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INTRODUCTION



Par leur situation géographigue, aux confins des milieux continen-
taux et marins, 1les lagunes citidres constituent des sites privilégiés
d*implantation et de développement des activités humaines. Les pressions
anthropiques qui s’y exercent alors sont généralement trés diverses veire
antagonistes (p&che, aquiculture, aménagement portuaire, pollution,...}.
Sous la croissance démographique et le développement industriel, 1les agres-
sions polluantes des rejets urbains, industriels et agricoles tendent a
s’accroitre d* année en année, mettant en péril 1’exceptionnelle producti-
vité de ces écasystémes (Lasserre, 1979 ; Durand et al., 1982). Le milieu
lagunaire devient le réceptacle obligé de 1’ ensemble des déchets générés
par les activités humaines.

Dans les pays en voie de dévelappement, les effluents sont le plus
souvent déversés sans traitement préalable, Le coiit et 1’inadaptation des
solutions classiques limitent 1a mise en place de systémes d'assainissement
et d'épuration (Colcanap et Dufour, 1982). La salubrité du milieu continue
alors A& dépendre du pouvoir auto-épurateur lagunaire et du rencuvellement
des eaux lié aux flux et reflux de la marée.

Les effets de ces rejets sur 17 écosystéme lagunaire sont évidents
et constituent autant d’injures a la beauté de ces sites et aux personnes
qui les cdtoient, Lorsque le niveau de pollution dépasse les capacités auto-
épuratrices du milieu, celui-ci présente différents stades d’eutrophisatian,
de désoxygénation voire d’empoisonnement du milieu (Dufour et Maurer, 1979 ;
Guiral, 1984 ; Carmouze et Caumette, 1983). L intensité de ces phénoménes
est accentuée par le confinement des eaux lagunaires et par la température
dlevée des milieux tropicaux (Dufour, 1982),

Associée aux rejets eutrophisants, la contamination microbiennne
peut s’avérer préoccupante compte tenu des risques épidéminlaogiques qui lui
sont associés (Colwell, 1980). Le milieu aquatique devient alors le réser-
voir (Fig. 1) de nombreux micro-organismes responsables d*affections intes-
tinales telles que les fidvres thyphoides et le choléra mais aussi d’autres
maladies plus fréquentes comme les hépatites ou les gastro-entérites
(Leclerc, 1983). Les micro-organismes pathogénes (Tab. 1) transmis par l’eau
soit directement par absorption, soit par consommation de produits d’origine
aquatique contaminés représentent 1°une des causes principales de morbidité
et de mortalité dans les pays en voie de développement. Selon 1'0Organisatian
Mondiale de la Santé (OMS, 1984), les maladies diarrhéiques provogueraient &
elles seules 25 millions de merts par an.

Dans «ces régions, plusieurs facteurs contribuent au maintien de
ces infections a4 17état endémigue. L’hygieéne et 1'assainissement sont prin-
cipalement mis en cause. Ils dépendent souvent de la disponibilité en eau
potable mais aussi de la fréquence élevée des contacts aver les eaux souil-
lées lors des activités ménagéres et lors des inondations aux saisons des
pluies ou de crues. A un autre niveau, on peut également suspecter la sous-
alimentation et la malnutrition qui déséquilibrent la flore intestinale et
de ce fait, ne lui permettent plus d’assurer son rale de barriére 4 la
prolifération des micro-organismes pathogénes (Ducluzeau et Raibaud, 1979}
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De plus, la transmission de ces infections dépend des aptitudes de
survie des micro-aorganismes quli elles-mEme, sont conditionnées par les
caractéristiques auto-épuratrices du milieu reécepteur. L7 eétude du pouvoir
auto-épurateur océanique a fait 1’objet de nombreux travauu recensés par
Aubert et al. (1981) et comparativement, les eaux lagunaires sont soup-
gonnées de prolonger 1la durée de survie des micro-organismes pathogenes
(Lasserre, 1979}).

La fréquente implication de la salubrité des eaux ou des produits
d’origine aquatique impose donc la mise en place de programmes d7évaluation
du degré de pollution microbiesnne. Dans les régions tempérées, ces program-
mes ont abouti & la détermination de critéres de qualité hydrobiologique et
A la définition de normes sanitaires (C.E.E., 197%). En :zone tropicale,
devant 1"absence d’études comparables, certains écosystémes sont soumis a
cette méme réglementation (Owens, 1977).

Cependant, aucune &tude ne prouve que la stratéqgie de surveillan-
ce des eaux tempérées puisse 8tre directement transposable aux eaux tropi-
cales et plus particuliérement aux lagunes tropicales. Au contraire, divers
travaux (Evison et James, 1973 3 Carillo et al., 1983) signalent par exenm-

ple, 1°inadéquation d’Escherichia <coli comme indicateur de contamination

fécale en milieu tropical alors que l'ensemble des normes occidentales
repose sur le dénombrement de cette bactérie.

Enfin, il &st actuellement recannu que l’écologie des micro-orga-
nismes pathogénes en milieu aquatique constitue une des opriaorités pour
1"étude étioclogique de certaines pathologies humaines et animales ainsi gue
pour 1’installation et 1’exploitation d’activités agquacoles. De ce fait,
cette approche écologique devrait 8tre doublement féconde en permettant 3 la
fois de mieux connaitre 1’évolution des micro-organismes et leurs relations
avec 1'homme (Leclerc, 1983).

A cet égard, les milieux saumdtres (lagunes, estuaires, del-
tas,...) constituent le biotope aquatique privilégié des Vibrionaceae {(prin-

cipalement 1le genre VYibrioc ). Impligués dans diverses affections (Blake et

al., 1980 ; Colwell, 1984 ) dont la plus grave est le choléra, les Vibrio

sont fréquemment rencontrés dans ces écosystémes que ce soit dans 17eau
(Colwell et al., 1977 ; Richard et Lhuillier, 1977 ; Molitoris et al.,, 1983;

Garay et al., 1983) ou chez des organismes aguatiques (David et Sizemore,

1982 ; Huq et al., 1983 ; Schandevyl et al,, 1984).

La température et la salinité sont les paramétres hydrobiologiques
principaux conditionnant la présence de ces bactéries dans 17 environnement
aquatique (Singleton et al.,, 1982 ; Hug et al., 1983). De ¢c= fait, les

milieux saumdtres tropicaux pourraient Btre plus propices & la prolifération
de ces micro-organismes (Bockemihl et Triemer, 1974 ; Nair et al,, 1980).
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CHAPITRE I : LE MILIEU LAGUNAIRE IVOIRIEN



Cette présentation succincte est empruntée & de nombreuses #tudes
répertoriées par Charles-Dominique et Durand (1982).

[.1. Situation géographique.

Le réseau laqunaire ivoirien est constitué de trois lagunes
cgtieres distinctes :
- la lagune de Grand-Lahou
- la lagune Aby et
- la lagune Ebrié

Avec une superficie de 5646 km2 (Varlet, 1978), cette derniére
constitue 1’étendue saumdtre la plus vaste de 1’Afrique Occidentale, Son
bassin versant couvre 93 400 km2 dont 78 000 sont drainés par le fleuve
Comoé, 8 900 et 4 300 par les riviéres Agnéby et Mé (Girard et al., 1971).
Séparée de 1’0céan Atlantique par un cordon sableux de 1| a 8 km de largeur,
cette lagune s’étire sur 125 km le long du littoral ivoirien. Depuis 1930,
ce cordon est traversé en sa partie centrale au niveau d’Abidjan par le
canal artificiel de Vridi. Ce capal, large de 370 m et profond d’une ving-
taine de meétres est la seule communication de la lagune avec 1’0Océan. Son
ouverture a entrainé l'ensablement progressif du grau de Grand-Bassam qui
constituait initialement 1’exutoire naturel de cette lagune.

Abidjan, capitale économique de la Cate d’Ivoire est implantée
autour de nombreuses baies {(Biétri, Marcory, Cocody ...) dans cette zone a

facits estuarien (Fig. 2) et 1’agglomération abidjanaise couvre une superfi-
cie de 7900 ha.

o *
0

== W,
A 4 Z Camoe
P x

canal de Yrudi

Cﬂ 6d BASSAM S

OCEAN ATLANTIQUE 10 km

Fiqure 2 ¢ La lagune Ebrié.
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1.2. Hydroclimat de la zone estuarienne .

Le climat de la Cate d'Ivoire est soumis aux déplacements saison-
niers de la convergence intertropicale ou front intertropical (F.I.T.)
{Eldin, 1971). Les mouvements du F.I.T, réglent le climat en déterminant les
régimes des vents, des températures et des précipitations (Fig. Z) détaillés
par Dufour (1982), et par Durand et Chantraine (1982). Le rayonnement so-
laire (Fig. 4) présente un cycle saisonnier 1ié d’ une part, a la couverture
nuageuse (de juin a septembre) et d’ autre part, & la hauteur relativement
nlus faible du soleil et aux fréquents brouillards {(de décembre a janvier ).

Au sud du sixiéme paralléle nord, 1le climat de la zone littorale
est défini comme climat équatorial de transition par 1’existence de 2 sai-
sons des pluies d’inégale importance ; 1la plus intense et la plus longue
présente un maximum en juin, la plus courte est centrée sur octobre. Deux
saisons intermédiaires les séparent ; 1la petite saison séche en aoit et
septembre et la grande saison séche qui dure de novembre-décembre & février-
mars (Eldin, 1971).

En remontant sur le nord, le climat évolue vers un climat tropical
plus sec caractérisé par 1’unique saison des pluies de juillet & septembre.
Le régime climatique de cette zone affecte directement 1a lagune par 17in-
termédiaire des-riviéres. Le volume moyen annuel charrié par ces cours d’eau
est de 9,7 km3 (in Dufour, 1982), soit prés de 4 fois celui du bassin
lagunaire. Ltes précipitations directes sur le plan d’eau lagunaire ne repré-
sentent que 12% des apports continentaux tandis que 1’évaporatiaon n'élimine
que 7% de ces derniers. Les eaux continentales constituent donc 1 essentiel
du bilan net d’eau douce du systéme lagunaire. Le fleuve Comoé est respaonsa-
ble 4 lui seul de 70% de ces apports. A travers le canal de ¥Yridi, 1’hydro-
climat lagunaire ressent 1’influence marine qui peut 8tre caractérisée par
une succession de 4 saisons (Morliére, 19790)

- La petite saison froide (fin décemhre-janvier): Il se produit un
upwelling cadtier qui intéresse toute la cdte ivoirienne. Les eaux marines
cotieres sont relativement froides (24-25°C) et salées (plus de 335%.).

- La grande saison chaude (février-mai): La température de la
couche océanique superficielle devant Abidjan s’ éléve au-dessus de 26°C et
la salinité est proche de 353%.

- La grande saison froide (juillet-octobre): C’est la saison de
1" upwelling normalement plus marqué, la salinité des eaux marines catidres
est toujours proche de 35%. avec une température inférieure & 23°C,

- La petite saison chaude (novembre-décembre): Des eaux dites
guinéennes de température comprise entre 26 et 29°C et de salinité inférieu-
re a 35%. viennent recouvrir celles de 1'upwelling.
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Selan une estimation de Varlet (1978) basée sur des observations
faites en 1931-32, et citée par Dufour (1982), le volume d'eau marine péné-
trant annuellement en baie d’Abidjan serait de 3B km3d, =oit plus de 14 fois
le volume total de la lagune (Fig. 3). Ces apports d'eau marine sont donc
nettement supérieurs aux apports continentaux. Cette prédominance tend &
s’accentuer consécutivement au fort déficit pluviométrique qui affecte le
nord de 1’Afrique depuis guelques années.

L hydroclimat lagunaire 1intégre donc 1’ensemble des 1influences
climatiques marines et terrestres. La figure &6 témoigne de 17alternance
saisonnitére de ces influences au niveau de la variation annuelle de la

salinité en & stations du chenal central de la lagune (d”aprés Pages et al.,
1979},

Trois saisons distinctes peuvent Etre caractérisées (in Durand et
Skubich, 1982 et Dufour, 1982).

- Une saison séche fde janvier a avril) i+ Les apports continen-
taux, qu’il s’agisse d’écoulement ou de précipitations sont minimes., L’éva-
poration est maximale et 17 influence océanique prépondérante. La température
et la salinité atteignent leurs niveaux les plus élevés.

- Une saison des pluies fde mai a aodt) : Epoque des plus fortes
précipitations puis des apports des riviédres forestiéres. La couverture
nuageuse limite l’ensoleillement. A la fin de cette saison, 17upwelling

refroidit 1’atmosphére et 1la température atteint sa valeur aminimale de
17année.

- Une saisaon des crues fde septembre & décembre) : L’arrivée des
eaux fluviales bouleverse certaines régions lagunaires. Les valeurs de
salinité s’approchent de zéro et restent faibles jusqu’en novembre avec les
pluies locales et les crues secondaires des riviéres guinéennes. La tempéra-
ture remonte a partir d’octobre.

I.3. La lagune d’Abidjan, cible des pressions anthropiques.

Le sort de la lagune est 1ié a 1’essor de la ville d’Abidian qui
s'est considérablement accéléré depuis une trentaine d’année. De 22 000
habitants en 1939, Abidjan passait a 128 000 en 1953, 430 €00 en 1973 pour
atteindre aujourd®hui plus de 1,56 million d’habitants., Cette poussée démo-
graphique &est due a 1’accroissement naturel de la population mais aussi aux
migrations provenant de l’intérieur du pays et des pays voisins de la Cate
d*lvoire. Cette démographie galopante n’est pas sans causer des problémes
aux autorités locales en particulier A travers les problémes d'assainisse-
ment qu’elle engendre.

