source. Tout en restant
conforme aux régles de I'étiqguetage, une méme ragrgut parfois recouvrir plusieurs sources
et donc avoir des compositions minérales différe(itlion fédérale des consommateurs
francaise).

1.5- Eau de table

L’eau de table (ou I'eau purifiée) provient soitr@ source protégée souterraine ou a partir
d'un réseau municipal d'eau potable (eau du robiBl¢ a été déminéralisée et traitée par

un ou plusieurs procédés (comme la filtration,ifdilthtion, I'ozonisation, I'osmose inverse et
le traitement par lumiere UV) pour éliminer lesides dissous. Sil'eau provient d’'une source
d’eau municipale qui utilise du chlore comme désitdnt, le fabricant peut également traiter
I'eau pour éliminer le chlore.




2- Salubrité des eaux embouteillées

Bien que I'on utilise couramment I'expression «eaubouteille », il serait plus exact de parler
d'eaux conditionnées. Le terme « eaux en boutefleut manquer de précision. En effet, I'eau
destinée a la consommation est aussi vendue darcadettes, des boites métalliques ou méme
des sacs en plastique. D'une maniére généraleyaampte elle est conditionnée dans des
bouteilles en verre ou en plastique jetables. Guvie des bouteilles de diverses tailles, qui vont
des petites bouteilles individuelles aux grossegbones de 80 litres.

L'eau de boisson peut étre contaminée par toutesssd'agents chimiques, microbiens ou
physiques qui, a de fortes concentrations, peuvente a la santé. Parmi les agents
chimiques, on peut citer le plomb, I'arsenic dvdazene. Les agents microbiens peuvent étre
des bactéries, Vfbrio cholerae, Salmonella typhet Salmonella paratyphi; Legionella
pneumophila ; Campylobacter jejumu E. coli...) des virus (le virus de I'hépatite A ;
Chlamydia trachomatis...)et des parasites(Crytosporidium parvum ; Schistosoma
haematobium...)Au nombre des risques physiques figurent les édatsverre et les
fragments de métal (Organisation Mondiale de Santé)

3- Impact Environnemental des eaux embouteillées

La majorité des bouteilles en plastique ne sonrgagclables, du coup ces bouteilles vont
s’accumuler et participeront au remplissage infades décharges a travers le monde.
Ajoutons a cela le fait que la biodégradation dasfijue se fait a un rythme tres lent, donc ces
déchets vont rester dans nos sites d’enfouissetiesntentaines d’années a venir. Selon un
rapport de 2001 du Fond mondial pour la nature (WWHhviron 1.5 millions de tonnes
de plastique sont dépensés dans la mise en beudeiB9 milliards de litres d'eau embouteillée
consommeée chaque année. L’incinération des baedeililisées produit des sous produits
toxiques tels que le gaz du chlore et des cendm&®icant des métaux lourds qui peuvent donc
poser un risque sanitaire. Outre le grand nombigodéeilles en plastique produites
chaque année, I'énergie requise pour fabrigueamsporter ces bouteilles sur le marché peut
causer I'épuisement des combustibles fossiles.i Rinstitut de recherche ‘Pacific Institute’
estime qu’en 2006 :

= La production des bouteilles pour la consommatimgrécaine a nécessité I'équivalent

de plus 17 millions de barils de pétrole, ne comang pas I'énergie pour le transport.

= La mise en bouteille de I'eau produit plus de 2iBions de tonnes de CO
= [l afallu 3 litres d’eau pour produire un litreediu embouteillée.

Les compagnies des eaux embouteillées, en raislmudastilisation anarchique des
ressources précieuses et leur production deangilide bouteilles en plastique
ont présenté une forte pression sur I'environnement




II- Evaluation de la qualité de I'’eau embouteillée
1- Introduction

L'augmentation spectaculaire de la consommatidiede en bouteille dans le monde entier a
éte attribuée a des consommateurs préoccupés paliution croissante de I'eau

et leur opposition aux godts et des odeurs offessws-a-vis de I'eau d’approvisionnement
municipale, ainsi que le fluorure, le chlore eutfas additifs. La promotion tres réussie des
industriels de I'eau en bouteille en tant que prioplure et impeccablement propre, sans danger
pour la consommation humaine a grandement contabisbservation de 'augmentation de ce
produit alimentaire. En outre I'eau embouteillé&é&commercialisé comme idéal pour les
nourrissons (préparation du lait maternisé ou ddsabioisson), pour I'eau de la

reconstitution des aliments, et en particulier deampersonnes immunodéprimées. Ces
personnes a risque élevé doivent consommer |redoweillée, qui est libre de potentiels
agents pathogenes, afin d’éviter un danger montebaséquenceBharath et al., 2003.

Il est bien connu que I'eau minérale naturelleasaatérise par sa flore bactérienne, sa
composition chimique et physique. La quantité diéole microbienne de I'eau de source est
généralement élevée. L'eau de source contient ioreffare naturelle caractérisée par une
prédominance des bactéries Gram-négatives, compaségalement des genres
Achromobacter, Flavobacterium, Alcaligenes, Acibatier, Cytophaga, Moraxellet
PseudomonasAutres contaminations microbiennes supplémergd8taphylococcust
Enterococcugspeuvent survenir a tout moment pendant et apréaitement. La présence de
ces microorganismes est attribuée a une mauvaggen®yau cours du traitement. Si ces micro-
organismes ne sont pas adéquatement éliminés, dedeaitement et la mise en bouteilles, ils
peuvent se retrouver dans I'eau de boisson comatertin autre facteur qui contribue au
degré de contamination est la facilité avec laguels bactéries se multiplient dans les
conteneurs en chlorure de polyvinyle (PVC). Loestigau est fortement contaminée, elle
dégage une mauvaise odeur et elle peut causemddxets gastro-intestinauki¢anze et
Babarinde, 1999.

Il a été démontré aussi que les sources de corationirde |'eau embouteillée (autres que
I'eau), incluent des équipements servant a la pdifg.3) ou le transport de I'eau depuis sa
source jusqu'a l'usine d'embouteillage, les équgmds utilisés dans la transformation et la
mise en bouteille (Fig.4), ainsi que les bouchtesspouteilles et les facteurs
environnementauX{arburton et al., 1992.

- f_"_" _ 2 SO
Figure 3Pompage de I'eau depuis la source




Figure AMise en bouteille de I'eau
La croissance rapide de bactéries apres I'eau atenést embouteillée peut étre due a une
oxygénation de I'eau pendant le processus d’emitlagts I'augmentation de la surface prévue
par la bouteille, I'augmentation de la tempéraéta quantité de nutriments provenant de la
bouteille. Il convient également de mentionner lpsebactéries autochtones dans les eaux
minérales sont capables de se multiplier et méme lbivec un nombre tres limité d'éléments
nutritifs (Laszlo Varga, 201).

1.1 Qualité des eaux embouteillées

. Qualité microbiologigue :

La qualité microbiologique de I'eau se définit coendtant I'état de I'eau caractérisé par un
niveau de présence de micro-organismes (viruséhbast protozoaires...) pouvant induire un
risque sanitaire plus ou moins grand. Sa maitdpese sur des mesures de controle et de
surveillance de paramétres microbiologiques etit®mn place d'une maintenance préventive.
En général, 'eau embouteillée qui se vend estgude bonne qualité et n’est pas considérée
comme présentant un quelconque danger pour la. Santéefois, si 'eau embouteillée est
manipulée ou entreposée de facon inadéquate (g6} elle peut poser un risque. Ainsi a
I'instar d’autres aliments, I'eau embouteillée ¢ent un faible taux de bactéries inoffensives.
Cependant, ces bactéries peuvent proliférereént@érature ambiante en absence de
réfrigération.