En 1979, un schéma d’ assainissement fut défini. Il prévoyait la
réalisation de trois collecteurs de base conduisant la totalité des ef-
fluents de la ville 4 une station d’épuration située & Port-Bouét. Les eauy
usées devaient Etre rejetées a 1| 200 métres en mer par l’intermédiaire d’un
émissaire. En ce qui concerne le drainage, 1'objectif était de supprimer les

inondations dans les différents quartiers dont certains sont plus bas que la
lagune.
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Cependant, en raison des difficultés économiques traversées par la
Céte d’Ivoire mails aussi de par sa conception technique 1irreéaliste, 1le
schéma directeur originel a di 8tre modifié pour donner priorité a2 17assai-
nissement des quartiers. En 1982, 1le rappaort Ceclcanap-Dufour estimait que
les 3I/4 de 1la population n’étaient pas encore reliés aux collecteurs -
d’égouts, et selon les prévisions les plus optimistes, seulement 60% de la
population devraient 1°8tre en 19990. -

Actuellement, la priorité est donnée aux raccordements aux réseaux
mais les collecteurs principaux réalisés se rejettent non pas en mer mais en
totalité dans la lagune. L’impact de cette pollution organique sur le milieu
a été étudié par de nombreux auteurs du Centre de Recherches Océanogra-
phiques de Cdite d’Ivoire,

Sans reprendre l’ensemble des résultats acquis (in Dadié, 1979},
on peut constater que le niveau d’eutrophisation atteint est trés élevé, a
la limite de la crise dystrophique pour certaines baies confinées.

La demande hiologique en oxygéne pour dégrader cette charge orga-
nique est trés forte et peut excéder le contenu en oxygéne du milieu naturel
{Dufour, 1982). Cette charge polluante a par ailleurs profondément modifié
la structure des communautés phytoplanctoniques en favorisant les espéces de
petites tailles a activité métabolique intense (Maurer, 1978 ). Ce dévelop-
pement phytoplanctonique exubérant permet néanmoins de maintenir une couche
d'eau oxygénée de 2 &4 3 métres d’épaisseur au-dessus de vases organiques
trés réductrices ou d'une couche d’eau anoxique selon la bathymétrie,

Dans les :zones profondes, parallélement a cette oxycline, 1la
présence saisonniére d’une halocline renfaorce le confinement de 1 hypolim-
nion qui devient alors le siége d’'intenses fermentations et respirations
anaérobies microbiennes avec production d'hydrogéne sulfuré (Caumette,
1985). Lorsque 17influence marine redevient prédominante, 1la destratifica-
tion de la colonne d’eau qui en résulte, provogue une remontée plus ou moins
brutale de composés réduits dont 1’incidence sur 1’oxygénation des eaux peut
se révéler catastrophique (Guiral et Chantraine, 1982 3 Carmouze et -
Caumette, 1983).

Pour la baie de Biétri, Guiral (1984) constate cependant que 1la
minéralisation se déroule de maniére satisfaisante et complémentaire grice a
la superposition de ces deux couches dans la colonne d’eau et aussi grdce
aux communications de la baie avec des milieux adjagents moins eutrophes. Le
milieu fonctionnerait comme un bassin de lagunage naturel mais cet auteur
fait remarquer que le temps de génération et les taux d’activité métaboligue
des bhactéries et des organismes photosynthétiques sur lesquels repose cet
squilibre ne pourront s’accélérer indéfiniment au rythme de l'accroissement
des rejets.

D*autre part, ces rejets domestiques sont la saource d’une intense
pollution microbienne gque Pageés et Citeau (1978) jugent préoccupante surtout
dans les baies ot le rencuvellement des eaux s'opére mal. En 1984, malgré
l”amélioriatiocn de la circulation des eaux (puvertures de communications
entre la baie de Biétri et celles de Koumassi et Marcory), Lanusse et
Djédjé (rézultats non publiés) retrouvent des niveaux de contamination trés
élevés qu'ils qualifient de hors-normes. Ils soulignent de ce fait la néces-
sité de rechercher aussi les micro-organismes pathogénes en complément des
bio-indicateurs afin d"évaluer plus précisement les risques liés a la fré-
quentation et 1'exploitation de ce milieu.



Parallelement, les pressions anthropiques s’ exercent a d7autres
niveaux.

Ainsi, 1’homme intervient directement sur cet écosystéme avec les
grands travaux publics qui en remodelant la topographie, modifient 1*hydro-
dynamique lagunaire. Le plus spectaculaire d’entre eux fut le percement du
canal de Vridi en 1930, cause d’un prefond bouleversement écologique en méme
temps que stimulant économigue déterminant pour le dévelappement d’Abidjan.

L’guverture du port commercial a entrainé 1’implantation d’un
important réseau industriel. Actuellement, 1’agglomération abidjanaise re-
groupe 63% des entreprises industrielles ivairiennes et celles-ci saont
essentiellement concentrées au sud de la ville.

De natures trés différentes selon le type d’ activité industriel-
le, les rejets s5° effectuent sans traitement dans le milieu lagunaire. Leurs
impacts caommencent a Etre décelés a travers différents programmes de sur-
veillance nationale ( R.N.O. 1ivoirien ) et sous-régionale (W.A.C.A.F :
Programme O.M.5 /P.N.U.E /F.A.0 de surveillance de l’environnement marin de
1’Afrique Occidentale et Centrale } auxquels participe le Centre de Recher-
ches Océanographiques de Cate d’Ivoire.



CHAFPITRE II : LES FRINCIPALES BACTERIES PATHOGENES.



Réceptacle privilégié des micro-organismes pathogénes des compar-
timents humains et animaux, 1l milieu aquatique contaminé est impligu® dans
de nombreuses épidémies meurtriéres & travers les divers usages de 17eau
{Leclerc, 1983),

Bien aque 1°on assiste actuellement & une régression, voire une
disparition des grandes endémies historiques telles gque les fiévres ty-
phoides, 1a dysenterie bacillaire ou encore le choléra, celles-ci restent
toujours 1’apanage des populations dont 1 hygieéne et la salubrité des eaux
s’averent insuffisantes .

f cet égard, les populations des pays tropicaux sont plus parti-
culiérement exposées compte-tenu aussi, 1l est vrai, de 1’écologie des
micro-organismes impliqués.,

Dans ce chapitre, sont succintement présentées quelgues hactéries
pathogeénes parmi les plus fréquemment rencontrées dans ces pays. Deux famil-
les v sont principalement décrites compte-tenu de leur importance en patho-
logie humaine 3 1la famille des Entergbacteriaceae et celle des Vibrio-

aeruginosa sont aussi pathogénes pour 1’homme. Utilisées camme bio-
indicateurs, celles-ci sont décrites dans le chapitre IIl. Cette présenta-
tion est largement inspirée de celle réalisée par Hartemann et Foliguet

(1989).

IT.1 Entergbacteriaceae

Les caractéristigues de cette famille sont 1les caracteéres de
bacilles a Gram -, mobiles, aéra-anaérobies facultatifs, la fermentation des
glucides et 1"absence d’une oxydase.

II.1.1. Salmonella

sortes de manifestations cliniques ;

kI

- Les fieévres typhoides (S5. typhi) ou paratyphoides (8§,

paratyphi
A et B).

- Les gastro-entérites & type de diarrhées plus ou moins aigués
appelées salmonelloses.

En Céte d’lvoire, ces infections intestinales sévissent a 17"état
endémique. Gallais et al. (1983) vrapportent 213 cas de fiévre typhoide a
Abidjan entre février 1976 et février 1980, Les qguartiers les plus populeux
et les plus insalubres sont les plus touchés avec une létalité globale de 4%

En frégquence, les Salmonella occupent a Abidjan la premitre place

des bactéries pathogénes isalées par hémoculture et la deuxiéme place de
celles isnlées d'affections intestinales (Le Noc et QOrio, 1972).

-

Le genre Salmonella comprend des bacilles de 1 a 3 Pm, Gram -, non

sporulés et mobiles a de rares exceptions prés. Ils sont fermentatifs,
glucose +, lactose - , oxydase - et H S + dans la plupart des cas,

Leur classification se référe a leurs structures antigéniques
somatiques (0) et flagellaires (H).



On dénombre actuellement plus de 2000 sérntypes. Un seul antigéne
d’enveloppe , désigné Vi est connu et il n’existe que dans 2 sérotypes (S,
typhi et §. oparatyphi C). Parmi l'ensemble de ces sérotypes, certains d’en-
tre eux peuvent encore &tre subdivisés par la lyse phagique en lysotypes et
Btre alors utilisés comme marqueurs en épidémiologie.

L hybridation des acides nucléiques a bouleversé la taxonomie des
Salmonella (Le Minar et al., 1983). Les Salmanella ne caonstituraient qu’une
seule espéce comprenant 6 sous-espéces.

En Cséte d’'Ivoire, Gallais et al. (1983) signalent que les salmo-
nelloses humaines sont provoquées par un éventail important de sérotypes
puisque jusqu’ici 51 sérotypes ont été répertoriés. Salmonella typhi est
l1’espéce la plus fréquemment isolée au cours des syndromes typhoidiques avec
48,3 % des 703 souches isolées dans les laboratoires hospitaliers entre mai
1943 et juin 1970, Les 4 sérotypes responsables de ces syndromes sont néan-
moins présents en Cate d’Ivoire bien que §. paratyphi A et B soient rencon-
trées avec une faible frégquence. D’autres sérotypes ubiquistes en Afrigue vy

rae suis, 8. enteridis). Par contre, certains sérotypes (S, aba et 3. hato)

sont particuliérement isalés chez 1’homme ivoirien alors gqu’ils ne sont pas

signalés dans les autres pays d’Afrigque et gue leur réservaoir animal reste
inconnu.

D'origine fécale, les Salmonella ne sont généralement présentes
dans les eaux gqu’en faible nombre et leur isolement nécessite la concen-
tration, si la turbidité de 1'échantillon le permet et l’enrichissement des
échantillons analysés. Consécutivement, 1la mise en culture sur milieux
sélectifs permet d’'isoler des colonies typiques qui sont alors soumises a

1"analyse des caractéres biochimiques et antigéniques (test sérologiques).

Il1.1.2. Shigella

-Ces micro-organismes sont responsables d*affections intestinales
communément appelées dysenteries bacillaires ou shigelloses, «caractérisées
par l1’émission trés fréquentes de selles peu volumineuses et muco-sanguino-
lentes.,

A Abidjan, les Shigella occupent la premiére place des bactéries

isolées d'affections intestinales (Le Noc et 0Oriao, 1972).

Le genre Shigella comporte des bitonnets Gram -, immobiles , non-

sporulés. ILs sont fermentatifs, glucose +, lactose - , H S - et ouydase -.

L’association de caractéres biochimiques et sérologiques permet de
distinguer 4 sous-groupes :

~ Sous~groupe
- Sous-groupe
-~ Sous-groupe
- Sous-groupe

. espeéce-type S, dysenteriae, avec 10 sérotypes ;

. espéce-type 5§, flexneri, avec 9 sérotypes ;

» espéce~-type 5. boydii, avec 15 sérotypes ;
 2spéce-type 5. sonnei, avec 1 seul sérotype.

L= aw I = « e >4

La caractérisation biochimiques de ces différents sérotypes est
basée sur la production d’indole, et la fermentation du lactose, mannitol,
maltose, dulcitol, du rhamnose, arabinose, xylose et sorbitol.



_14_

IT.1.3. Escherichia coli pathogenes.

Au cours des 30 derniéres anpées, il est apparu que certains types
d’Escherichia coli saont impliqués en pathologie humaine,

Ainsi les E. coli entérotoxinogenes (ETEC) sont, avec les rota-
virus, la principale cause de décés par diarrhées aiqués chez les enfants
des pays tropicaux, tandis qu’'ils sont responsables de la “"turista", nom
couramment réservé & la diarrhée contractée par les touristes visitant ces
pays (Charmot, 1984),

La diarrhée due aux ETEC reléve de 2 phénoménes : 1la colonisation
de 1’intestin gr&le par le micro-organisme et la sécrétion de 2 entéro-
toxines, 1’une, thermolabile (LT), apparentée & la toxine cholérique, 1" au-
tre, thermostable (5T) plus hétérogeéne. La synthése de ces toxines est codée
par un plasmide qui peut aussi porter le geéne des facteurs de coclonisation.

A cdte des ETEC, d’autres E. coli sont pathogénes pour le tube
digestif humain. Ce sont :

- Les E., coli invasifs (EIEC) qui appartiennent & un douzaine de
sérotypes 0 (dont les plus connus sont 0124, 0136 et 0144) et qui, généti-
quement trés proches des Shigella, provaoquent un syndrome dysentériforme.

type 0157:H7, provoquent un diarrhée hémorragique.

- Les E. «coli entéropathogénes (EPEC) qui appartiennent & 17
sérotypes 0 {(surtout 26, 35, 11t, 119, 127, 128) et qui causent des diar-
rhées chez 1’enfant des pays tropicaux ainsi que la "turista“.

Le diagnostic de ces différents sérotypes repose sur la recherche
des facteurs de <colonisation et des entérotoxines pour les ETEC ou sur
l1”immuno-agglutination par des sérums commercialisés pour les EPEC. Signa-
lans également de nombreuses études (in Bohloaol et Schmidt, 198B2) qui décri-
vent la technique d’immuno-fluorescence permettant sous microscope, une
identification et un dénombrement directs des ETEC dans les eaux.

I1.1.4. Yersinia enterocolitica

Cocrco-bacille, Gram -, anaérobie facultatif, Y. enterocolitica est

caractérisé par un métabolisme thermodépendant. Certains caractéres éveoluent

avec la température d'incubation et 5 chimiotypes peuvent ®tre indivi-
dualisés,

Au niveau sérologique, seuls les antigénes somatiques sont pris en
compte et les sérotypes 03, 08 et 09 sont les plus souvent impliqués en
pathologie humaine.

L'entérocolite aigué est la manifestation la plus fréquente de
l"infection digestive causée par cette bactérie chez l’enfant de 5 2 & ans
tandis qu’apreés cet &ge, il s’agit dans 50 % des cas d un syndrome abdominal
fébrile pseudo-appendiculaire. Les connaissances épidéminlogiques sont en-
core imprécises et 17écologie de ce micro-organisme dans 17environnement
aquatique reste peu étudiée,



Il n'existe aucune méthode standardisée pour l’isolement de Y.

enterocnlitica dans les milieux hydriques et la méthode retenue est celle
décrite par Highsmith et al., ( 1977 3 1in Hartemann et Foliguet, 1983).

I1.2 Vibrionaceae

famille sont les caractéres de bacilles a Gram -, mobiles ou immaobiles,
aéro-anaérobies facultatifs, la réduction des nitrates, la fermentation des

glucides et 1la présence d’une oxydase qui les différencie des Entero-
bacteriaceae.

I11.2.1, Vibrio cholerae

Agent du choléra, V. cholerae est un bacille trés fin a Gram -,
incurvé en forme de virgule, trés mobile gr3ce a un cil polaire manatriche
et ne présentant ni capsule ni spore, Cette espéce se caractérise surtout
par son aptitude & sécréter de nombreux enzymes extracellulaires et une

entérotoxine, responsable de 1’ affection.