Fig:r' 5: Transport dasix embouteillées




Figure 6 : Entreposage des eaux eteblées chez un épicier.
e Qualité physico-chimique :

Une eau naturelle d’origine souterraine ou de serfaviére, lac, ...) n'est en effet pas
uniguement composée de molécules d’eau. Il estalatiy trouver des minéraux (Calcium,
Magnésium, Chlorure...), des composés ioniques (lird&Phosphates,
Hydrogénocarbonates...) et des oligoéléments (Fengll@ése, Zinc...). C’est ce I'on appelle
la structure naturelle de I'eau. Cette structurzedé de la nature géologique du sol avec lequel
I'eau a été en contact. En fonction de ce derfeariveau de minéralisation (concentration des
substances) et la composition (nature des substasoet différentes.

La minéralisation de la plupart des eaux est doenpa huit ions appelés couramment les ions
majeurs. On distingue les cations : calcium, magn&ssodium et potassium, et les anions :
chlorure, sulfate, nitrate et bicarbonate. Les wru®s chimiques autres que les sels minéraux
font I'objet de normes trés séveéres. On distinga)des substances indésirables, leur présence
est tolérée tant qu'elle reste inférieure a uragesgeuil (le fluor et les nitrates par exemple) ;

b) les substances aux effets toxiques, le plondairome, I'arsenic, le cadmium en font
partie. Les teneurs tolérées sont extrémemeneiiphlrfois de I'ordre du millionieme de
gramme par litre.

Donc pour la qualité physico-chimique, I'eau netgais contenir d’éléments chimiques
indésirables (Fe, Mn) ou toxiques (Pb, Hg) qui&niraient des risques sanitaires a court,
moyen, et long terme. Le risque chimique est ls gphuvent un risque de toxicité chronique par
une ingestion répétée. Un dépassement ponctughs'de conséquence sur la santé, mais les
dépassements quotidiens peuvent étre préjudiciadnigzarticulier pour les personnes fragiles
(nourrissons, personnes agées, malades).

Pour garantir la qualité des ces produits au gegsconsommateurs, les eaux embouteillées
font I'objet de réglementations internationales :

Ainsi il existe une norme du Codex Alimentarius ptas eaux minérales naturelles qui date de
1981 (Norme codex pour les eaux minérales natgrettedex standard 108-1981): celle-ci a
fait I'objet d'une révision en 1997 et en 2001. aeses eaux embouteillées font I'objet d'une
norme internationale depuis 2Q8brme générale pour les eaux potables en
bouteille/conditionnées (autres que les eaux ralegmaturelles) : codex standard 227-2001).
Ces deux normes sont complétées par un code d'feygaopté en 1985 pour les eaux
minérales naturelleCpoded'usages en matiédchygiene poute captage, l'exploitation et la
commercialisation desaux minérales naturellgséférence CAC/RCP, numéro 3385




Codex Alimentarius, Volume 11)] et en 2001 pourdatres eaux embouteillées (Code
d'Usages en matiere d'hygiéne pour les eaux pstabléouteille/ conditionnées (autres que les
eaux minérales naturelles, référence CAC/RCP, nud@&r 2001, codex Alimentarius).

Au Maroc la législation, la réglementation et Ipédfications bactériologiques ainsi que
d’autres spécifications des eaux minérales naagalbnt régies par la circulaire conjointe
numeéro 1 du 1983 (Circulaire conjoitél du 9 mai 1983 du ministre de I'agriculture etld
reforme agraire et du ministre de la sante relaiwecritéres bactériologiques d'usage pour les
eaux minérales naturelles).

1.2- Objectif

L'objectif de ce stage est une analyse Bactériggiet physico-chimique des échantillons

d’eaux embouteillées de 7 marques nationaux, (ypesntes eaux minérales naturelles, des
eaux de source naturelles et des eaux de tableras sur différents stades de la chaine de
distribution (super marchés, épiciers, usine).

X La qualité bactériologique des eaux a été apprégae la recherche et le

dénombrement de bactéries faisant I'objet de régulamarocaine : les germes aérobies
meésophiles, les coliformes, les streptocoques f#écdes bactéries anaérobies sulfito-
réductrices ePseudomonas aeruginasa

Le but de I'analyse bactériologique d’'une eau npest d’effectuer un inventaire de toutes les
especes preésentes, mais de rechercher soit cellssrg susceptibles d’étre pathogenes soit, ce
qui est souvent plus aisé, celles qui les accongragrt qui sont en plus grand nombre souvent
présentes dans I'intestin des mammiferes et sarlepaprésence indicatrices d’'une
contamination fécale et donc des maladies assogiesontamination fécale.

< La qualité physico-chimique a été estimée par desunes de conductivité, pH et le
dosage du taux de cuivre, nitrites et nitrates temechantillons.

2- Matériel et Méthodes

2.1- Echantillonnage

Des eaux embouteillées (non gazeuses) de 7 manqtienales différentes nommées (A, B,
C,D, E, FetG): ont été collectées d’épiciessgandes surfaces et d'usine. 3 échantillons
sont d’eaux minérales naturelles (B, E et G), &adkede source naturelle (A, C et D) et un
échantillon d’eau de table (F).

L’acheminement des échantillons depuis les différenints de la collecte jusqu’au laboratoire
a éte réalisé d’'une maniére conforme, dans deggtaamaintenues entre 4 et 8 °C.

2.2- Dispositifs

+ Membrane d’ester de cellulose stérile ayant unexdgar de pore (0,4n)
suffisante pour retenir les bactéries.

+ Boites de pétri stériles.
+ Pince stérile.




Etuves capables de maintenir des température<0d€,(37°C, 44°C) et qui sont
sujettes a un contrdle de température régulier.

Autoclave pour stérilisation, faisant I'objet d'gontréle de qualité approprié.
Un bec Bunsen.

Bain-marie pouvant maintenir une température d&C80

Appareil de filtration sous vide.
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Figure 7Appareil de filtration sous vide

+ Disques de papiers filtre imprégnés d’une soluéiqneuse a 1 % de di-chlorure
de tétraméthyl-p-phéniléne-diamine pour le testasg.

+ Réactif de Kovacs pour le test de la productiofiiddole.

+ Conductimétre portable étalonné.

+ pH-meétre de paillasse étalonné.

+ Kit LOVIBOND pour le dosage du cuivre, nitratesnétites




Figure 8* Kit LOVIBOND 2000 pour dosage des ions dansu’ea

2.3- Milieux de culture

> Gélose lactosée au tergitol et TTC :

Le tergitol inhibe la croissance des microorgans@eam-+, limite 'envahissement ganoteus

et favorise la récupération des coliformes. L'dadtion du lactose en présence de l'indicateur
coloré (le bleu de bromothymol) permet d’énuméteatidentifier les colonies caractéristiques
de couleur jaune et d'un halo jaune. Tandis quegé&mes qui ne fermentent pas le lactose
présentent des colonies entourées d’'un halo blsimicroorganismes présentant des colonies
dont la coloration est rouge (due a la réductio@dQC) sont TTC+.

> milieu urée tryptophane (urée indole) :

Le milieu Urée-tryptophane, improprement appel@nélole est un milieu de culture
synthétique utilisé en bactériologie permettamhise en évidence de la production

d'indole (par I'hydrolyse du tryptophane par |lgptophanase), ce milieu est utilisé aussi pour
d’autres tests.

> Gélose Slanetz et Bartley (M-entérococcus) :

L’'azoture de sodium inhibe la croissance des biast&ram-négatives et le chlorure de 2, 3,5-
triphényl tétrazolium (TTC), un colorant incoloreigst réduit en formazan rouge par les
entérocoques intestinaux.

» La gélose a la bile, a I'esculine et a 'azide dedium (BEA) :

L'azide de sodium provoque l'inhibition des ba@értontaminantes a Gram négatif. La bile de
boeuf empéche la croissance des bactéries a Gratif hes entérocoques hydrolysent




I'esculine en glucose et en esculétine. Ce decoi®iposé forme un complexe noir en présence
des ions ferriques apportés par le citrate de fer.
» Milieu SPS (Sulfite de sodium-Polymyxine-Sulfite deystéine):

Le sulfite est réduit par les bactéries anaérahuéfgo-réductrices en sulfure qui réagit avec le
fer du milieu pour former un précipité ferreux giwinne une teinte noire aux colonies.
» Gélose a I'extrait de levure :

Les substances nutritives apportées par la tryptoies facteurs vitaminiques de I'extrait de
levure favorisent la croissance de la plupartldetéries a dénombrer.

> Geélose au cétrimide

Milieu d’isolement du bacille pyocyanique. Le catiile (bromure de cétyl-triméthyl-
ammonium), composé ammonium quaternaire, agit commbiteur d’'une grande variété de
germes, y compris les espéces Reudomonasutres quePseudomonas aeruginasaa
production de pyocyanine (pigment bleu, non flucees, soluble dans l'eau et le
chloroforme) est stimulée en présence de chlorarmdgnésium et de sulfate de potassium.
Le milieu favorise également la production de pigteefluorescents (pyoverdines) par
certaines souches de Pseudomonas aeruginosa. gatplesPseudomonas aeruginosant
identifiables a leur odeur d’aminoacétophénone.

» Milieu King A

La production dgyocanine, due spécifiquement a Pseudomonas aesagiest favorisée par
la présence d'ions inorganiques.

N.B\ Les milieux de culture préparés on fait I'objetm’contrble de qualité portant sur
I'efficacité de la stérilisation grace a I'utilisah de rubans indicateurs ainsi que des bio-
indicateurs.

Les réactifs, les boites de pétri ainsi que leseaudispositifs utilisés font également I'objet
d’un contrdle de qualité approprié.

Il faut noter que le LRDEHM est doté d’'une accratiiin ISO/CEI 17025:2005.

2.4- Analyse bactériologique des eaux embouteillées

» Recherche et dénombrement des micro-organismes rgifiables :

La méthode utilisée est le dénombrement par incatjpm a la gélose qui consiste a dénombrer
les microorganismes viables présents dans unepattechantillon d’eau. Elle s’effectue en
déposant une portion d’un échantillon d’eau (1aal)s une boite de Pétri a laquelle est ajoutée
de la gélose nutritive, (extrait de levure) maintetiquéfiée a environ 45 °C. Les boites de

Pétri sont ensuite agitées doucement afin de iéparformément les bactéries dans tout le
volume de milieu disponible. Le milieu de cultutaré non sélectif, toutes les espéces de
bactéries supportant les conditions du test poumaitre et ainsi étre dénombrées.

L’incubation des boites est effectuée a 37 °C penda h et a 22 °C pendant 72 h pour
dénombrer les micro-organismes revivifiables a@er22 °C respectivement. Les résultats
sont exprimés en UFC/ml (unités formant colonie).




» Recherche et dénombrement des coliformes totaux ftcaux :

La méthode utilisée est le dénombrement par fittnesur membrane. Le dénombrement est
fondé sur la filtration d’un volume spécifié d'unh@ntillon d’eau a travers une membrane
filtrante ayant une grandeur de pore (Qu4% suffisante pour retenir les bactéries. La
procédure est la suivante :

100 ml de I'échantillon a analyser (bien homogé&misont filtrées aseptiquement sur une
membrane d’ester de cellulose de porosité 0,45Auaide d’'une pince stérile cette membrane
est mise a incuber sur un milieu sélectif des ooties, tout en veillant a ne pas emprisonner de
bulles d'air dessous. Le milieu de culture utibséla gélose lactosée au TTC et tergitol.

Pour les coliformes fécaux, l'incubation se faitrée température de 4@ pendant 24h.
Contrairement, aux coliformes totaux qui sont iriefa 37C pendant 48h. Les résultats sont
exprimés en UFC/100 ml (unités formant colonie).

Les colonies observées subissent des tests dernatitin :

a) Epreuve de la cytochrome-oxydase :

Le test oxydase est utilisé pour déterminer lagmés des enzymes oxydases associées aux
cytochromes de la chaine respiratoire. Il est Basde principe que certains dérivés phényl-
diamine sont oxydés en présence de cytochromepoeluisant I'indophénol de couleur bleue.
Ce test est réalisé en utilisant des disques densdptre imprégnés d’'une solution aqueuse a 1
% de di-chlorure de tétraméthyl-p-phéniléne-diamires disques sont inoculés a la surface
avec quelques colonies des isolats a tester éatdion est dite positive dans le cas de
I'apparition d’une couleur bleue au bout de 30 seles.

Les coliformes totaux ne possédent pas I'enzymelépxydase et produisent une réaction
négative (oxydasg

b) Test de la production de I'indole :

On utilise le milieu urée tryptophane, apres additlu réactif de kovacs (diméthyl-amino-4-
benzaldéhyde), pour mettre en évidence la présimtmdole, produit de I'activité de la
tryptophanase, en formant un composé coloré ereradg surface du bouillon.

LesE. coliont des colonies oxydaset indole- (Norme marocaine : PNM ISO 9308-1, 2005
Indice de classement NM 03.7.003).

» Recherche et Dénombrement des Streptocoques fécdientérocoques intestinaux) :

La méthode utilisée est le dénombrement par fittnesur membrane. La procédure est la
suivante : (MWRME MAROCAINE : PNM ISO 7899-2,2006,INDICE DE CLASSEMENTNM 03.7.006)
100 ml de I'échantillon a analyser (bien homogémisont filtrées aseptiqguement sur une
membrane d’ester de cellulose de porosité 0,45Auaide d’'une pince stérile cette membrane
est mise a incuber sur un milieu sélectif solidggélose de Slanetz et Bartley, contenant de
I'azide de sodium (pour supprimer la croissancebdeséries Gram-négatives) et le TTC.
L’incubation se fait & une température déGpendant 24h.

Les colonies typigues sont bombées, avec une aowdege, marron ou rose (TTC+), soit au
centre soit sur 'ensemble de la colonie.

Pour les colonies typiques, une étape de confionast nécessaire, par transfert de la
membrane, avec toutes les colonies, sur une galtasbile, a I'esculine et a I'azide (BEA),
préchauffée a 44 °C. Les entérocoques intestingdrolysent I'esculine sur ce milieu en 2 h.
Le produit de la réaction, la 6,7 dihydroxycoumarise combine aux ions ferriques pour
donner un composé noir qui diffuse dans le milieu.

Les résultats sont exprimés en UFC/100 ml (una@énént colonie).




» Recherche et dénombrement dBseudomonas aeruginosa :

La méthode utilisée est le dénombrement par fittnasur membrane. La procédure est la
suivante :

100 ml de I'échantillon a analyser (bien homogémisont filtrées aseptiquement sur une
membrane d’ester de cellulose de porosité 0,45Auaide d’'une pince stérile cette membrane
est mise a incuber, pendant 48 h a 42 °C, sur liaunsélectif solide, la gélose au cértimide.
Etant donné la température élevée et la présendaluteurs, il en résulte une croissance
sélective de®. aeruginosaaractérisée par des colonies présentant une pigtizen
caractéristique bleue ou bleu vert et une fluomeseasous ultra-violets a 254 nm

Pour les colonies typiques, une étape de confionast nécessaire :

Epreuve de la cytochrome-oxydase :Resieruginosaont Oxydase+ ; et production de
pyocyanine sur milieu de King A.

» Recherche et dénombrement des spores de microorgamies anaerobies sulfito-

réducteurs (Clostridia) :

Pour sélectionner les sporesClestridia, I'échantillon d’eau (20 ml) doit étre chaufféndaun
bain d’eau a 75-80 °C pendant 15 min (a partir dunent ou cette température a été atteinte),
pour détruire les bactéries végétatives.