La toxine cholérique est secrétée par les vibrions ayant réussi a
colaoniser la lumiére intestinale et sa fixation sur la membrane des entéro-
cytes entraine une activation de 1”adénylcyclase qui provoque alars une vio-
lente fuite d’eau (plusieurs litres d’eau par jour). Accompagnant cette
diarrhée caractéristique, 1le vibrion est alaors émis en grande guantité dans
1’environnement de m&me qu’avec les vomissements et la sueur.

Dans les cas sévéres, la mort survient par collapsus cardiovas-
culaire avec acidase et insuffisance rénale.

On a décrit jusqu’d maintenpant plus de 100 sérotypes O, mais
classiquement, tputes les souches pathogeénes appartiennent au sérogroupe O:1
qui est subdivisé en 2 biotypes (Cholerae classigue et El Tor) et 3 séro-

Des vibrions gqui n’agglutinent pas avec le sérum anti G:! sont
isolés treés fréquemment dans divers écosysteéemes aquatiques (Sakazaki et
Balows, 1981). Ces Vibriag nonagglutinables (NAG) sont aussi considérés comme

des V. <cholerae et provoquent entre autres, des syndromes cholériformes
{Hughes et al., 1978 ; Dodin, 1982).

D*autre part, certaines souches de Vibriec nag produisent une

entérotoxine qui peut Btre neutralisée par l’antisérum contre 1la toxine
cholérique (in Sakazaki et Balaows, 1981).

L’épidémiologie de cette affection est 1'objet de nombreuses con-
troverses. Pour certains, 1’homme est considéré comme 1’unique réservoir
tandis que de nombreuses études supportent 1 hypaotheése de Colwell et al.

{1981) qui assimilent cette espéce'd la microflore autochtdne des milieux
estuariens et saumidtres.



Bien gu’en régression, l’endémie mondiale du choléra ne doit pas
Btre sous-estimée (Leclerc, 1983). La brutale arrivée du choléra en Afrique
Occidentale a marqué une étape importante dans 1’histoire de la septieme
pandémie et «celle-ci a permis de signaler le r3dle du contact interhumain
dans la transmission et la diffusion de cette affection, sans que la trans-
mission hydrique soit remise en question (Dodin, 1982}.

En 1970, le «choléra fut signalé pour la premiére fois dans les
zones catieres du golfe de Guinée et s’installa dans la région lagqunaire
ivoirienne au cours du mois d’octobre de cette année. Le Vibrioc El Teor
sérotype {Ogawa fut principalement mis en cause {(Bourgeade et al., 1973} et
celui-ci  fut réqulieérement isolé des eaux laqunaires baignant les villages
atteipts (Duchassin et al.,, 1973). Depuis, cette affection semble se mainte-

nir sous une forme endémo-sporadique dans les régions lagunaires ({Duchassin
et al,, 1973 ; Dosso et al., 1983).

Au niveau épidémiologique, wun diagnostic rapide s*avére oprimor-
dial. Il n’existe aucune méthode idéale mais 1’enrichissement an eau pepto-
née alcaline (pH B,4) suivi d’un étalement sur le milieu T.C.B.S. {thio-
sul fate, <citrate de sodium, bile de boeuf et saccharose) est la méthode la
plus couramment utilisée. Les colonies suspectes arrondies et jaunes sont
alors testées pour la recherche spécifique des caractéres morphologiqgues,
biochimiques et sérologiques (Dodin et Goud, 1983).

. Autres vibrions pathogénes pour 1 homme (Y. parahaema-
ginolyticus)

Ce sont des vibrions halophiles, mobiles, aéro-anaérobies faculta-
tifs. Ces bactéries sont actuellement classées au sein du gqenre Vibriao.

Popoff et al. (1983) distinquent V. parahaemolyticus (Y. parahaemolyticus

biotype 1) et V. alginolyticus (VY. parahaemolyticus biotype 2). D’aprés
Bianchi M. (1976), ces deux taxons présentent de nombreuses caractéristiques
phénotypiques identiques ;3 les souches sont luminescentes, présentent wune
ciliature péritriche en culture solide et exigent du NaCl pour se dévelop-
per. La cytochrome oxydase, la lysine décarboxylase et 1’ornithine décarbo-
xylase sont positives tandis que 1’arginine dihydrolase, la réaction au test
de Voges Proskauer et la production d’H2S sont négatives. Le diagnostic

différentiel repase sur les caractéres suivants 3 V. parahaemolyticus : test

VP - (pas de production d’acetoine), Saccharose - et Arabinose +, V. algino-

Depuis son implication dans une toxi-infection alimentaire a 1la
suite de la cansommation de poisson (Fujino et al., 1951, cités par Watkins
et Cabelli, 1983), 1°isolement des V. parahaemolyticus est signalé par de
nombreux auteurs qui le recherchent dans les eaux, et plus spécialement les
eaux chaudes traopicales, 1es crustacés ou encore les poissons (David et
Sizemore, 1982 ; Huqg et al., 1983 ; Schandevyl et al., 1984 ; Malitoris et
al., 1983).

Leur oprésence semble faverablement influencée par la température
et le degré d'eutraophisation (Baross et Liston, 1970 ; HKaneko et Colwell,
1975 3 Watkins et Cabelli, 1983).

Sur le plan épidémiologique, V. parahaemolyticus est responsable

de gastro-entérites qui sont signalées dans de nombreux pays (Richard et

Lhuillier, 1977), vy compris ceux bordant le golfe de Buinée (Bockemihl et
Triemer, 1974).



En Cote d'Ivaire, le V. parahaemolyticus est impliqué en patholo-
gie humaine saus 2 farmes cliniques : une gastro-entérite caractérisée par
des vomissements, des diarrhées profuses avec une leucocytarrhée impartante
rappelant une shigellose et un syndrome cholériforme évocateur du choléra et
praobablement étiqueté ainsi A tort par les cliniciens (Dasso et al, 1983) .,

Les données epidémiologiques semblent révéler des variations saisonniéres

et la période de mai a aciit serait la plus favorable a4 la contamination
humaine.

L'entéropathogénicité de ce Vibrio serait due a la présence de 2
hémalysines dont la principale est thermostable (Richard et Lhuillier,
1977}, Les souches obtenues par coprocultures des victimes de gastro-enté-
rites sont héta-hémolytiques en présence de sang, soit humain du groupe 0,
soit de lapin (Phénoméne de Kanagawa positif). Les activités hémolytiques
peuvent Btre détectées sur le milieu de Wagatsuma (1968, in Miyamoto et al.,
1969). En complément de ce test ip vitro, le phénoméne de Kanagawa peut Etre
mise en évidence par la réponse de 17anse iléale ligaturée du lapin -
(Sakazaki et al., 1968 ; Kaper et al., 1979}).

Les spuches "Kanagawa" négatives (KP -) sont peu entérotoxiques et
correspondent a la majorité des isolements réalisés a partir d'échantillons
d’eaux, de paissens ou de fruits de mer (in Hartemann et Foliguet, 1983).

Il n’existe pas de techniques de recherche particuliére pour ces
souches et les méthodes décrites pour V. cholerae peuvent Etre wutilisées
aver succés.

Citons 1le milieu gélosé de Watkins et al. (1976} qui peut ®tre
directement ensemencé par des membranes filtrantes ainsi que les recommanda-
tions de Dupray et Cormier (1985) sur la durée d'incubaticn pour un recou-

vrament optimal de cette bactérie dans les coquillages.

I1.2.3. Aeromonas

Ce genre comprend des bacilles Gram-, mobiles (sauf A. salmonici-

)y A ciliature polaire, fermentant le glucose avec ou sans productiaon de
2 et possédant une catalase et une oxydase actives.

lLa classification des différentes espéces de ce genre a également
supporté de nombreuses modifications taxonomiques et nous retiendrons celle
présentée par Popoff et Véron (1976)., Ainsi, & caté d’A, salmopicida qui se

différencie nettement des autres espéces, on distinque_*ﬁ:—-ﬁgaiééﬁilg, AL
sobria et A. caviae.

recensées par Davis et al. (1978) et ils peuvent aussi 8tre impliqués dans
des gastro-entérites aiqués voire des diarrhées cholériformes (Show et al.,
1977 3 Champsour et al,, 1982). Les animaux vivant dans les milieux aquati-

ques peuvent également 8tre infectés par ces bactéries (Hazen et al., 1978)

et certains auteurs suspectent le poisson de servir de réservoir d*A. hydro-
phila (in Kaper-et al., 1981). ‘

La pathogénicité de ces bactéries serait lide 4 la présence d7une
cytotoxine doublée d'une activité hémolytique (D’ aprés Sakazaki et Balows,
1981). L’entéro-touigénicité peut Etre mise en évidence par la réponse de
1"anse iléale ligaturée de lapin (Kaper et al., 1981).



Aucune methode ne donne entidre zatisfaction pour l'isolement speé-
cifique des Aeromonas. Notons les milieux de Kaper et al. (1981) et de

Rippey et Cabelli (1980) gui ont permis de dénombrer ces espéces dans diffé-
rents écosystémes aquatiques.

I1.2.4, Plesiomonas shigelloides

Seule espéce du genre Plesiomonas, P, shigelloides se distingue

principalement des autres Vibrionaceae par 1’activité des 2 enzymes déshy-

drogénasiques {LDC, ODC et ADH +) et l’absence d’exoenzyme.

Le biotope principal de cette bactérie est hydrique et les réser-
voirs animaux sont trés divers (d’aprés Von Graevenitz, 1980),

Les connaissances sur la pathogénicité de P. shigelloides sont

limitées mais Von Graevenitz (1980) recense de nombreuses implications dans
des diarrhées en zone tropicale et Vandepitte et al. (1980) incriminent le

tube digestif de poissons d'eau douce comme réservoir possible de cette
bactérie.



CHAFITRE III : L* ANALYSE BACTERIOLOGIGQUE DES EAUX,
principes et méthodes.



La majorité des affections d’origine hydrigque est causée par des
micro-organismes pathogénes qui ont pour cible la sphére digestive et qui
sont rejetés dans les matiéres fécales (cf.Tab., 1). Devant la diversité de
ces micro-organismes, les difficultés de leur isolement et de leur iden-
tification pour un contrale routinier, an a recours au concept de bio-
indicateur, Ces indicateurs sont pour la plupart des bactéries de 1'intestin
de l7homme et des animaux homéothermes et leur présence conduit & suspecter

une contamination fécale du milieu analysé, On parle alors de bactéries
tests de contamination fécale.

Associés A ce concept, deux problémes apparaissent : le

choix des indicateurs et celui d’une méthodologie appropriée pour leur
isalement dans 17eau.

I11.1. Le choix des indicateurs

Le bio-indicateur idéal, pour révéler une pollution wmicrobienne
d’aorigine fécale devrait toujours Etre exclusivement présent dans les ma-
tiéres fécales, Btre absent dans 1'environnement non pollué et survivre au
moins aussi longtemps gque les micro-organismes pathogénes, 11 devrait d°au-
tre part, pouvoir Btre spécifiquement et aisément dénombré avec des techni-
ques fiables dans le tadre d’analyses de routine.

La premiére utilisation des bactéries comme 1indicateurs de la
gqualité sanitaire d’une eau remonte & 1880, date a laquelle Von Fritsch

caractéristiques d’une contaminatian d'origine humaine. C'est cependant a -
Escherich (1B83) que 17on doit la premiére observation du Bacterium col
ve

{Escherichia coli) dans 1les féces et de son association fréguente a

i
c

En 1945, d’apreés les critéres énumérés ci-dessus, Escherichia

cott, Winslow et Mc Grady comme germes-témoins de contamination fécale,
De nos jours, l*ensemble des normes de qualité d un milieu se référe A ces
propositions en recherchant les groupements bactériens tels que les colifor-
mes ou les streptocoques fécaux (cf.II1I1.3-4). Ces groupes se sont substitués
aux bactéries initialement proposées et on dénambre de ce fait, les coli-

formes plutat qu® E. coli, les streptocoques fécaux a la place de §.

gens. Ces substitutions imposées par la faible sélectivité des méthodes de
culture disponibles se saont soldées par une dénaturation substantielle de
l*information recherchée. En effet, de nombreuses souches extra-fécales sont
dénomhrées dans ces groupes bactériens conduisant 4 une surestimation des
risques épidémioleogiques (Geldreich et Kenner, 1969 ; Dufour et Cabelli,
1976 ;3 Oger et al., 1981).

Il faut reconnaitre qu’il n'existe pas d'indicateur idéal, ni
d'ailleurs d indicateur universel. La recherche des germes-tests les mieux
adaptés au milieu étudié se justifie pleinement., Celle-ci doit s’ appuyer sur
la comparaison des aptitudes de survie dans le milieu étudié entre le bin-
indicateur et les micro-organismes réellement pathogénes responsables des
endémies lacales d’origine hydriqgue.



Evison et James (1973) et Carillo et al. (1983) signalent 1la
croissance d°E. coli dans certains écosystémes dulGaquicoles tropicauw ; de
ce fait, ils réfitent 1l utilisation de cette bactéries en tant qu'indicateur
bactérien. Comme substitut, EBifidobacterium adolescentis {(Evison et James,

1973) et A un degré moindre, Pseudomopnas aeruqiposa (Geldreich, 1973) ont
#té sugqérés pour évaluer la salubrité de ces milieux caractérisés par leur
température et souvent leur degré d’eutrophisation élevés. Il reste néan-
moins & confirmer ces propositions qui se heurtent dans certains cas a
l*absence de méthodes de cultures fiables permettant 17isolement et le

dénombrement rapides et sélectifs de ces bactéries (Carillo et al., 1983).

II1.2. Le choix d’une méthodologie.
ITI.2.1. Les critéres de sélection.