L’échantillon est additionné ensuite par 20 ml diiemn de culture sulfite polymyxine
sulfadiazine (SPS) relativement chaud. L'incubagshréalisée a 37 °C pendant 24 h en
anaérobie (aprés une homogénéisation du milieul@aa@antillon d’eau et refroidissement).
Les colonies typigues sont noires, entourés d’'waeipitation noire (le sulfite est réduit en
sulfure qui réagit avec le fer du milieu pour forme précipité ferreux noir).

N.B\ Les méthodes analytiques utilisées pour I'analysetdriologique ont été sujettes a un
contréle de qualité incluant, le contréle de pdeosies membranes, I'utilisation de solution de
rincage d’eau distillée stérile avec mise en intiobades membranes correspondantes (contrdle
de stérilité de I'appareil de filtration), ainsieliutilisation des témoins pour chaque réactif ou
milieu de culture utilisés.

2.5- Analyse physico-chimique des eaux embouteillées

» Mesure de conductivité :

La conductivité mesure la capacité de I'eau a domdleicourant entre deux électrodes. La
plupart des matiéres dissoutes dans I'eau se mbawas forme d'ions chargés électriquement.
La conductivité est également fonction de la terafge de I'eau : elle est plus importante
lorsque la température augmente. Les résultatsesdena doivent donc étre présentés en termes
de conductivité équivalente a 20°C en uS/cm. Launeesst effectuée par un conductimetre
portable étalonné, en entrant I'électrode de I'apibau bécher remplie d’eau, la lecture du
résultat affiché doit correspondre a la tempéra20re.

» Mesure du pH :




Le pH (potentiel Hydrogéne) mesure la concentragiomons H+ de I'eau. Il traduit ainsi la
balance entre acide et base sur une échelle d&0@e paramétre caractérise un grand nombre
d'équilibre physico-chimique et dépend de facteunttiples, dont l'origine de I'eau. Le pH est
mesuré par un pH-métre de paillasse étalonné, llequeit plonger sa sonde qui est constituée
d'une électrode de verre et d'une électrode decréfé dans le bécher remplie d’eau, et on note
ensuite la valeur de la mesure.

» Mesure des nitrites et nitrates :

Les nitrates (NQ) et les nitrites (NQ) sont des ions présents de facon naturelle dans
I'environnement. lls sont tous les deux le prodieii'oxydation de I'azote (qui représente
environ 78 pour cent de I'atmosphére) par les miganismes dans les plantes, le sol ou l'eau.
» Mesure du cuivre :

Le cuivre est présent dans la nature sous fornmeédal et sous forme de minéraux, surtout de
cuprite (CyO) et de malachite (GGO3;(OH) ).

LE DOSAGE DE CES IONS EST REALISE PAR LE KI.OVIBOND 2000. Le comparateur

Lovibond® 2000+ est un systéme d’analyse colorigeé de I'eau. Il s'agit d'un instrument
pour une comparaison visuelle de l'intensité dmldeur de I'échantillon avec celle des filtres
de verre (couleur stable et résistante a la luae disques de test Lovibond, grace au
prisme intégré qui rassemble les étalons de vereed disques et I'échantillon coloré dans le
méme champ de visioll posséde un compartiment de format ajustable pocueillir des
cuves avec un trajet optigue de 40 mm maximum.

Dans une cuve de verre optique (ayamtrajet optique de 1 — 40 mm) appropriée letitac
nécessaire (pastille) a I'analyse visée est ajaligchantillon d’eau, tout en veillant a bien
dissoudre la pastille dans I'échantillon ensudteccuveest inséré dans le comparateur et
tourné jusqu‘a ce que la couleur correspond a #ation d‘eau colorée. Le résultat peut étre
lu sur le disque de test.

FIGURE9 : LE COMPARATEURLOVIBOND AVEC LES DISQUES DE TEST ET LES PASTILLES
(REACTIFS) UTILISEES




3-Résultats et Discussion

Les eaux, quelle que soit leur nature, contienaaatmultitude de micro-organismes de sources
diverses telles que le sol et la végétation, destimation globale fournit une information utile
pour I'évaluation et la surveillance de la qualéd'eau.

Dans le monde, les ventes d'eau en bouteille augnebaque année en raison de la croyance
générale selon laguelle I'eau embouteillée eseslibre de toutes les impuretés. L'eau minérale
naturelle ne peut pas étre soumise a aucune désimfe|ui modifie ou élimine ses

composantes biologiques, par conséquent, cettdatprovenir d’'une source pure, protégee
adhérer aux réglementations strictes aussi biantgative que qualitative. Néanmoins
plusieurs études ont montré que I'eau embouteillést pas stérile car, elle peut contenir
différents agents pathogenes comme les coliforPesudomonas sppg. coli, Campylobacter

ou méme des mycobactérid&efieri et al, 2006.

3.1- Résultats d’analyse Bactériologique

Un total de 28 échantillons d’eaux embouteilléeséb@ analysées pour la présence et
I'’énumération des coliformes totaux et fécabx ¢oli), Pseudomonas aeruginosmtérocoques
intestinaux spores des anaérobies sulfito-réducteurs et lesegarevivifiables (a 22°C et a
37°C).
Les résultats d’analyse bactériologique ont morguesles eaux analysées étaient exemptes de :

» Coliformes totaux et fecau¥(.col) dans 100 ml,

» Entérocoques intestinaux dans 100 ml,

» Pseudomonas aeruginogans 100 ml et

» Anaérobies sporulés sulfito-réducteurs dans 50 ml.

Ces résultats sont donc compatibles avec :

La Circulaire conjointe Numéro 1 du 9 mai 1983 tiekaaux criteres bactériologiques d'usage
pour les eaux minérales naturelles.

Les Normes Marocaines (NM 03.7.001) fixées powualité des eaux d’alimentation humaine.
Les coliformes sont des bactéries a Gram négatiiprene de batonnets, ne formant pas de
spores, présentant une réaction négative a I'orygasivant croitre en aérobiose et
éventuellement en anaérobiose en présence delsgled (ou autre dérivé tensioactif
présentant des propriétés d'inhibition de croissaimilaires), et normalement capables de
faire fermenter le lactose avec production d'aeid#'aldéhyde en 48 h lorsqu'on les fait incuber
a une température de 37 °C. lls possédent egaldimerymef-galactosidase (Norme
marocaine : (PNM ISO 9308-1, Indice de classeméntds.7.003) 2005).

Les coliformes totaux regroupent plusieurs espbaetriennes de la famille des
Entérobactéries. Les coliformes totaux sont desaorganismes indicateurs dont le
dénombrement permet de déceler le niveau de pmilgfiorigine organigue dans les eaux de
surface, les eaux souterraines, les sources daigpronement ou les canalisations d’eau
potable. Parmi les coliformes totaux, on distintpsecoliformes thermo-tolérants (fécaux)
capables de fermenter le lactose a une tempérdeuts°C. L'espéce la plus fréquemment
associée a ce groupe bactérien Escherichia col(E. coli).




LesE. colisont des bactéries coliformes qui sont capablgsatiuire de I'indole a partir du
tryptophane dans les 24 h a 44 °C. lls possédeatemdgnt I'enzym@-glucuronidase,

réagissent positivement a l'essai au rouge de heétihyeuvent décarboxyler l'acide L-
glutamigue, mais ne sont pas capables de prodeifaaktylméthylcarbinol, d'utiliser le citrate
comme seule source de carbone ou de croitre dansuilion au cyanure de potassium (KCN).
Les entérocoques intestinaux sont des bactériéeie de cocci ou ovoides, a Gram positif,
formant généralement des chaines, catalase-néggtioesédant I'antigene D. Ce sont des
bactéries capables de réduire le chlorure de 2rip/aenyl-tétrazolium (TTC) en formazan et
d’hydrolyser I'esculine a 44 °C sur des milieuxrespondants (BlRME MAROCAINE : PNM ISO
7899-2,2006,INDICE DE CLASSEMENTNM 03.7.006).