L’intér&t du recours aux bio-indicateurs a incité de nombreux
auteurs A proposer différentes méthodes d’estimation de la concentration
bactérienne. L'estimation du nombre le plus probable par la technigque des
tubes multiples (Mac Grady, 1918) fut la plus utilisée jusqu’a 1’intro-
duction des membranes filtrantes (Buttiaux et al., 1933}). Depuis, sont
apparues de nouvelles techniques microscopiques (Bohlool et Schmidt, 1982),
enzymatiques (Trinel et Leclerc, 1977) et potentiométriques (Charriére- et
al., 1984). Dans le cas de ces bio-indicateurs, le dénombrement des colaonies
se developpant sur milieu de culture solide reste néanmoins le moyen le plus
utilisé pour l'estimation de la concentration bactérienne. L’ogptimisation de
cette méthode a entraineé une multiplication des milieun de culture qui
paradoxalement complique la définition des méthodes de référence., Actuelle-
ment, ces wmilieux sont trop nombreux et op compte par exemple plus de 29
milieux de culture différents pour la recherche des coliformes. De ce fait,
des Atudes coemparatives de milieux ou de techniques abondent dans la 1litté-
rature scientifique (Bissonnette et al., 1977 ; Pagel et al., 1982 ; Wright,
1984), Leurs conclusions se révélent quelques fois critiquables par mangue
d'interprétation statistique rigoureuse.

Tout ceci souligne 17intér8t d’une rationalisation et d'une stan-
dardisation des méthodes de référence afin de pouvoir comparer les données
recueillies dans le cadre de différents programmes. Dans ce but, nous nous
proposons de définir les principes et la démarche sur lesquels devrait
reposer le choix d’une méthodologie optimale.

La méthode idéale est celle gqui permet la croissance exclusive de
la totalite des bactéries appartenant & 1'espeéce ou au type recherche. Elle
doit toujours tenir compte du "stress" que subissent les bactéries entéri-
ques lors de leurs rejets dans le milieu aquatique (Klein et Wu, 1974 ;
Rhodes et al., 1983%). Bissonnette et al. (19273) ont montré que les bactéries
soumises a ce stress devenaient sensibles aux agents inhibiteurs 1incerporés
pour sélectionner leur culture et se trouvaient alors incapables de croitre
sur les milieuyx sélectifs. De m&me, Xu et al, (1982) visualisent en immuno-
fluorescence des bactéries viables incapables de supporter la sélectivité de
la méthodologie mise en oeuvre.

51 le coit, la difficulté de préparation, ou la durée de conserva-
tion du milieu peuvent parfois s’avérer limitants, la spécificité et 1la
sensibilité restent les deux critéres de choix déterminants. Ceux-ci sont
indissociables puisque le plus souvent le gain de spécificité s'obtient au
détriment de la sensibilité.



Au niveau du protocole expérimental, le microbiologiste peut alors
intervenir d'une part sur la composition du milieu de culture, dautre part
sur les conditions d’incubation. Pour chacun de ces niveaux, deux stratégies
s'offrent & luil ; so0it définir les conditions optimales au développement
préférentiel de 1'espice recherchée, soit réaliser une incubation sélective
c'est & dire en empéchant les espéces indésirables de croitre. Celles-ci
neuvent en effet biaiser 17énumération soit par exces, soit par défaut en
inhibant les bactéries recherchées (Le Chevalier et Mc Feters, 1983).

Bien évidemment, 1l1a meilleure méthodologie devrait simultanément
favariser 1la crolssance de la population recherchée et limiter la culture
des autres mais dans la pratique, 1a simultanéité de ces deux composantes
est difficile a satisfaire.

Four le dénocmbrement des bio-indicateurs, on dispose d'un choix
trés large de bouillons de culture ou de milieux gélosés. On oppose souvent
la mise en évidence de potentialités biochimiques des cultures en milieux
liquides aux caractéristiques morphologiques et tinctoriales des colonies se
développant sur milieu solide. Dans certains cas, on dispose d’une combinai-
son de ces deux types d'information ; fluorescence de certains Pseudomonas
en milieu liquide (King et al., 1994) ou sulfito-réduction des Clostridium
en milieu gélosé (Marshall et al., 1943) par exemple.

Selon 1la premiére stratégie énoncée préceédemment, on peut donc
thoisir de préparer un milieu de culture dont l1a composition favariserait
préferentielliement la bactérie recherchée. Ainsi, les géloses lactosées sont
trés faverables & 1a croissance des entérabactéries,

D’autre part, 1le recours a une telle stratégie peut s’avérer
indispensable lorsqu’aucun milieu de culture est suffisamment sélectif pour
la bactérie recherchée ou que celle-ci se trouve en faible quantité dans
1’ échantillon analysé, On prépare alors un milieu dienrichissement qui
permet de oprivilégier 1la croissance de 1'espéce désirée. Les bouillons
peptonés salés et basiques favorisent par exemple 1la multiplication des
Vibrionaceae. Cette approche ne permet cependant que d’apprécier la présence

ou l'absence de la bactérie recherchée et reste par conséquent principale-
ment réserve a la détection des micro-organismes pathogénes,

Par contre, laorsqu’un grand nombre de bactéries est en caompéti-
tion, on peut &tre contraint de préparer un milieu de culture sélectif., Le
pouvoir de sélection de ces milieux dépend alors de certains agents chimi-
ques inhibiteurs (bile, sulfite, ,..) ou antibiotiques (Néomycine, Kana-
mycine, ...) qui sont ajoutés a des concentrations que supporte 17espece
recherchée.

Les conditions d'incubation et plus particulierement 1a tempéra-
ture jouent des raoles complémentaires dans la sélection des micro-organismes
recherchés.

Dans l’environnement on distingue les bactéries mésophiles, psy-
chrophiles et thermophiles caractérisées par leurs températures optimales de
croissance respectivement moyenne (30-37°C), basse (<30°C) et haute (>
37°0).



Parmi les mésophiles, les psychrotrophes et les thermotrophes sont
en plus capables de croitre respectivement aux basszes ou hautes tempéra-
tures. Ces différentes aptitudes de croissance sont connues 2t utilisées
peour l'isolement de nombreuses espéces bactériennes.

fAinsi, on peut choisir d incuber 17échantillon analysé a la tempé-
rature optimale de la bactérie recherchée pour lui permettre de se dévelop-
per préferentiellement. Par exemple, pour la recherche des Salmanella, 1la
température d incubation influence 1’efficience du milieu d'enrichissement
et une température de 43°C facilite 1’isplement de ce genre (Leclerc gt al.,
1970}, De méme, la durée d incubation peut permettre un enrichissement plus
spécifique; une incubation de 7 & 8 h en eau peptonée salée est considérée

lages (Dupray et Cormier, 1983).

Neanmoins, compte-tenu de la faible spécificité gu'elle oprocure,
cette approche est peu utilisée et reste principalement réservée a 17isole-
ment des bactéries pathogeénes.

Par contre, l17utilisation de la température en tant que facteur de
sélection est depuis treés longtemps mise a profit. Cette stratégie fait
appel a la propriété de thermotolérance de certaines espéces qui sont capa-
bles de supporter des températures "extr&mes" dans la mesure ot elles se
révélent 1létales pour d’autres. En effet, treés tot, Eijkman (1904) avait
noté que la production de gaz dans un bouillen glucosé incubé a 44°C permet-
tait de différencier E. caoli des autres micro-organismes. Actuellement, en
référence a la thermotolérance de cette bactérie, wune incubation de 48 h a
44,3°C est recommandée pour l'isolement des colifarmes fécaux. MéEme si le
choix de cette température reste controversé (Leclerc et al., 1981 ; Oger et
al., 1981), cette incubation sélective constitue un moyen simple de séparer
parmi les autres bactéries coliformes, les espéces dites fécales et celles
de 1'environnement.

Qutre la température, 17ambiance d’incubation conditionne 1la
structure de la microflore cultivée. ©Si l’anaérobiose s’impose pour la
recherche des bactéries anaérobies, elle permet aussi de limiter la conta-
mination du milieu de culture. Ainsi, Doyle et al. (1984) proposent d incu-
ber en anaérabinse les membranes filtrantes pour le dénaombrement des «coli-
formes fécaux. Leurs travaux montrent que l17anaéraobiose limite la contami-
nation des membranes par des bactéries de type aérobie strict sans modifier
le recouvrement des coliformes.

Une fois 1'élaboration d’une nouvelle méthodologie terminéde, il
convient de la comparer aux méthodologies déja disponibles. Le microbiolo-
giste doit alors évaluer & la fois la spécificité et la sensibilité de 1la
méthode a tester. Auparavant, 1l est indispensable de préciser les opara-
metres physico-chimiques f{salinité, température, pH, ...} des échantillons
avec lesquels s*effectueront les comparaisons.

111.2.2. Détermination de la spécificité

Cela revient & isoler puis a identifier pour chaque couple milieu-
incubation un certain nombre de colonies (une trentaine au minimum) puis a
calculer 1le pourcentage de bactéries recherchées par rapport a 1'2nsenmble
des colonies présentes,



D]

Dans certains «cas, & la place des galeries «classigques d'iden-
tification, quelques caractéres phénotypiques spécifiques peuvent suffire
tels que par exemple, la production de gaz ot d’indole a 44,5°C che: E. coli
(Pugsley ot al., 1973), ou la castinalyse chez P. aeruginosa (Brown et
Foster, 1970).

Généralement, on ne tient compte gue des colonies typiques culti-
vant sur le milieu. Les caractéristiques morphologigques et tinctoriales des
colonies recherchées doivent par conséquent Btre préalablement déterminées
par 1'ensemencement d’une culture pure de l’espéce recherchée sur le milieu
considéré.

En complément, 1l peut Btre intéressant voire indispensable de
préciser la spécificité de ces caractéristiques culturales en identifiant
des colonies d” aspect différent (colonies atypiques). Dans certains cas, il
devra E&tre mentionné l°ensemble des colanies faormées afin d’apprécier les
nhénoménes de compétition bactérienne et d’antibiaose (Le Chevallier et Mc
Feters, 1983).

I11.2.3. Détermination de la sensibilité

Cela revient & déterminer quel pourcentage de bactéries oprésentes
dans 17échantillon analysé pourra Etre effectivement dénombré.

Le nombre réel de bactéries présentes est difficile a évaluer,
Cependant, 11 peyt &tre estimé, soit en comparant la méthode testée a2 une
méthode de référence non sélective (avec des cultures pures incubées dans
des échantillons d'eau stérilisés ou faiblement contaminés) (Pagel et al.,
1982) ; soit en deéenombrant les bactéries présentes dans l’echantillen par
des technigues de diagnostic direct telles gue 1’immunofluorescence (Bohlool
et Schmidt, 1982),

En pratigque courante, on compare entre elles les différentes mé-
thodes testées. Sur milieu gélosé, 1la caomparaison s'effectue pour les di-
lutions permettant une numération correcte des colaonies (généralement entre
30 et 300 colonies par boites de Petri). Un minimum de I ensemencements par
dilution est nécessaire pour utiliser des tests statistiques tels que l%ana-
lyse de variance et la comparaison des moyennes pour des petits échantil-
lons. Ces tests paramétriques imposent cependant gue les données suivent une
distribution normale, ce qui peut &tre souvent réalisé par 4 une transforma-
tion leogarithmigue des concentrations bactériennes. Dans le cas contraire,
la loi de Taylor permet de calculer la transformation adéquate que 17an
testera alors par le test de Bartlett (Elliott, 1977). Enfin, d'utilisatian
plus pratigue, les tests non paramétriques peuvent &tre préférés npour la
comparaisaon des différentes méthodes entre elles (Dagnélie, 1970 3 Elliot,
1977)

Finalement, 1"appréciation de la sensibilité et 1la spécificité
canduit & la définition de la méthodologie optimale qui permet la croissance
spécifique du plus grand nombre de bactéries recherchées. A 17instar de
nombreux auteurs, différentes méthodes d7analyse et divers milieuwx de
culture ont été testés et choisis en tenant compte de ces considérations.

Selon cette démarche, la méthodologie optimale a été sélectionnée
pour rechercher spécifiquement les Escherichia coli, les entérocoques, les

Clostridium perfrinaens et les Pseudomonas aeruginosa dans les eaux la-

gunaires ivoiriennes.



I11.2. Les coliformes / Escherichia coli.

Le groupe bactérien des coliformes est le plus recherché en tant
qu”indicateur de contamination fécale. L’ensemble des normes et standards
s’y référe pour évaluer la potabilité des eaux de consommation ou la salu-
brité des milieux aquatiques.

Selon la définition [.5.0. (International Systematic Qrganisation)
citée par Leclerc et al. (1981), les coliformes sont des bactéries Gram -

’
non sporulées, oxydase - , aérobies ou anaérobies facultatives, capables de

se multiplier en présence de sels biliaires et de faire fermenter le lactose
avec production d acide et de gaz en 48 h a une température de 35°- 37°C.

Classiquement, les coliformes comprennent les espéces suivantes ;
Escherichia ceoli, Klebsiella pneumgniae et K. oxytoca, Citrobacter freun-

Cependant, la spécifité de ce groupe caomme témoin de contamination
fécale est depuis quelques années de plus en plus critiquée. En fait, ce
groupe bactérien n"a aucune réalité systématique. Les espéces qui le compo-
Le terme de coliforme, initialement proposé par Breed et Norton (1937) pour
désigner les bactéries Lactose+ était équivalent a ceux de groupe colon,
coli-aérogénes ou encore Escherichia-Aerobacter{lLeclerc et al., 1983).

Depuis une dizaine d’année, grdce aux progrés de la biologie
moléculaire, la «classification bactérienne a pu se libérer de la =simple
caractérisation phénotypique pour tendre vers une définition plus précise de
l1’espéce bactérienne. Les méthodes génétiques (hétéroduplex, % GC), molé-
culaires (études immunologiques des pratéines) et de taxomomie numérique
sont beaucoup plus rigoureuses. Ces méthodes ont bouleversé la systématique

fu niveau des coliformes, le recours a différentes stratégies
taxonomiques ( Gavini et al., 1982 ; Leclerc et al,, 1983 ) a permis d’iden-
tifier de nombreuses espéces considérées comme atypiques d apreés les techni-
ques d¥études conventionnelles. De ce fait, de nouveaux genres et espéces de

l*environnement telles que Serratia fonticola, Rahnella aquatilis, Kleb-

genus et E. intermedium complétent la liste des colifearmes initialement
identifiés par les tests IMVIC (I: production d'indole/ M: test du rouge de
méthyle/ V: production d’acétyl-méthyl-carbinol: fermentation de 1 inositol/

C: utilisation du citrate de sodium).

L’oriqine aquatique ou tellurique de ces espéces souligne par
conséquent 17inadéquation de ce groupe pour témoigner d'upe contamination
bactérienne d'origine fécale. La recherche des coliformes sans une identi-
fication oprécise des espéces n’a donc aucupe signification sapitaire. Il
serait donc plus significatif de rechercher exclusivement des coliformes
d’origine fécale. A cet égard, la thermotaolérance de ces espéces rapportée
nour la premitre fois par Eijkman (1904) peut &tre mise a profit pour les
séparer des espéces de 1’environnement. Les coliformes fécaux sont par
définition des coliformes qui conservent les m@me propriétés a 44,3°C comme
a 35-37°C, Actuellement, une incubation a 44,5°C est recommandée par 17en-
semble des méthodes de référence.



Cependant, 12 choix de cette température fait 1°objet de nombreu-
ses critiques tant au niveau de la sensibilité gque de la spécificité obte-
nues. Ainsi, certains auteurs (Green et al,, 1980 ; Dufour et al. , 1981

recommandent une pré-incubation de 2 & 4 heures & 35°C avant 17incubation
séelective a 44,5°C., Consécutivement a ce traitement, Dufour et al. (1981)
notent une augmentation de 80% du nombre d'E. cnli pour des échantillans
d'eau de mer analysés sur le milieuw m-TEC (Total E. «coli). Cette pré-
incubation permettrait aux bactéries de récupérer et de pouvoir ainsi mieux

~ supporter les hautes températures sélectives pour leur mise en évidence.

D’autre part, 1lors de 1’'étude de croissance d'espéces d’origine
intestinale en culture pure, Gavini et al. (1982) ont montré que la tempéra-
ture de 44,5°C inhibait une large proportion de coliformes fécaux. De ce
fait, ces auteurs préconisent la température de 41°C qui permet le dévelop-
pement de la quasi-totalité des coliformes fécaux tout en emp&chant 1la
croissance des coliformes non fécaux (seuls 9% de K. ogxytoca seraient alors
inhibés).,

Dutka (1983) quant a lui conteste cette température pour le manque
de spécificité qu’elle procure et propose une incubation a 43°C., Inverse-
ment, la thermotolérance n’implique pas systématiquement une origine fécale
exclusive., Un certain nombre de travaux (Caplenas et al. 1981 ; Kanarek,
1984) rapportent & cet effet qu’en 1’absence de toute contamination fécale,
certaines souches de Klebsiella thermotolérantes ont pu Btre isolées dans
des effluents industriels riches en matidres organigques. La présence d'es-
péces thermotolérantes d’origine extra-fécale a conduit Cabelli (1979) a
recommander la recherche exclusive d° £. coli pour apprécier significative-

ment 1°origine humaine d’une contamination fécale.

Pour les eaux tropicales, cette recommandation peut s’avérer d’au-
tant plus importante que de nombreux auteurs observent sur les milieux de
culture 1la croissance d’espeéces thermotolérantes dforigine extra-fécale
(Lavoie, 1983 ; Wright, 1984 ; Carillo et al., 1983).

Suite & ces considérations, nous avons entrepris de comparer
différents milieux de culture pour une quantification optimale des E., <coli
dans les eaux lagqunaires ivoiriennes.

IIT.23.1, Matériel et méthodes.

¥ Echantillans d’eau,

Lette comparaison a été réalisée grdce 3 1'analyse de 3 échantil-
lons d’eau polluée prélevés en lagune.

Ces échantillons proviennent de la surface de 3 stations différen-
tes (Fig. 7). La statian I, proche du collecteur central gqui se rejete 2n
baie de Biétri, a été analysée par étalement direct de 0;1 ml 4 la surface
des milieux de culture tandis que les échantillons d’eau des stations 2 et 3
ont du Etre analysés par la technique des wmembranes filtrantes (Filtre
Whatman de 47 mm, ©,43 Pm de porosité). Les 3 échantillons ont £été analysés
immédiatement apreés leurs prélévements.



1 29,0 13,0 7,70 étalement en surface
2 29,0 17,5 7,73 membranes filtrantes
3 28,3 24,5 7,953 membranes filtrantes

Tableau 2 :+ Caractéristiques physico-chimiques 2t mode
d'ensemencement des 3 échantillons.
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Fiqure 7 : Localisation des 3 stations de prélévement des eaux de surface
et du principal point de rejet d’eaux d’égout en baie de Biétri ( ¥ ).



Le tableau 2 regroupe les valeurs de température, de salinité et
de pH ainsi que le mode d'ensemencement utilisé compte-tenu du degré de
contamination.

Les sensibilités respectives des différentes méthodologies mises
en oeuvre ont éte comparées entre elles en réalisant 5 analyses par échan-
tillans et par milieux de culture.

¥ Milieux de culture

Pgur le dénombrement des E. <coli dans l'eau, de trés nombreux
milieux de culture sont disponibles et leurs comparaisons ont fait 17objet
de multiples études (Pagel et al., 1982 ; Dufour et al., 1981 ; Wright,

teg4y., T T T

En tenant compte des conclusions de ces auteurs, & milieux de
culture ont été preésélectionnés pour Btre testés : le milieu Easine-bleu de
méthyléne de Levine (EMB ; BioMérieux), 1la gélose au desoxycholate lactose
({DCL ; BioMérieux), 1a gélose lactosée au TTC (triphenyltétrazolium chlo~-
ride) et au tergitol (Institut Pasteur), le milieu m-FC (DIFCO), 1la gélose
ELSAB (Enriched Lauryl Sulphate-Aniline Blue ; Wright, 1984) et le milieu m-
TEC (total E. <coli ; Dufour et al., 1981).

Les compositions de ces milieux et les recommandations respectives
de préparation sont présentées annexe 1.

Pour améliorer la sensibilité de la meéthodologie, les boites de
Petri ensemencées ont été préincubées a 3I7°C pendant 2 & 3 h avant une
incubation de 24 +/- 2 heures & 44,5°C. Pour la mé&me raison, 1'acide rosali-
que n’a pas été incorporé dans le milieu m-FC {(Presswood et Strong 1978 ;
cités par Pagel et al., 1982).

Les colonies d"E. coli cultivant sur ces milieux présentent res-
pectivement les caractéristiques morphologiques et tinctoriales suivantes;
colonies noires a refl€&t métalligque sur le milieu EMB, colonies rouges de
forme lenticulaire sur le milieu DCL, colonies jaunes et oranges sur le
milieu TTC, «colonies bleues foncées sur le milieu m-FC, colonies bleues et
bleu-vertes sur le milieu ELSAR et colonies jaunes sur le milieu m-TEC.

¥ Identification.,

Lidentification des colonies typigues a 1'esp#ce E, <cpli a été
réalisée grice au tube multi-test T.M.B (Tryptone Mannitel Broth) mis au
point par Pugsley et al. (1973)(Composition en annexe). Incubé a 44°C pen-
dant 24 h, ce bouillon présente 1’avantage de tester simultanément la ther-
motolérance (croissance & 449C), la fermentation du mannitol avec production
d'acide et de gaz (mises en evidence respectivement par le viraqge de 1°indi-
cateur de pH et par le flottement d'une cloche de Dunham initialement immer-
gée), ainsi que la production d*indole a partir du tryptophane de la tryp-
tone. Ce dernier caractére est apprécié par introduction d’une goutte du
réactif de Kovacs (Inst. Pasteur) dont le virage au rouge témoigne immédia-
tement de la présence d’indaole,
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isolées dans les eaux de surface et identifiées

avec les galeries API 20QE,



Au niveau de ce test, il est important de signaler que, d’une
part, «ce réactif est fortement bactéricide et gue, d’autre part, selon la
teneur en tryptaphane de la tryptone utilisée, une incorpoeratian supplémen-
taire de cet acide aminéd peut s avérer nécessaire pour une meilleure visua-
lisatiaon du résultat.

D apreés ces auteurs, le tube TME fournit un résultat fiable et de
ce fait, il permet d’identifier facilement et rapidement les colonies d’E,
cali. Néanmoins, avant de 1’utiliser, la fiabilité de cette technique a été
vérifiée. Pour ce faire, 30 colonies présomptivement identifiées comme E.
coli d’aprés ce test ont été controlées par 17utilisation des galeries API
20E ¥, De mEme, 30 colonies présomptivement considérées comme différentes
ont été soumises au contrile.

Pour évaluer la spécificité de chaque milieu de culture, 320 cole-
nies typiques, repigquées au hasard de chacun des milieux ont été purifiées
et identifiées grdce au tube TMB. Les caractéristiques morphologigues et
tinctoriales typiques des colonies présomptives d’E. coli ont été apprécides

par comparaison a des colonies-témoins obtenues par ensemencement d’une

I11.3.2. Résultats et discussion.

Le recours au tube TMB de Pugsley et al, (1973) oprésentait un
double intér8t, celui d’une part, de limiter la démarche analytique pour une
comparaison de la spécificité des différents milieux de culture et celui
d*autre part, d'évaluer la fiabilité d’un tel tube pour son utilisation dans

le cadre d*analyse de routine.

A 1'usage, 1le tube TMBR se réveéle treés pratique et trés satisfai-
sant puisque toutes les colaonies présomptivement assignées a E. coli avec ce
tube ont été confirmées par le systéme API 20E,

Inversement, sur les 30 colonies répondant négativement, 2 seule-
ment s’avérent 8tre des E. coli (indole -) avec la galerie AFI. Le reste des

Klebsiella pneumoniae : 2

Citrobacter freundis @ 3

=~
—
1]
o
mn
-
[2e}
p—
—
m
Q
>
<
s
o
N
[T}
.
—_ o

formes. 0On observe a coté des E. coli une nette dominance des Klebsiella et

en particulier de K. pneumopiae. Cette remarque conforte les résultats de

Lavoie (1983) qui avait également noté la forte présence des Klebsiella dans
les paux de puits pollués de Cote d°Ivoire.

Les profils biochimiques de 1’ensemble des souches d'E.
confirmées mettent en évidence une nette prédomimance du biotype | d E. coli

{Tab. 3). Cette prédominance aurait pu résulter de 1a stratégie de repi-
quage, mais nous avans pu vérifier que les différents biotypes d’E. coli ne

présentaient pas de caractéristiques morphologiques et tinctoriales dis-
tinctes.



Milieux

C 6 ML I EMB BCL TTC  e-TEC  ELSAB  a-FC
Noabre d°E. coli présomptifs 28 30 30 30 29 30
Nombre d’E. coli confirmés :
THB R R 20 22 25 21 14 23
LB + ot -/t 3 0 0 0 3 0
Total en % (= L de spécificitd) : an  73,5% 83 70% 68% 831
Noabre de colonies # L. coli s 28 30 30 30 28 30
Nombre d’E. coli atypiques
confireé !
‘ THB ottt 4 7 3 2 4 7
TLB + ot -/t 1 0 { 0 0 0
Total en % : 17 241 10% YA 1314 241,
Rappart de “Caractérisation® : 4,8 3,1 8,3 11,7 3,2 3,8

C: croissance a 44,3'C ; G: production de qaz ;
M/L: mannitnl+ / lact ; I: production d’indole.

Tableau 4 :

Evaluation de la sélectivité des 6 milieux de culture utilisés



D*autre part, «ce biotype correspond a celui recommandé par FBEonde
{1977) en tant gqu'indicateur de contamination fécale dans les eaux tempé-
rées. Cette recommandation pourrait donc également s'avérer valable pour ce
milieu aguatique tropical.

Les résultats sur 1l édvaluation de la spécificité des &6 milieux de
culture sont présentés (Tab. 4). Les différents pourcentages ont été déter-
minés d*aprés les tests du tube TMB. Néanmoins, les colonies ne faisant pas
fermenter le mannitol ont aussi été testées vis a vis du lactose avec un
tube TLE dans lequel le lactose remplagait le mannitol (Pugsley et al.,
1973). Au total, 7 colonies répondant négativement avec le THME ont tout de
méme pu Btre assignées a E, coli du fait de la. fermentation du lactose. Ces
colonies proviennent de 2 milieux de culture (EMB et ELSAB). Ces données
s’opposent donc aux motivations gui ont conduit Pugsley et al, (1973) a
préférer le mannitol dans leur tube multitest.

En effet, ces auteurs se sont référés aux travaux de Holden (1970)
qui signalait dans les eaux tropicales, l'existence de bactéries coliformes
fautres gu’ E. coli) capables de faire fermenter le lactase et produire de
1’indole & 44°C. D’autre part, toujours d’aprés ces auteurs, certaines
sauches d’E. coli produiraient par fermentation de lactose une quantité trop
faible de gaz pour Btre détectable alors que la fermentation du mannitol
permettrait une production plus importante de gaz,

Dans leur étude, Pugsley et al. (1973) rapportaient gue 7 souches
sur 529 testées étaient incapables de produire du gaz avec du lactose (alars
qu’elles en produisaient avec du mannitol) et gu’a l’inverse toutes les sou-
ches qui ne produisaient pas de gaz par fermentation du lactose n’en produi-
saient pas non plus avec le mannitol. ©Bien gue se référant & beaucoup moins
de souches, notre étude contredit donc ces constatations puisque des sou-
ches incapables de produire du gaz par fermentation du mannitol se. sont
révélées positives avec le lactose.

Ces considérations soulignent par conségquent les insuffisances du
tube TMBE pour identifier les colonies cultivant sur les milieux EMB et
ELSAB. L’adéquation de ce tube pour les autres milieux reste néanmoins
valable, en particulier pour le milieu m-FC puisque des E. «coli atypigues
{Lactose -) ont été isolés sur ce milieu (Rychert et Stephenson, 1984).

Les & milieux se distinguent par un pourcentage de spécificité
trés différent. On distinguent 2 groupes dont le premier avec les milieux
EME, TTC et m-FC présente les meilleurs résultats (82-83 %), Cependant, ces
pourcentages sont loin des 93-93 % de spécificité mentionnés avec le milieu
m-FC dans les écosystimes tempérés {Anonymous, 1976 ; Pagel et al., 1982).

Camparativement , on observe donc une diminution de spécificité d'environ
12% . Ce m8me écart existe également pour le milieu m-TEC entre nos valeurs
et celle de Pagel et al. (1982). A l7instar de Lavoie (1983) et MWright
(1984), on doit donc évoquer la possibilité d’une contamination des cultures
par des bactéries thermotolérantes différentes d’E. coli. Ces bactéries
appartiendraient a la flore autochtone du milieu lagunaire qui par sa tempé-
rature élevée (29°C) pourrait favoriser des micro-organismes capables de
tolérer la température d incubation supposée sélective pour E. coli. L7iso-
lement et 1 identification de telles bactéries devraient confirmer cette
hypothése. D’apreés les analyses d’eaux de puits contaminés réalisees en Cote
d’Ivaire (Lavaoie, 1983), 1la spécificité du milieu m-FC avec de tels échan-
tillons serait encore plus faible (464%) ce gqui laisserait donc suspecter
l*arigine tellurique ou dulgagquicole de telles bactéries.