La classification générale des streptocoques féaattg modifiée dans les années 80 par la
création d’'un nouveau gententerococcusDans ce contexte, plusieurs especes appartenant
antérieurement au genf&treptococcusnt été transférées vers le gerirterococcusce
dernier correspondant, généralement, aux strept@sodu groupe sérologique D de la
classification de Lancefield. Le genEnterococcusomprend une vingtaine d’especes qui se
retrouvent dans différents habitats et chez diffésrddtes. On les retrouve souvent dans le
tractus gastro-intestinal des humains et de plusi@oimauxfEnterococcus faecalstE.
faeciumsont les deux espéces le plus souvent identifiées I'hnumain (Institut national de
santé publique du Québec, 2002).

La présence et I'étendue de la pollution fécaleiesacteur important dans I'évaluation de la
qualité d'une masse d'eau ainsi que du risquetiafecreprésenté pour la santé humaine.
L'examen d'échantillons d'eau pour y rechercheEdesli, normalement présents dans les
intestins de 'hnomme et des animaux homéothermesjit une indication sur ce type de
pollution. La présence de bactéries coliformes peut, bien que ce ne soit pas la preuve
d’'une contamination d'origine fécale, indiquer diééaillance du traitement ou de la
distribution de I'eau. L'identification des soucissées permet quelquefois d'apporter une
indication quant a leur origine (Norme marocaifeNM ISO 9308-1, Indice de classement
NM 03.7.003) 2005).

L’absence des coliformes totaux, fécakx ol et des entérocoques intestinaux dans les
échantillons analysées prouve que ces eaux embéesaie présentent pas de contamination
fécale et donc des maladies associées a la corasttiomriécale. Ces micro-organismes sont des
indicateurs de présence potentielle de microorgagsspathogenes entériques (Comiiieio
choleraeet Salmonellaspp.). Il faut noter que I'absence de contamamatécale ne laisse en
rien présager I'absence d’espece potentiellemahbpgane (exempleLegionellg
Pseudomonas). Cependant d’autres études dans la littératurenregistrées la présence des
coliformes totauxE. coli et les entérocoques intestinaux dans les eauxwdrilbdes ; ainsi
Laszlé Varga, (2017 a trouvé que : 6,3% des 492 échantillons tesezsigd minérales
naturelles étaient non conformes; pour les coligrotaux, 1,4% contenaient des

coli, et 1,2% étaient contaminés par des EntérocoquesC®s résultats s’ajoutent a la non-
conformité constaté dans une étude grecque, o@lalence des coliformes totau,

coli etEnterococcuspp. dans les eaux embouteillées évaluées éthert%, 1% et 1,2%,
respectivementMenieri et al. 2009, et correspondent également a ce qui était r&ppmar
Bharath et al., (2003 que 5,2% de 344 échantillons d'eaux embdédsiicommercialisées a
la Trinité et Tobago contenues des coliformes &%létaient positifs pour E. coli. Par
opposition a ces résultatsai et Yu (1997 n'ont détecté aucune présence de coliformesxotau




ou d’entérocoques dans 136 échantillons d’eaux nalie® non gazeuses commercialisées au
Taiwan et, de mémé&okkinakis et al., (2008 n’ont rapporté aucune présence de coliformes,
E. coliou d’entérocoques dans 240 échantillons d’eauxoeteillées commercialisées en
Grece.

Pseudomonas aeruginosat une bactérie de la famille d@seudomonadaceas forme de
batonnet, aérobie stricte, Gram négatif, non sgaregcytochrome-oxydase positive, mobile
par cils polaires produisant les pigments de flsoéee et de pyocyanine. L'absencdde
aeruginosaest importante non seulement du point de vue de@eren tant qu’indicateur, mais
également parce gu’elle est un pathogéne opporignitont la transmission est souvent
associée a I'eau (Centre d'expertise en analyseoenementale du Québec).

La présence deéseudomonas aeruginosé été enregistrée dans aucun échantillon tEsté.
Norvege une observation similaire a été rappopaetli et Colin (2011). Par opposition a

ces résultats ; 2.4% des eaux minérales naturellegazeuses, 3.6% des eaux embouteillées et
2.9% des eaux minérales naturelles non gazeusesrees respectivement daiszl6-Varga
(201D, Venieri et al., (2006 etTsai et Yu (1997 ont été trouvées contaminées par
aeruginosa.

En effet il existe un risque minimal d'infectiofPaaeruginosahez la population générale si
I'agent pathogéne est présent dans I'eau embaieedlle doit étre ingérée a un taux de 540
1.10° UFC/ml dans 2L d’apport quotidien pour avoir uharce de 1 sur 10000 de colonisation
de l'intestin Rusin et al., 1997. Malgré ce fait, la présence d& aeruginosalans

I'eau minérale est considérée comme inacceptaielle est un

pathogeéne opportuniste capable de provoquer degtios chez les

consommateurs immunodéprimétuiter, 1993. La présence de. aeruginosasignifie une
contamination pendant le processus de mise enibbeut@ntrant ainsi un non-respect aux
bonnes pratiques de fabrication ou que la souttcgeenue polluée par des matieres
organiques\enieri et al. 2008.

Les anaérobies sporulés sulfito-réducteurs (cttiarsont des micro-organismes qui font partie
de la flore intestinale des humains et autres ma@nes et, par conséquent, leur présence ou
leur absence est largement utilisée pour évaluguddité sanitaire de I'eau. Donc leur absence
au niveau des eaux embouteillé analysées indigaei¢egisque de contamination fécale est tres
faible. Relativement peu d’auteurs ont examin&és@nce de ces germes dans les eaux
embouteillées ; ainsiaszlo Varga (2011 n’a détecté aucune présence d’anaérobies sporulé
sulfito-réducteurs (clostridia) sur 246 d’échantié analysées d’eaux minérales non gazeuses
commercialisées en Hongrie. Des observations smeslant été rapportées pgti Otterholt

et Charnock (2011 concernant ces micro-organismes dans une rééarde portant sur la
qualité microbiologique de 5 marques connues d'eamkiouteillées en Norvege.

Les micro-organismes revivifiables sont toute baetéérobie, levure ou moisissure, capable de
former des colonies dans le milieu spécifié et dasgonditions d'essai décrites ci-dessus
(Norme marocaine : PNM ISO 6222- 2006, Indice dsstment NM 03.7.005). Ainsi ce qui
concerne les germes revivifiables (a 22 et 3791@),aluation des échantillons analysées a
enregistré des non-conformités vis-a-vis des nowitéss au dessus. On a constaté aussi une
certaine proportionnalité entre les germes de 229€s germes de 37°C pour une méme eau
analysée. Le tableau 1 présente les différentgsopions trouvées pour chaque eau :




Tableau 1 :Proportions trouvées des germes revivifiables &2t a 37 °C dans les

échantillons analysées

A : Eau de source naturel

G.Ra22°C (UFC/m

G.Ra37°C (UFC/m

Al 0 0
A2 40 8
A3 0 0
A4 120 O
Moyenne 40 2
B : Eau minérale naturellg G.R a 22°C (UFC/m| G.R a 37°C (UFC/m
Bl 28 0
B2 1.6 10 568
B3 2.4 10 332
B4 66 60
Moyenne 4.83 10 2.4 1G
C : Eau de source naturel| G.R a 22°C (UFC/m| G.R a 37°C (UFC/m
C1l 1.6 16 100
C2 - 560
C3 8 16 500
C4 103 75
Moyenne 6.53 10 3.08 16
D : Eau de source naturell G.R a 22°C (UFC/m| G.R a 37°C (UFC/m
D1 38 28
D2 0 0
D3 0 42
D4 3 81
Moyenne 10 38
E : Eau minérale naturellf G.R a 22°C (UFC/m| G.R a 37°C (UFC/m
El 9.6 16 880
E2 6 10 960
E3 40 0
E4 1.6 10 1.2 10
Moyenne 8.10 7.60 16
F : Eau de Table G.R a 22°C (UFC/m| G.R a 37°C (UFC/m
F1 0 0
F2 21 0
F3 0 0
F4 4 0
Moyenne 6 0
G : Eau minérale naturell¢ G.R a 22°C (UFC/m| G.R a 37°C (UFC/m
G1 0 0
G2 1.610 0
G3 8. 16 8. 10
G4 1.6 10 4.10
Moyenne 6.4 10 3.10
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Figure
10 : Moyenne des germes revivifiables en fonction des ea embouteillées

analysées
Dans notre présente étudig% des eaux analysées pour la présence des germbgaéro
mésophiles de 22°C dépassaient la limite fixéeQelFC/mI ; pour les germes de 3788%
des eaux évaluées dépassaient la limite fixée d&=ZOml. Cependant, un taux allant jusqu'a
10 fois le niveau ci-dessus fixé pourra étre tolBrautres études ont examiné I'occurrence de
ces germes dans les eaux embouteillées. Asaiet Yu (1997 ont évalué 88 échantillons et
44 autres importées d’eaux minérales naturelleggaaruses vendues a Taiwan et ont constaté
que 45 échantillons nationaux (51.1%) et 29 échamsi de produits importés (60.4%) ont
été supérieurs a la limite de 200 UFC/mI établierpe type de produit dans ce pays.
Zeenat et al (2009 ontexaminé la qualité microbiologique de 75 échaoridl d’eaux
minérales appartenant a 3 marques domestiquedesaitss de Fidji, et selon leurs résultats
entre 28% et 68% des échantillons n’étaient pakomes aux normes.
Les résultats de cette étude devraient étre évaluésnant compte que les échantillons testés
étaient vendues dans des contenants en plastigi®/€) (qui ont tendance a étre plus
perméables a I'oxygéne et les vapeurs externasgéras en comparaison avec les bouteilles en
verre), entreposeés dans des endroits (grandesssiéa épiciers) ayant des températures
voisinant les 20°C ainsi que I'effet potentiel dansport, ces différents parametres cités




peuvent contribuer a une croissance bactérienmraeade la flore autochtone (bactéries
hétérotrophes) de I'eau. (fig. 11)

Figure 11: Germes revivifiables dans la gélose a I'exuaitevure
La figure 11 illustre la différence relevée con@rhla teneur en germes revivifiables entre 2

échantillons d’eau embouteillée appartenant a lmen@arque mais de provenance différente :
Eau prélevée de I'épicier, (la boite de pétri aop@ude la figure) tandis que I'autre Eau venait
directement de l'usine.

Les germes revivifiables identifiés (a 22 et 37p@sentaient différentes formes, tailles et
couleurs, ainsi on a constaté la présence de esloandes, dentelées, irrégulieres, et incurvées.
Les colonies énumérées présentaient des couleamshas et jaune, a noter aussi I'observation
de quelques colonies au bord blanc et au fond jdiegecolonies identifiees montraient 3
tailles différentes : Petites colonies : Coloniestde diametre est compris entre 1 et 2 mm,
Colonies moyennes : Colonies dont le diamétre@sipcis entre 3 et 5 met Grosses

colonies : Colonies dont le diameétre est supéaebimm.

La coloration de Gram réalisée pour les coloniegwées a montré la présence de bacilles
Gram positifs, bacilles Gram négatifs et de coaeinspositifs. Tous les bacilles Gram
identifiés étaient fermentaires (Oxydase négatieg)dis que les cocci Gram positifs étaient
catalase positive.

Le test HPC (Heterotrophic Plate Count Bacteriacrororganismes qui ont besoin de

carbone organique pour leur croissance) ou nune@rds micro-organismes aérobies
revivifiables est un test mondialement reconnutiésé@ pour mesurer la population bactérienne
hétérotrophe dans les eaux destinées a la consarmnrhaimaine L’eau en bouteilleomme
produit final contient rarement de micro-organismpathogenes, mais elle peut contenir des
bactéries hétérotrophes, qui peuvent proliférezaus de I'embouteillage et de stockage a
température ambiante.

Il existe un volume important d'informations daadittérature sur les genres qui composent les
populations des bactéries hétérotrophes énumeénéd'dau potable.

Le tableau ci-dessous indique les genres souvpporges dans la littérature :

Tableau 2 : Genres des bactéries hétérotrophearoownt trouvées dans I'eau de
consommation (SelonMatrtin et al., 2004).

Acinetobacter Methylomonas




Actinomycetesa Micrococcus

Alcaligenes Mycobacteriuma
Aeromonasa Morexella
Aeromonas hydrophilaa Nitrobacter
Arthrobacter Nitrosomonas
Bacillus Nocardiaa
Beggiatoa Proteus
Citrobacter freundi Pseudomonas
Corynebacterium P. cepacia
Crenothrix P. fluorescens
Desulfovibrio P. maltophilia
Enterobacter agglomerans Serratia liquefaciens
Enterobacter cloacae Sphaerotilus
Escherichia coli Sphingomonas
Flavobacterium Staphylococcus
Flavobacterium meningosepticum Streptococcus
Galliondla Streptomyces

Hafnia alvel Yersinia enterocolitica

Klebsiella pneumonia

En plus des genres ci-dessus, les populationsaigéries hétérotrophes

(HPC) de I'eau comprennent aussi de nombreux angeasi pigmentés (orange, jaune, rose) qui
sont difficiles a spécifier.

Bien que différentes études aient utilisé difféesrtechniques, en ce qui concerne
I'identification des bactéries hétérotrophesplkectre des especes isolées et de leurs
concentrations dans les eaux embouteillées a a&&Faément similaire a ceux présentés dans
le tableau ci-dessouEdberg et Martin-Allen, 2004) :

Tableau 3 : Analyse microbiologique de I'eau entbitiée : (Selon Edberg et Martin-Allen,
2009

Species hame %Samples with species (concatibn range CFU/ml)
Betll water (n=150)"

Acinetobacter sp 5 (2—- 30)

Achromobacter sp 5 (8-31)

Agrobacterium sp 2 (7-12)

Bacillus brevis 0

Bacillus cereus 0

Bacillus licheniformis 0

Bacillus circulans 50 (1900-21,000)

Bacillus firmus 35 (600 —39,000)

Bacillus megaterium 15 (21— 4500)

Bacillus polymyxa 15 (18- 1700)

Bacillus pumilus 0

Bacillus sphericus 0

Bacillus macerans 25 (660 —68,000)

CEC Group IV (GRNf 1 (45)

Corynebacterium sp 10 (8- 40)




Coryneform sp. 0
Methanococcus 85 (30— 76,000)
Moraxella sp. 10 (3—- 38)
Comamonas acidovorans 6 (1-28)
Pseudomonas aeruginosa 3 (2—- 26)
Burkholderia cepacia 3 (1-15)
Pseudomonas fluorescens 12 (1- 65)
Comamonas testosteroni 2 (3-10)
Staphylococcus sp. 2 (25— 600)
Streptomyces sp. 0
Xanthomonas maltophilia 2 (2—22)
Total coliforms 2 sam®lSupermarket
(2, TNTC)

(Source From Edberg with permission.)

a : Echantillons d'eau embouteillée provenant desrsugrehés.

d: Groupe non identifié de bacilles Gram négatifoegés selon les caractéristiques
biochimiques.

e : «Supermarché» se référe a une eau en boutdiligjiée et vendue par un supermarché.
f: TNTC (Too numerous to count) = Trop nombreusas @tre comptées.