STATION | STATION 2 STATION 3

.....................................................

silieu UFC / 0,01 al UFC / 10 al UFC / 20 al

ENB By 43550 0. i 05 1. g i g i ;455905 4.5 i
DCL 29731 ; 34 40 ; 54 143177205 245 3 50 ; 57 ; 65 ; 74 ; B8
4 ;36 4159 ; 58 075 10 5 11 5 13 25 b0 ;75376 69 ; 86
a-TEL 3857359 ; 40 ; 45 ;2527 28 40 70 ;823 90 ; 96 3 105
ELSAB 835 463 525 55 ; 46 18;20520; 25; 40 78 ; B4 ; 863 91 ; 93
8-FC 3240 ; 43 ; 45 ; 50 17;28;38;39;53 89 ; 113 1155 115 121

i.2 Dénombrement impossible,

Apreés correction de la spécificité de chague miliew et pour 100 al,

gilien n 5 C.v% # 5 L.V » 5 C.vi4
EMB - - - - - - - - -
DCL 276000  79345,8 34,14 163 64,6 40,14 237 48,9 29,1%
T7C 376000  973463,3  25,9% 110 38,7 33,44 306 44,1 14, 4%
a-TEC 391000  70744,0 18,14 200 47,4 23,71 308 47,3 15,41
ELSAB 354000  622B9,6  17,6% 168 99,7 35,61 294 13,9  7,1%
a-FC 349000  53665,6 15,41 288 111,7  34,8% 438 50,6  11,0%

m: moyenne s écart-type  C.V% : coefficient de variation

Tableau 5 : Résultats des analyses des 3 échantillons.



Par ailleurs, cette contamination ne semble pas unigquement ré-
sulter de la thermotolérance de bactéries autochtones puisque comparative-
ment aux travaux de Oudart (1980), les milieux TTC et DCL présentent dans
natre ¢étude les mEmes spécificités que celles calculées avec des échantil-
lons d”eaux d*une station d’épuration frangaise (83 et 69 %). Si l’existence
de bactéries indigénes thermotolérantes se vérifiait, ces résultats met-
traient donc en évidence la sensibilité de ces bactéries aux agents de
sélection présents dans les milieux TTC et DCL, soit le tergitol, 1le chlo-
rure de triphenyltétrazolium et le rouge de phénal du milieu TTC, soit le
desoxycholate de sodium (1{,2%) et le rouge neutre du milieu DCL. De tels

agents pourraient alors 8tre ajoutés aux milieux m-TEC, m-FC et EMB pour
accroitre leurs spécificités.

D’autre part, 1a paossibilité de reconnaitre précisement les colo-
nies d’> E. coli constitue édgalement un critére de choix d’un milieu de
culture, A cet égard, 1les milieux DCL et m-FC présentent les plus mauvais
résultats puisque 24 % des colonies considérées présamptivement différentes

FPour mieux comparer les différents milieux, nous avaons défini et
calculé un rappart de "caractérisation”, correspondant au rapport du pour-
centage de spécificité sur le pourcentage d’E. «coli atypiques dénombrés
parmi les colonies non présomptives. Ainsi, ce rapport confirme la supério-
rité .relative des milieux m-TEC et TTC pour dénombrer spécifiquement les
colonies d’E. goli. La supériorité du milieu m-TEC avait initialement été
signalée par Dufour et al. (1981) qui améliorent encore cette caractérisa-

tien par la réalisation d’un test uréase in situ. Le mauvais résultat du

milieu m-FC semble spécifique aux échantillons laqunaires puisque Lavoie

(1984) n’a identifié aucun E, coli parmi les 24 colonies ne montrant pas de
coloration bleue sur ce milieu.

Cette différence témoigne de 1’existence d° E. <coli atypique dans
les échantillons analysés et ces taxons formaient des colonies jaunes de 2 a
3 mm de diameétre. De telles colonies jaunes d*E, coli ont déja été mises en
évidence sur le milieu m-FC et ceux-ci seraient 1lactose - (Rychert et
Stepherson, 1981 et 1986).

L?étude plus spécifique de ces souches devra faire 1l'objet d7in-
vestigatiaons wultérieures. Une meilleure caractérisation morphologique et
tinctoriale de ces souches permettrait alors un dénombrement plus précis des

Les résultats bruts des dénombrements sont présentés dans le
tableau 5 et apreés correction de la spécificité, les moyennes, les écart-
types et les coefficients de variation ont été estimés pour 100 ml d”échan-
tillon. Ces oparamétres n'ont pas pu ftre calculés pour le milieu EMB car
dans de nombreux cas, les dénombrements se sont avérés irréalisables du fait
de 1’envahissement des boites de Petri par des colonies non identifiées.
Malgré un bon pourcentage de spécificité parmi les colanies typiques d7E.

coli, la sélectivité de ce milieu ne se révéle pas suffisante pour ce type
d’échantillons.

Pour les autres milieux, leur classement d aprés les valeurs de
ces parametres différe selon 17échantillon. On observe néanmoins que les
milieux m-FC et m~-TEC permettent les meilleurs recouvrements tandis que pour

2 échantillons, 1le milieu DCL présente les plus mauvais résultats avec des
moyennes faibles et des coefficients de variation trés élevés.



Pour évaluer la signification des différences de dénombrement des
E. coli, nous avons utilisé un test non paramétrique ; le test de Kruskal et
Wallis (Dagnelie, 1970).

La réalisation de ce test est basée sur le classement de 1'ensem-
ble des N cbservations par ordre croissant, la détermination du rang de cha-
cunes d’elles et le calcul des sommes des rangs Yi relatives aux différents
milieux, A partir des ces sommes, on calcule alors @

ol
L

P
12 Yi
= — Z - 3 (N#1)

N (N+1) i=1 ni

=

ot n désigne le nombre de boites ensemencées pour chague milieu et N, le
nombre total de boites ensemencées.

Cette valeur K suit approximativement une loi de CHI2 A p-1 degrés
de liberté., L hypotheése d’identité des p populations, au niveau "a" &est
rejetée lorsque CHIZ obs. > CHI2 théo.

Pour les échantillons des stations 1, 2 et 3, 1les valeurs de K
sont respectivement de 6,4, 10,8 et 14,4. On constate donc gque plus 1la
statian échantillonnée s’éloigne du point de rejet, plus les différences
entre les milieux de culture s’accroissent.

Cette constatation rejoint celles de nombreux auteurs qui rappor-
tent l'existence d’un stress subi par les bactéries allochtones lors de leur
rejet dans le milieu aquatigque (Bissonnette et al., 1973).

Ce stress résulterait d’un choc thermique, osmotique et nputrition-
nel {Carlucci et Pramer, 1940) qui en se répercutant sur la viabilité des
bactéries, conditionnerait leurs recouvrements sur les milieux de culture
sélectifs (Zaske et al.,, 1980). De mEme, la mise en évidence de bactéries
viables mais incapables de croitre sur ces milieux confirment 1 influence de
ce stress (Xu et al., 1982). La sensibilité bactérienne aux agents sélectifs
de culture serait donc simultanément conditionnée par la durée de séjour de
la bactérie et par 1’"agressivité" des parametres de 1’environnement.
Anderson et al (1979) notent par exemple, que plus la salinité est élevée,
plus les conséquences de ce stress se manifestent rapidement.

Néanmoins, au seuil a = 0,03 , seuls les échantillans 2 et 3
permettent de mettre en évidence des différences significatives entre les
milieux de culture. Les bactéries rejetées par le collecteur au niveau de la
station 1 supportent donc indifféremment la sélectivité des milieux de
culture utilisés pour les isoler. Elles n’ont donc ni séjournéd suffisamment
longtemps pour 8tre stressées, ni rencontré un environnement défavarable A
leur aptitude a croitre sur les milieux sélectifs utilisés.

D’autre part, les échantillons n’ant pas été analysés avec la méme
technique et ces différences de dénombrement pourraient aussi Etre reliées
# la méthode d analyse. En effet, des phénoménes d’antibiose et de compéti-
tion s’'excercent entre les espéces bactériennes cultivant a la surface des
milieux de culture et se répercutent sur la croissance de certaines espéces
{LeChevalier et Mc Feters, 1983). La technigue des membranes filtrantes en
concentrant 17ensemble des bactéries favoriserait donc 1l expression de ces
phénoménes et mettrait plus significativement en relief les différences de
sélectivité des divers milieux de cuture.



Daprés le dénombrement de l’ensemble des bactéries cultivant sur
le milieu m-TEC, 1a densité des bactéries dénombrées sur la membrane fil-
trante (S5t. 3) serait 10 fois plus forte que celle & la surface de la boite
de FPetri aprés étalement (St. 1).

De la m&me maniére, ces phénoménes d° antibiose et de compétition
pourraient @&tre a l'origine des différences significatives de dénombrement
observées entre les milieux. La sensibilité des populations indigénes aux
agents sélectifs de chaque milieu conditionnerait la qualité du recouvrement
des E. coli.

En estimant 1’ensemble des populations cultivant 4 la surface des
membranes filtrantes de 1’échantillon 3, les milieux de culture ont été
classés selon leur sélectivité totale. Le classement croissant est le
suivant : m-TEC > m-FC > TTC » ELSAB * DCL > EMB. Celui-ci est tout a fait
en accord avec les dénombrements des E. coli sur ces milieux et souligne par

conséquent 1’influence des populations autochtones thermotolérantes sur 1la
croissance des E. coli.

D aprés les résultats de cette étude, 1les milieux m-FC et m-TEC
permettent donc le dénombrement du plus grand nombre d° E. coli dans les
eaux lagunaires ivaeiriennes. Par contre, spécialement campasé pour recher-
cher les E. «coli dans les eaux tropicales, 1le milieu ELSAB ne présente pas
d*intér8t supplémentaire et au contraire, la distinction spécifique des E.
coli parait difficile. A cet égard, le milieu TTC permet une trés bonne
caractérisation des E. «coli mais cette aptitude semble satisfaite au détri-
ment de la sensibilité surtout pour les stations éloignées des points de
rejet. Néanmoins, avec une des meilleures spécificités, ce milieu peut E&tre
utilisé opour les eaux d*égout. Enfin, 1les milieux DCL et surtout EMBE ne
présentent pas une sélectivité suffisante pour ce type d’échantillon.

Cette étude souligne la nécessité de prendre en compte également
les caractéristiques physico-chimiques de 17échantillon & analyser pour
sélectionner le milieu de culture le plus adéquat A& 17 espéce recherchée.
Aucun milieu ne s’ avére en effet idéal pour analyser les différents types
d*échantillons. La préparation de celui-ci reste donc & optimiser en sélec-
tionnant les meilleures caractéristiques de chacun des milieux de culture,

IITI.4, Les entérocaoques.

Initialement «créé par Thiercelin pour désigner Streptocaoccus
faecalis f(ip Mundt (1983), le terme entérocoque est wutilisé aujourd’hui,
pour regrouper parmi les streptocoques du groupe sérologique D de

Lancefield, 1les espéces suivantes ; Streptococcus faecalis, §. faecium,

S.durans et 8. avium (Facklam, 1980). Ce groupe se différencie de celui plus
général des streptocoques fécaux qui comprend en plus des streptocoques
d’origine exclusivement animale ; §, bagvis et 8. eguipus. D’ autre part, des
études taxonomiques ont conduit différents auteurs & proposer le statut de
genre (Enterococcus) & ce groupe bactérien (Schleifer et Kilpper-Baltz,
1984).

Appartenant 4 la famille des Streptaocaoccaceae, les streptocoques
du groupe D sont des coques aérobies-anaérobies facultatifs, 6&ram -, cyto-
chrome - et les entérocoques s’y distinguent par leur aptitude a se déve-
lopper & 10°C et 45°C ainsi que par leur croissance sur des milieux hostiles

tel qu’un milieu 4 pH 9,4 aou un bouillon & &,5% de chlorure de sodium,



Tests Catalase Croissance Mannital Sarbitol Arabinose
Espéces 6,3% NaCl
S. faecalis - + + + -
§. faecium - + + - +
8. durans - + - - -
S, avium - + + + +
§. bovis - - +/- - -
Tableau 6 :

Différenciation des streptocoques du gqroupe D.
(D" apres Falkam et Wilkinson, 1981).



Les tubes digestifs de 1°homme et des animaux homéothermes sant
les biotopes privilégiés de ces micro-organismes qui, de ce fait, ont éte
tréds tat proposés comme indicateurs de contamination fécale (Malmann et
Sypien, 1934 ; in Mundt, 1983). Quelques autres streptocoques peuvent &tre
isolés dans les féces mais n’appartiennent pas au groupe sérnlogique D de
Lancefield 3 «c’est le cas de §, mitis et S. salivarius que 1’on retraouve

dans la bouche de l1’homme et qui sont avalés avec la salive.

Bien qu’ils comptent parmi les hotes normaux du tube digestif de
1’homme, 1ls peuvent occasionnellement Btre pathogénes. Ainsi, 1ils sont
responsables chez 1l homme d’infections du tractus urinaire et sont a 1’ari-
gine de {0 a 20% de 1l’ensemble des endocardites bactériennes ; on les trouve

y
aussi dans les pus abdominaux et sur des plaies infectées (Facklam, 1980).

Différents milieux de culture ont été proposés et comparés pour
1’isolement des streptocoques du groupe D (Facklam, 1973F ; Dutka et Kwan,
1978) et actuellement, les plus forts taux de recouvrement dans les eaux de
surface sont obtenus avec les milieux P.5.E. (Pfizer Selective Enterococcus
agar 1 Isenberg et al., 1970) et K.F.(Kenner et al., 1%961). Certains auteurs
préférent le milieu PSE qui nécessite une incubation plus courte (24h),
comparativement aux 48 heures d’incubation pour le milieu KF (Dutka et Kwan,
1978). Cependant, aucun milieu de culture n’est suffisamment sélectif pour
permettre d'isoler uniquement les entérocoques. .