Il est maintenant généralement admis que les hestéétérotrophes ne sont pas directement

liées a des risques sanitaires pour la populatiogéeérale. Toutefois leur implication comme
source potentielle d’infections chez les patiemtsiunodéprimés reste non claire suite
d’insuffisance de données pour cette évaluatigh Jtterholt et Colin Charnock, 2011). Des
souches spécifiques d’espece microbienAesgqmonas, Klebsiell®seudomonas.) faisant

partir des bactéries hétérotrophes de I'eau pewarder des infections chez certaines
personnes vulnérables a savoir, les tres jeunesnies personnes

agées, la population immunodéprimés et les femmesirgtes. En outre, une présence
importante de bactéries hétérotrophes peut indigegichangements dans la qualité de I'eau et
elle devrait étre évaluée comme un élément déctmgbour plus

d’investigation EMG, 2003).

3.2- Résultats d’analyse physico-chimique

L’analyse physico-chimique des 28 échantillons ake@ambouteillées a porté sur 5 parametres :
la mesure des pH et conductivités ainsi qu'uneuatadn qualitative de la teneur en cuivre,
nitrate et nitrites. Le tableau ci-dessous présiesteroportions trouvées pour chaque eau
testée :

Eau embouteillée pH Conductivité | Cuivre Nitrite Nitrate
(uS/cm) (mgll) (mg/l) (mgll)

A : Eau de sourc( 7.930 — 518 - 520 05 <0.05 <10

naturelle 7.973 ' '

B : Eau minérale| 7 .973 - | 235 - 238 05 <0.05 <10

naturelle 7.848 ' '




C: Eau de sourc| 7.723 — 620 - 620 05 <0.05 <10 Table
naturelle 7.801 au 4 :
: Résult
D : Eau de sourc( 8.158 — 354 - 355 05 <0.05 <10
naturelle 8.175 ' ' ats
: . d’'anal
E : Eau minérale| 7.701 — 586 - 590 05 <0.05 <10
naturelle 8.017 ' ' yse
physic
F: Eau de Table| 7.760 — | 193 - 194 ©
7803 <0.5 <0.05 <10 chimig
G :Eauminérale| 7 .702 - [1183- 1184 | (o= |[¢go5 <10 ue--
naturelle 7.813 ' ' La
mesur
e des

parametres physico-chimique révele une concordavee les normes nationales fixées (NM
03.7.001) pour la qualité de I'eau d’alimentatimrmaine.

Le pH (potentiel Hydrogéne) mesure la concentragiomons H+ de I'eau. Il traduit ainsi la
balance entre acide et base sur une échelle d&0@e paramétre caractérise un grand nombre
d'équilibre physico-chimique et dépend de facteunttiples, dont l'origine de I'eau. Selon la
norme marocaine : NM 03.7.001(Qualité des eawird&itation humaine) la valeur maximale
admissible est 6,5<pH<8,5.

Ainsi pour la majorité des eaux analysées le piH éanpris entre 7 et 8 (eaux souterraines et
eaux de surface), en ce qui concerne la condtéctas mesures effectuées a 20°C nous ont
permis d’apprécier la quantité de sels dissous eas, les résultats de ces mesures montraient
des différences suivant I'eau analysée ; les valenregistrées pour les eaux minérales
naturelles étaient relativement plus grandes gliesceles eaux de sources naturelles et des
eaux de tables, ce qui peut étre expliqué panleuteclevée des eaux minérales en matiéres
dissoutes, a noter aussi que les valeurs enreggsdtéient inférieurs & 2700 pS/cm fixée par la
norme nationale (NM 03.7.001) pour la qualité dmsxed’alimentation humaine.

Les nitrates (NQ) et les nitrites (NQ) sont des ions présents de fagcon naturelle dans
I'environnement. Ils sont le résultat d’une nitition de I'ion ammonium (NH), présent dans
I'eau et le sol, qui est oxydé en nitrites parldastéries du genmgditrosomonas puis en nitrates
par les bactéries du ger¥grobacter. Les nitrates sont trés solubles dans I'eau; itgent
donc aisément dans la nappe phréatique lorsqueviesux exceédent les besoins de la
végeétation. La toxicité des nitrates résulte de téduction en nitrites et de la formation de
méthémoglobine d’'une part et de leur contributiosgible a la synthése endogéne de composés
N-nitrosés d’autre part. Le nitrate (NO3-) esptancipale forme d’azote combiné trouvée dans
les eaux naturelles. Il constitue le stade findlaeydation de I'azote. Le nitrite (NO2-)
s’oxyde facilement en ion nitrate et, pour cetieana, il est rarement présent en concentration
importante dans les eaux naturelles.

Les principales sources de rejet du nitrate s@anétuents industriels et municipaux ainsi que
le lessivage des engrais inorganiques azotésastitisur fertiliser les terres agricoles.
L'utilisation de fertilisants synthétiques et denfiers, associée aux cultures et a I'élevage
intensifs, favorise I'apparition de nitrates daesau. Les installations septiques déficientes, de
méme que la décomposition de la matiere végétalrietale, peuvent aussi étre une source de




nitrates dans I'eau. Le risque de contaminatiomplest important si le sol recouvrant la nappe
d’eau est vulnérable et si la nappe est peu prefdpdits de surface).

La concentration de nitrates dans I'eau potablé¢ @eea classée selon quatre catégories :
inférieure a 0,2 mg-N/I (aucune influence humaieajre 0,21 et 3,0 mg-N/I, (influence
possible des activités humaines), entre 3,1 etdWNf (influence trés nette des activités
humaines mais sans impact apparent sur la saafErisure a 10 mg-N/I (impact majeur des
activités humaines et effets possibles sur la y&imstitut national de santé publique du
Québec, Groupe scientifique sur I'eau, Fiche NegAtitrites, 2003).

Le cuivre est présent dans la nature sous fornmeédal et sous forme de minéraux, surtout de
cuprite (CyO) et de malachite (GGO3(OH),). Le cuivre peut se présenter sous forme de
métal, sous deux états d'oxydation : le cuivret(le cuivre (Il). Il existe également une forme
instable du cuivre(lll). En solution aqueuse, leveeise trouve surtout sous la forme de l'ion
cuivre(ll), selon le pH, la température, la présede bicarbonate et de sulfure et la possibilité
de former des ligands avec des especes organigeiesivre et ses composés sont largement
répandus dans la nature et I'on retrouve fréquermndwecauivre dans les eaux superficielles et
dans certaines eaux souterraines. (Santé Canad), 19

Les mesures qualitatives des 3 ions cuivre, nitetenitrates étaient conformes aux
informations mentionnées au niveau de I'étiquetdga bouteille, et a la norme (NM
03.7.001) régulant les concentrations de ces sutedalans une eau destinée a lI'alimentation
humaine. Pour le cuivre, nitrite et nitrate leseva maximales admises sont respectivement: 2
mg/l, 0.5 mg/l et 50 mg/l.




III- CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

Les résultats des analyses bactériologiques ontrémgue les eaux analysées étaient
conformesvis-a-vis de coliformes totaux et fécaux, entéquas intestinauX?seudomonas
aeruginosaet anaérobies sporulés sulfito-réducteurs.
Le dénombrement de la flore mésophile aérobieadEAT) a montré qué3% des eaux
analysées dépassent la limite fixée par les nomatsnales pour les germes revivifiables
incubés a 37 °C &3% pour la les germes revivifiables incubés a 37 °C.
Les résultats des analyses physico-chimiques ontmque les valeurs trouvées étaient
conformesaux normes nationales ainsi que I'étiquetage raené sur la bouteille :

% Le pH mesuré a été enfrer01et8.175.

% La conductivité électrique a été comprise eh@8et1184uS/cm.