A cet égard, Brosky et Schiemann (1974) notent nédanmoins que le
milieu PSE incubé a 35°C est le plus sélectif pour 1’isolement des entéro-
coques avec respectivement 90% et 86% des spuches qui appartiennent aux
groupes des streptocoques fécaux et des entérocoques. La sélectivité de ce
milieu résulte de la présence d'esculine (1 g/1), de bile (10 g/1) et
d'azide de Na (0,25 g/1) (Isenberqg et al,, 1970). Du fait de la réduction de
1'esculine, les streptocoques du groupe D et les entérocoques cultivant sur
ce milieuw se présentent sous la forme de petites colonies translucides
entourées d'un halo noir.

D*autre part, la température d’incubation de 44°C permet une
culture plus sélective des entérocoques sans entrainer une modification de
la sensibilité (100% d entérocoques a 44°C au lieu de 834 a 33°C)(Tosti et
Volterra, 1984); cette température empécherait la croissance des Strepto-

gélose D-Coccosel a 358°C.

A la suite de ces édtudes, nous avens choisi de rechercher les
entérocoques dans le milieu lagunaire en incubant les échantillons a 44°C
pendant 24 heures sur le milieu PSE (gélose D-coccosel de BioMérieux)).
Cependant, avant san utilisation, la spécificité de cette méthodologie a é&té
¢valuée pour les échantillons d’eau lagunaire.

111.4.1 Matériel et méthodes.

Cette évaluation a été réalisée en identifiant les colonies qui
cultivaient sur la gélose D-Coccosel (composition en annexe 1) aprés 24 h
d'incubation a 44°C, Cette gélose a été ensemencée par étalement en surface
de 0,1 ml d’échantillon d’eau lagunaire polluée., Seules les colonies trans-
lucides entourées d’un halo noir ont été prises en compte. Les différentes
souches repiquées au hasard ont été purifiées puis identifiédes d aprés les
caractéres de différenciation (Tab. 4){(Falkam et Wilkinson, 1981); Colora-
tion de Gram, Catalase, croissance en bouillon a 6,5 % de NaCl, fermentatian
du mannitol, du sorbitol et de 17arabinose.



Ainsi, parmi les streptocoques du groupe D de Lancefield, les
espéces suivantes ont #té différenciées : Streptococcus faecalis, S. fae-

ciumy¢ S. duraps, S. avium et §. bovis. De plus, ce protocole a1 permis

d'éliminer Listeria monocytogenes, bactérie a Gram+ qui cultive aussi sur

cette gélosé_BZEEEEo;EI-BaI; aﬁ;_ést catalase + ot mannitel - (Lennette et
al., 190y,

I11.4.2. Résultats et discussion.

Parmi les 75 souches identifiédes, le pourcentage de chague espéce
est présenté (Tab. 7). Bien que simple, le protocole d*identification utili-
sé a permis de réaliser le diagnostic d’espéces pour 70 souches cultivant
sur gélose D-Coccasel en formant des colaonies translucides entourées d’un
hale noir. Ces espetces peuvent toutes Etre considérées comme d’origine
fécale et ce résultat confirme 1°intér&t de 1’incubation a 44 °C proposée
par Tosti et Volterra (1984). Les colaonies restantes présentaient trop de
réponses négatives aux tests utilisés pour une identification satisfaisante.

Parmi ces streptocoques féraux, on ohserve une nette prédominance
des espéces §, faecium et §. durans avec respectivement 28 et 26,3 %4 de

fréquence; on note aussi la présence significative de §. bovis et 3. avium,
streptocoques d'origine exclusivement animale. Le pourcentage des entéro-
caques dans les eaux lagunaires s'éléve & 74,53 % mais la spécificité de
cette méthodologie vis a vis des entérocoques n'est pas aussi elévée que
celle observée par Tosti et Volterra (1984), La présence de streptocoques
d'origine animale est a l’origine de cette différence et constitue un biais

non négligeable & 1’évaluation de la contamination fécale d’origine humaine.

Especes Nombre /
§. faecalis 4 3,3
3. faecium 21 28,0
5. durans 20 2643
3. avium 11 14,3
3. bovis 12 16,0

Cat-,

NaCl-, Man-, Sor-, Ara- 4 ‘ 9.9

Cat+,

NaCl-, Man-, Sor-, Ara- 1 1,3

Tahleau 7 : Identification des colonies isolées sur
gélose D-Coccosel incubée & 44°C,



ITI.5. Clostridium perfringens

Clostridium perfringens est un bacille anaérobie strict et spo-
rulant, capable de réduire le sulfite en sulfure & 48°C en 24 heures. Cette
bactérie & fGram+ présente une craissance optimale a 35-37°C mais elle peut

se développer jusqu’a 50°C,

pour les hommes et les animaux. Ils sont la cause chez 1 homme, d7entérites
nécrasantes, de diarrhées, de gangrénes gazeuses ou de toxi-infections
alimentaires ; plus de S50% des intoxications & caractére collectif seraient
dues a C. perfringens (Romond et al. 1981). Frésente dans les matidres
fécales humaines et animales, dans les sols et dans les eaux douces =at
marines, C. perfringens est la bactérie anaérobie pathogeéne la plus répandue
dans l'environnement. {On la retrouve le plus souvent dans le tube digestif
des homéothermes et de ce fait, elle fut tres tgt proposée comme bactérie
témoin de contamination fécale (klein et Houston, 1899 ; in Bisson et
Cabelli, 1979).

Cependant, de part sa distribution ubiquiste dans l’environnement,
son utilisation en tant qu’indicateur de pollution reste controversée,
Ainsi, les hygiénistes américains critiquent la signification de cet indica-
teur dans 1’analyse des eaux (Prescott et al., 194%) tandis gque de nombreux

(Taylor, 1938 ; Buttiaux, 1931 in Ronde, 1977) ou plus précisément sa forme
non sporulée (Wilson et Blair, 1923). Pour certains d’entre eux (Taylor,
1958 3 Bonde, 1977), sa recherche doit toutefois 8tre réservée pour des
situations bien particuliéres telles gque 17 analyse des eaux chlorées ou
contenant des substances toxigues pour les bactéries non sporulées et dans
e cas ol la pollution a détecter est d’origine ancienne.

Sa recherche peut &tre effectuée de nombreuses faGons. Les techni-
ques utilisées se référent aux caractéristiques physiologiques de la bacté-
rie; culture en anaérobiose, croissance a 46°C, sulfito-réduction en
présence de sels de Fer. Mais leur sélectivité provient surtout de 1’incor-
poration dans le milieu de culture d”agents inhibiteurs tels que le sulfite,
la cyclosérine, la polymyxine ou la néomycine.

Bisson et Cabelli (1979), «critigquant le mangque de spécificité des
milieux disponibles, proposent un milieu gélosé pour la recherche spécifique
du C. operfringens. Ce milieu présente 1'avantage d'utiliser les membranes
filtrantes. Cependant 1la nécessité de maintenir les boites de Fétri en
jarres anaérobies jusgu’a leurs ensemencements limite son utilisation en
analyse routiniére. La technique des tubes multiples peut E&tre également
envisagée avec le milieu L.S (Lactose-Sulfite) de Romond et al. (1981) afin

Pour cette étude, nous avons choisi le milieu gélosé de Marshall
et al. (1965) (gélose Trypcase, Sulfite, Neomycine -TSN- de GEioMérieux)
mentionné dans les directives applicables & la surveillance de la qualité
sanitaire des eaux littorales méditerranéennes (OMS-PNUE, 1977)., Ce milieu
du pouvoir sulfito-réducteur a 34°C. cEpeHESBEZ ESJr conforter ce choix, sa

spécificité a été évaluée avec des échantillons d'eaux lagunaires ivoirien-
nes,



Echantillon teC Sal. (%) pH 02 (ppm)/redox (my)

Eau de surface 29,5 26,7 7,9 9,2 / +213

Sédiment en
suspension 27,9 30,4 8,2 0 /=130

Tableau B : Caractéristiques physico-chimiques
des échantillons analysés,

Fermentation du llydrolyse de
Espéces Mobilité n -
Glucose Mannitol Lactose Sucrose Esculine Gelatine Caséine

C. bdfermentans + + - - - v n ¥
C. botulinum type A + + - - - + . N
C. botulinum type B + + - - - + + +
C. butynicum + + - + + + - -
C. cadaveais + + - - - - v -
C. cLostrididfonme v + - + + + - -
C. difficile v + + - - + - -
C. histolyticum + - - - - - + n
C. innocuum - + + - v + - -
C. Limosum + - - - - - + +
C. novyd type A + + - - - v + -
C. paraputrigdicum + + - + + + _ .
C. pengringens - + - + + v + -
C. namosum - + + + + + - -
C. septicum + + - + - + + -
C. sondellid + + - - - - + +
C. sphenoides v + v + + + - -
C. Aporogenes + + - - - + + +
C. subterminale + - - - - - ¥ "
C. tertiun + + + + + + - -
C. tetani + - - - - - + -
+, réaction positive ; -, réaction négative ; V, réaction variable.

Tableau 9 : Principales caractériétiques permettant de différencier les espéces



I11.5.1 Matériel et méthodes.

Cette évaluation a été réalisée avec des colonies provenant d7échan-
tillons d’eau et de sédiment de lagune dont la température, 1a salinité, 1le pH
et le potentiel Redox sont présentés (Tab. B).

Les échantillons ont été analysés dans 1'heure suivant leur prélé-
vement, Un millilitre de chacun des échantillons a été incorporé dans 15 ml
de gélose T.5.N maintenue en surfusiaon, puis mis en incubation au bain-marie
a4 44°C pendant 30 heures apreés prise en masse de la gédlose.

Four chaque ensemencement, 30 colonies sphériques et présentant
une auréole noire dans ce milieu ont été repiquées au hasard dans un bouil-
lon anaérobie (Bouillon au thiocglycolate, BioMérieux) régénéré au bain-marie
avant ensemencement. Aprés 24 heures d'incubation & 37°C, les différentes
colonies ont été alors identifides,

¥ Identification
Pour 1’identification des colonies sulfito-réductrices, 2 carac-
téristiques spécifiques de l’espeéce C. perfringens ont #&té sélectionnées

d’aprés les potentialités biochimiques des Clostridium présentées dans le

tableau 9 ; 1'hydrolyse de la gélatine et la fermentation du saccharose.

La gélatinolyse a été testée en incubant & 37°C les colonies dans
un bouillon au thiaglycolate (BioMérieux) solidifié par l'incorporation de
gélatine en poudre (concentration finale : &0 g/1). La liguéfaction du
milieu témoigne de la capacité de la bactérie a hydrolyser la gélatine, la

consistance du milieu étant appréciée aprés réfrigération des tubes pendant
une guinzaine de minutes.

La fermentation du saccharose a été étudiée en repiquant sous azote
les colonies dans un bouillon anaérobie préparé en s’ inspirant du milieu de
Romond et al.(1981) et contenant du saccharose et un indicateur de pH tan-
nexe 1). Aprés une incubation & 37°C, le virage au-jaune de l7indicateur de
pH témoigne de 1'utilisation du sucre. Les colonies Gel+ et Sac+ sont

Cette identification a été complétée par 17 etude de la fermenta-
tion du lactose réalisée en milieu liquide -Lactose, Sulfite-de Romond et
al, (1981). ©D'aprés ces auteurs, ce milieu incubé & 44°C permet en moins de
24 heures le dénombrement spécifique du C. perfringens puisque dans ce

milieu et A4 cette température, seul Clostridium peut faire fermenter le

lactose avec développement gazeux et réduire le sulfite en sulfure.



- + + + + 28
- + + - + 2

Fond (N = 30 )
- + + + + 30

Gel : Gélatine, Sac : Saccharose, Lac : Lactose.

Tableau 10 : Résultats des tests d’identification des N colonies sulfito-
réductrices cultivant en gélose profonde dans le milieu TSN
isolées dans des échantillons d’eau de surface qu prélevée
en profondeur.
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II1.5.2. Résultats et discussion.

La quasi-totalité des cnlonies cultivant & 44°C dans 1la gqélose
T.S5.N. sont sulfito-réductrices, La précipitation du sel de fer avec forma-
tion de sulfure de fer noir permet facilement le dénombrement de ces colo-
nies sphériques 2t noires. Ce dénombrement doit &tre réalisé rapidement ({24
a 36 heures d’incubation), soit avant le noircissement total du tube qui
empBche un visualisation correcte des colonies.

Sur les 30 colonies repiquées 4 partir de la culture de 17échan-
tillon d’eau de surface, 28 saont formées par des bacilles Gram+, immobiles,
Gel+, GSac+ et Lac+ (Tab. 10). Capables de plus de croitre en présence de
sulfite, ceux-ci sont comptés comme C. perfringens.

Seules, deux colonies se sont révélées ne pas Btre C. perfringens
car incapables de faire fermenter le saccharose. fes 2 bactéries sont d'au-
tre part, mobiles, gélatine + et capables de faire fermenter le lactaose avec
production de gaz dans le milieu L.S.. D%aprés le tableau 9, on peut les
identifier comme C., septicum; C. perfringens n'est donc pas la seule espéce
de ce genre A& pouvoir a 46°C faire fermenter le lactose et réduire le
sulfite, Ces bactéries en cultivant dans le milieu faussent le dénombrement
des C. perfringens par la technique des tubes multiples utilisée par Romond
et al, (1983).

Pour 17échantillon de sédiment, les 30 colonies repiquées se sont
révélées immobiles, Gram + et positives pour les I tests (Tab. 10).

La gélose T.5.N. présente donc une bonne spécificité pour dénom-
brer exclusivement les Claostridium perfringens (93 & 100%) dans les eaux et

sédiments laqunaires. Il peut Btre utilisé en tubes selon la méthode d’in-
carparation en gélose profonde ou bien en boite de Petri avec les membranes

filtrantes. Dans ce cas, 1les cultures doivent Etre incubédes dans une jarre
sous atmosphére anaérobie.

I11.6. Pseudomonas aerugingsa.

L*incidence croissante de Pseudomonas aeruginosa dans diverses

infections (otites externes, éruptions cutanédes) (Hoadley, 1977) contractées
lors de la fréquentatian de milieux aquatiques pollués, Jjustifiait la re-
cherche de cette bactérie dans le milieu lagunaire.

Du point de vue systématique, P, aerugingsa appartient au genre

Pseudomonas ;3 c¢’est un bacille aérobie strict, mobile, Gram -, qui posséde

Il constitue avec P, fluorescens et P, putida, le qroupe des

Pseudomonas fluorescents caractérisé par la production de pigments hydrao-
solubles et fluorescents sous lumigre ultraviolette (Hugh et Gilardi, 1980).
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pyncyanine hleue, soluble dans le chlaroforme et spécifique a P.