% Les proportions du cuivre, nitrite et nitrate mésg étaient respectivemes@:5 mgl/l,
<0.05 mg/let <10 mg/l

Parmi les critéres de qualité de I'eau de boissolfpecurrence les eaux embouteillées, le
parametre bactériologique mérite la plus grandiavige car il refléte le risque immédiat pour
la santé du consommateur. Contrairement a ce bepusgens croient, I'eau embouteillée
n'est pas exempte de micro-organismes. La plugaces microbes proviennent de la source
elle-méme (bactéries autochtones, hétérotroplms, dforigine). Ces micro-organismes
peuvent se proliférer au cours de la mise en btaitdi pendant le stockage a des températures
ambiantes. lls ne sont pas problématiques powodesommateurs en bonne santé et ne
conduisent pas a une contamination microbienneneuaitération de la saveur de ces produits.
En revanche la présence de germes potentielleragmigenePseudomonas aerugingsa
indique typiqguement une contamination dans la soatcpendant le processus
d’embouteillage ; cette présence souligne I'impwreade la prudence quant a I'innocuité de ces
produits, surtout pour les personnes vulnérablda gepulation. Toutefois, les

risques devraient en aucun cas étre exagéres.

Donc, pour assurer une bonne qualité de ces produiprés des consommateurs, nous
proposons quelques recommandations a adopterafjarntir cette qualité :

» La nécessité de la maitrise de la qualité au niceuusines d’embouteillage par les
producteurs et ceci par la mise en place, I'apfinaet le maintien d'une ou des
procédures permanentes fondées sur les princigdAQLCP ainsi que les lignes
directrices de I'ISO, mieux que les normes rigose=su de fabrication, afin de
contrbler le processus de production et d’étahlogualité du produit final.

» La nécessité d'une surveillance plus systématioee ehux embouteillées par les
autorités officielle chargées du contréle des desmigdimentaires.




> Sensibilisation des vendeurs des eaux emboutediéesveau des points de vente vis-
a-vis des conditions d’entreposage. L'eau embdegailevrait étre entreposée dans un
endroit propre, frais et sec qui se trouve a Itédes sources de lumiére.
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= Normes et circulaire :

% Circulaire conjointe numéro | du 9 mai 1983 du siiré de I'agriculture et de la
reforme agraire et du ministre de la sante relatu& critéres bactériologiques
d'usage pour les eaux minérales naturelles.

+» Norme Codex Alimentarius pour les eaux minéraldaredies : codex standard 108-
1981.

% Norme générale (Codex Alimentarius) pour les eaatalges en bouteille/conditionnées
(autres que les eaux minérales naturelles) : cetdgward 227-2001.

% Norme marocaine (NM 03.7.001) : Qualité des eaakirdentation humaine.

¢+ NORME MAROCAINE (PNM ISO 7899-2,2006,INDICE DE CLASSEMENTNM 03.7.006) :
Qualité de l'eau - Recherche et dénombrement désbenques intestinaux.

+ Norme marocaine (PNMSO 6222- 2006, Indice de classement NM 03.7.005) :
Qualité de l'eau - Dénombrement des microorganismeesifiable Comptage des
colonies par ensemencement dans un milieu de euturitif gélosé.

s Norme Marocaine (PNM ISO 6461-2, 2006 Indice dessanent NM 03.7.004) :
Qualité de l'eau - Recherche et dénombrement desesple microorganismes
anaérobies sulfito-réducteurs (clostridia).

+ Norme marocaine (PNM ISO 9308-1-2005, Indice de classement NM @B3) :
Qualité de l'eau - Recherche et dénombrement deseEshia coli et des bactéries
coliformes.
= Sitesweb:

% EARTH PoLIcY INSTITUTE, 2006,Bottled Water: Pouring Resources Down the Drain,
disponible sur:
<http://www.earth-policy.org/plan_b_updates/2006/update51>




% Union fédérale des consommateurs francaise, Eaaldinet, eau de source, eau
minérale, disponible sur :
<http://www.ufc-aix.org/textes/Dossier Eaux.pdf>
< Institut national de santé publique du Québec (20BBupe scientifique sur I'eau,
Fiche Entérocoques et streptocoques fécaux, disieosur :
<http://www.inspg.gc.ca/pdf/publications/198Cart&zde/Enterocoques.pdf>

% Santé Canada, 1992, Santé de I'environnement tildetu de travail ; le cuivre,

disponible sur : <
http://www.hc-sc.gc.ca/ewh-semt/pubs/water-eau/copper-cuivre/index-fra.php>

Annexe

Composition des milieux de culture
» Gélose lactosée au tergitol et TTC :

- Peptone pancréatigue de viande 10,0 g/l

- Extrait de viande 5,0 g/l

- Extrait autolytique de levure 6,0 g/l

- Lactose 20,0 g/l

- Tergitol 7 0,1 g/l

- Bleu de bromothymol 50,0 mg/l
- Chlorure de 2, 3, 5 triphényltétrazolium 25,0/
- Agar agar bactériologique 10,0 g/l

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,2 £ 0,2.

> milieu urée tryptophane (urée indole) :

- L-tryptophane 39/l

- Urée 20 g/l
- Monophydrogénophosphate de potassium 1q/l

- Dihydrogénophosphate de potassium 19/l

- Chlorure de sodium 5 g/l

- Ethanol & 95 °GL 10 m/l
- Rouge de phénol 25 mg/l
- Eau distillée (gsp) 11

» Gélose Slanetz et Bartley (M-entérococcus) :

Tryptose 20,0 g/l
Extrait de levure 5,04/l
Glucose 2,0 g/l

Hydrogénophosphate dipotassique (K2HPO4) g/k,0




Azoture de sodium (NaN3) 0,4 g/l
Agar-agar 8gail8qgll
Eau 1 000 ml

Une fois le milieu est stérilisé, refroidi jusquiae température de 50-60 °C, il est additionné
par 10 ml d’'une solution de TTC (1% de chlorureda,5-triphényl tétrazolium 1g)
» La gélose a la bile, a I'esculine et a 'azide dedium (BEA) :

- Tryptone 17,00 g/l
- Peptone pepsique de viande 3,00 g/l
- Extrait autolytique de levure. 5,00 g/l
- Bile de bceuf bactériologique 10,00 g/l
- Chlorure de sodium 5,00 g/l
- Esculine 1,00 g/l
- Citrate ferrique ammoniacal 0,50 g/l
- Azide de sodium 0,15 g/l
- Agar agar bactériologique 13,00 g/l

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,1 + 0,1.
» Milieu SPS (Sulfite de sodium-Polymyxine-Sulfite deystéine):

Caseine Peptone 15.50 g/l
Sulfadiazine 0.12 g/l
Yeast Extract 10.00 g/l
Polymyxin B Sulfate 0.01 g/l
Ferric Citrate 0.50 g/l
Sodium Sulfite 0.50 g/l
Bacteriological Agar 13.00 g/l

Final pH 7.0 £ 0.2 at 25°C
» Gélose a I'extrait de levure :

- Tryptone 6,0 g/l
- Extrait autolytique de levure 3,09/
- Agar agar bactériologique 10,0 g/l

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,2 + 0,2
» Gélose au cétrimide

- Peptone pancréatique de gélatine 20,0 g/l
- Cétrimide 0,3 g/l

- Chlorure de magnésium 1,4 g/l

- Sulfate de potassium 10,0 g/l

- Agar agar bactériologique 15,0 g/l

pH du milieu prét-a-I'emploi a 25°C : 7,2 + 0,2.




> Milieu King A

-peptone dite "A" 20,0 g/l
-glycérol 10,0 g/l
-sulfate de potassium 10,0 g/l
-chlorure de magnésium 1,4 g/l

-agar purifie 12,0 g/l

pH= 7.2, Ajouter 10 cm3 de glycérol aprés autoclavage.