P, aeruaingsa est le seul de ce groupe & produire 2 piag
a
et la pyoverdine verte et insoluble dans le chloroforme,

sent, P, aerugingsa est le plus fréquemment impliqué dans la pathologie de
1"homme et des animaux homéothermes (Bonde, 1977). La diversité des implica-
tions pathologiques de cette bactérie opportuniste serait liée a sa viru-
lence multifactorielle (Nicas et Iglewski, 1983).

La distribution de P. aeruginosa est tré&s ubiquiste puisqu’il est
aussi bien isolé chez l’homme gque dans les eaux de surface, dans le sol, sur
de la végétation (Hoadley, 1977). Dans le sol, P. aeruqinosa survit plus
longtemps qu’E. coli {Klein et Casida, 1967) et les observations de Zechman
et Casida (1982) semblent indiquer que cette bactérie persiste alors sous

une forme dormante semblable en gquelque sorte a un kyste.

Son indice de présence dans le tube digestif des homéothermes est
faible (10%) (Hugh et Gilardi, 1980) et de ce fait, 17 appartenance de P.

asruqinosa a la flore intestinale humaine reste controversée (Hugh et
Gilardi,. 1980 ; Dutka, 1981).

Néanmoins, il est généralement admis que les rejets anthropiqgues
sont 4 l'origine de sa présence dans l'environnement (Hoadley, 1977 ; -
Wheater et al., 1980) et ce micro-organisme est également considérée comme

un indicateur de la qualité des eaux (Foster et al., 1971 ; Bonde, 1977).

Selon la procédure utilisée (membranes filtrantes ou tubes multi-
ples), différents milieux de culture liquides ou solides ont été proposés
mais le milieu gélosé m.PA de Levin et Cabelli (1972) s’avére le mieux
adapté pour différents types d’eau analysés par la technique des membranes
filtrantes (Levin et Cabelli, 1972 ; Martins et al., 1982). La sélectivité
du milieu résulte de 1’addition d>antibiotiques (sulphapyridine, kanamycine,
acide nalidixique et actidione). Aprés une incubation & 41,5°C pendant 48-94

heures, P. aeruginosa forme des colonies caractéristiques de couleur brun ou
vert foncé.

Dutka et Kwan (1977) en modifiant légérement la composition de ce
milieu (addition de sulfate de magnesium et réduction de la concentration en
thiosulfate de sodium) obtiennent des résultats sensiblement supérieurs quel
que soit le type d’eau analysée (eaux d’égout, eaux naturelles canadiennes).
Leur milieu m.PA-B présente de plus une tréds bonne spécificitéd puisque 92 a
99 % des colonies typiques sont confirmés. Ce milieu est recommandé dans les
Standart Methods for the Examination of Water and Wastewater (1973).

Cependant, tout en confirmant la supériorité du m.PAR-B, Martins et
al, (1982) signalent la faible sélectivité du milieu ensemence par des eaux
douces ou salées. Bien qu’ils notent le développement de nombreuses colaonies
thermophiles indésirables, le pourcentage de confirmation des colaenies typi-
ques se révéle tout de méme trés satisfaisant (95%).



Wheater et al, (1980) proposent d’additionner du cetrimide (1 g/1}
au milieu m.PA afin d’inhiber la croissance des entérocoques. Dans une étude
comparative récente, Havelaar pt al. (1983) confirment le rdle inhibiteur du
cetrimide sur l'ensemble des streptocoques du groupe D ainsi que sur cer-
taines espéces de bacilles et de levures et reconnaissent 17intérdt de cette
incorporation pour 17analyse d’eaux fortement polluées. Cependant compte

tenu du pouvoir inhibiteur élevé du cetrimide, 1ls recommandent le milieu

L'optimisation de la sélectivité du milieu se révele donc primor-
diale. Levin et Cabelli (1972) avaient pressenti l'insuffisance de la sélec-
tivité de leur gélose m.PA pour certains milieux aquatiques particuliers

comme les milieux tropicaux du fait de la présence de bactéries thermo-
philes.

Brown et Foster (1970) ont montré que 1°hydrolyse de la caséine
par des bactéries formant des colonies pigmentées constituait un caractere
suffisamment spécifique pour différencier P. aeruginosa des autres Pseudo-
monas. En conséquence, nous avaons entrepris de préparer un nouveau milieu
m.PA-L (Lait) par addition de poudre de lait écrémé au milieu m.PA-B. La
spécificité de ces deux milieux a été¢ évaluée aver des échantillons d’eaux
lagunaires. Finalement, ces milieux m.PA-B et m.PA-L ont été comparés au

milieu MIPA, milieu pour l7isolement de P. aeruginosa de 1°Institut Pasteur,

I11.4.1 Matériel et méthodes.

X Echantillons d’eau
Cette comparaison a été réalisée avec 2 échantillons d7eau de
surface prélevés en lagune dont les caractéristigues physico-chimiques sont
présentées Tableau 11. Ces échantillons ont été analysés avec les différents
milieux par la technique de filtration sur membrane (Whatman, 0,45 #m de
porosité). Cing analyses par échantillon et par milieu ont été réalisées
pour caomparer la sensibiliteé des différents milieux de culture,

teg Sal. {%.) pH
Echantillon n°i 27,4 22,3 7,81
Echantillon n°2 28,0 10,7 7,74

Tabkleau 11 : Température, Salinité et pH des
échantillons analysés.

Les compositions des milieux m.PA-B {(Dutka et Kwan, 1977 ; Dukta,
1983) et MIPA sont présentées annexe 1.

Aprés différentes tentatives de préparation du milieu m.PA-L, la
poudre de lait écrémé a été incorporée & la concentration finale de 80 g/1.
Cette addition entrainant une augmentation de volume de 5% , les concentra-
tions du milieu m.PA-B ont été ajustées en canséquence. La compositian et le
mode de préparation de ce milieu sont présentés annexe 1.



POLRCENTABE DE CONFIRMATION

a.PA-B @, PA-L RIPA
Echantillon n*! 30/33  (91%) 48/30 (96%) 44/30 (BBY)
Echantillon n*2 49/33 (934} 36740 (907) 43/35 (82X}

A/B : nosbre de colonies caractéristiques de P, aeruginosa /

nosbre de colonies typiques testées.

Tableau 12 : Comparaison de la sélectivité des 3 milieux de culture,

Le % de spécificité est entre parenthéses.

ECHANTILLON  n°1 ECHANTILLON n®2
Milieu
X B 52 C.vi X a 52 C.vi
nPA-B 19520522;24;28 22,6 12,8 15,8 36;41;44;50;58 45,8 72,2 18,5
aPA-L 1751852032332 20,8 13,7 17,8 32;39;43;91;53 44,0 B30 20,9
MIPA 21324;27727330 25,8 1,7 13,2 40;42;47;50;39 47,6 36,8 15,8

% : dénombrements des U.F.C., caractéristiques pour 10 al filtrés,
m : moyenne, s2 : variance, C.V% : coefficient de variation.

Tableau 13 : Résultats des analyses des 2 échantillons ensemencés
sur les milieux aPA-B, aPA-L et MIPA.
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Pour les 3 milieux, 1'incubation est réalisée & 41,5°C pendant 44
4 96 heures.

lLes colaonies brunes ou vertes foncées sur m.PA-B, entourées de
plus par une auréole de lyse sur m.PA-L, et les colonies vertes fluores-

Pour confirmatien, wune cinquantaine de colonies caractéristiques
sont repiguées et purifiédes sur le milieu MIPA. Les caractéristiques sui-
${1980): coloration de Gram, Oxydase, catalase, hydrolyse de la caséine
(auréole de lyse sur milieu gélosé) et production de pigments fluorescents
(pyocyanine) sur les milieux de King (I. Pasteur)., Les b3tonnets mobiles,
Gram-, oxydase+, catalase+, caséinet+ et pyocyanine+ sont assimilées & P.
aerugingsa. Pour les colonies suspectes, 1’identification est confirmée par
l1’utilisation de galerie API 20E.

I11.6.2 Résultats et discussion.

Les spécificités des milieux m.PA-B et m.PA-L pour les 2 échantil-
lons se réveélent trés satisfaisantes {(Tab. 12) et sont comparables & celles
observées par Dutka et Kwan (1977) et Martins et al. (1982). Toutes les

de ce test. Le milieu MIPA présente un pourcentage de confirmation nettement
plus bas et cette moins bonne sélectivité a été prise en compte dans la
comparaison quantitative des milieux de culture.

Les résultats des dénombrements sont présentés tableau 13. Le
calcul des <coefficients de variation révéle que la variabilité est plus
forte pour 17échantillon n®°2. On constate une plus faibhle précision du
milieu m.PA-L 2t ceci pour les deux échantillons.

La siqnification des différences de dénombrement aprés carrectian
de la spécificité de chacun des milieux a été évaluée par le test non
paramétrique de Kruskal et Wallis (Dagnelie, 1970).

Pour les échantillons 1 et 2, les valeurs des kK sont respective-
ment de {,35 et 0,42, so0it nettement inférieures au niveaun 0,1 aux valeurs
théoriques de la table de distribution de Pearson. FPar conséquent, les 3
milieux testés produisent les mEmes dénombrements.

Cependant, le milieu MIPA favorise aussi la croissance de bacté-
ries filamenteuses se déplagant par glissements ("gliding bacteria" non
identifiées)., Celles-ci envahissent rapidement le filtre et emp&chent tout
dénombrement correct aprés 48 heures d’incubation. Par contre, la croissance
de ces micro-organismes est limitée sur les 2 milieux m.PA. Cette inhibition
doit donc résulter, soit de la présence de sulphapyradine, d’actidiane et de

kanamycine, soit -de la plus forte concentration d*acide nalidixique des
milieux m.PA.



Escherichia coli + + -
klebsiella pneumoniae * * +
Streptococcus faecalis + + -
Streptococcus faecium + + -
Streptococcus durans + * -
"Gliding bacteria’ - - +

Tableau 14 ¢ Croissance de guelgues espéces thermotolérantes
sur les 3 milieux testés,
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Toutefols, 1la présence de cetrimide (0,2 g/1) dans le milieu MIPA
ne permet pas le dévelcoppement des esptces thermeotolérantes fréquemment
rencontrées dans les eaux polluédes (Tab. 14).

Ainsi, seul Klebsiella pneumoniae cultive sur ce milieu alars que

les milieux mPA-B ot mPA-L permettent la croissance d'Escherichia coli, de

Ces constatations, suite A celles de Brodsky et Ciebin (1978) et
de Wheater et al. (1984) confirment 1’intér&t de l'incaorporation de cet
agent bactéricide. Havelaar et al. (1985) notent cependant, gque la concen-
tration proposée (1 g/1) s avére un peu trop inhibitrice, en particulier
pour 1'isolement de F. aeruginosa des eaux marines. D’une maniére générale,

l'optimisation des concentrations en ces différents antibiotigues restent 2
définir et ceci devra faire 1’objet de prochaines investigations.

En ce qui concerne le milieu m.PA-L, bien que les dénombrements
soient équivalents a ceux obtenus avec le milieu m.PA-B, 1’incorporation de
lait en poudre présente plusieurs avantages. Ainsi, la caséinolyse constitue
un caractére spécifique et facile a mettre en évidence,

De plus, nous avons constaté une meilleure croissance des P.
aeruginosa sur le milieu m.PA-L sans entrainer par ailleurs une proliféra-
tion excessive des autres especes. Ainsi, il est possible avec ce milieu
d'obtenir un gain de 24 heures dans le dénombrement des P. aeruginpsa. Ce
gain s’ajoute aux 24 heures d’incubation supplémentaire que demanderait 1la
mise en évidence de la caséinolyse sur le milieu de Brown a2t Foster (1970),

Dans plusieurs cas, seul ce milieu a permis d’iscler quelgues colonies de P,
tien de lait semble donc 8tre un facteur favorable a la croissance de P,

du milieu m.PA-L. Ce milieu peut &tre utilisé comme milieu de purification
et/ou de «confirmation évitant alors la préparation d’up autre milieu &4 1la
caséine de conservation plus délicate.

En conséguence, nous avons choisi le milieu m.PA-L pour la recher-

[II.7. Conclusion.

Compte tenu de la diversité et de la dispersion des micro-organis-
mes pathogénes du tube digestif humain, le recours auw biocindicateurs fécaux
reste le moyen plus simple et le plus rapide pour @arévenir les risqgues
épidémiologiques liés & la dissémination de micro-organismes entériques dans
une écosysyéme aquatique.

Les méthodes retenues sont pour E. coli, la culture sur les mi-

lieux gélosés m-FC et m-TEC a 44,5°C apreés un;—pré—incubatinn a 33°Cs;  pour
les entérocoques, la culture sur la gélose D-Ceoccopsel A 44°C;  pour C. per-
fringens, la culture en gélose profonde dans le milieu TSN a 43°C et pour P,

aeruginosa, la culture sur le milisu m-PA.L 3 43°C,



Les pourcentages de spécificité obtenues avec ces méthodes sont
globalement satifaisants avec B2% d'E. colil sur les 2 milieux, 74,5% d enté-

rocoques, 94% de C. operfringens et 93% de P. aeruginosa. Cependant, les
températures sélectives d’ipcubation ne garantissent pas towjours 17ex-
clusivité de 1’origine fécale des bactéries thermotolérantes cultivant sur

les milieux de culture.

La température des eaux lagunaires ivoiriennes et des eaux tropi-
cales en général pourrait par conséquent permettre a des espéces bacté-
riennes autochtones de supporter les températures séléctives d'incubation.
Ces espéces thermotolérantes conduisent ainsi a biaiser les dénombrements
bactériens soit par exces, soit par défaut en empéchant le développement des
bactéries recherchées,

Qutre la présgsence de bactéries allochtones, les résultats montrent

tococcus bovis et §. equinus, espéces fréquemment rencontrées dans le tube

digestif des ruminants; leurs dénombrements conduisent & la surestimation de
la contamination fécale d’origine humaine,

Globalement, la sélectivité des différentes méthodologies reste
encore a optimiser pour palier l’insuffisance de la température d’incuba-
tion. Néanmoins, celle-ci devra toujours tenir compte de la sensibilité
puisque le plus souvent le gain de spécificité s’obtient au détriment de la
sensibilité, L’optimisation de ce dernier critére doit tenir compte des
caractéristiques physico-chimiques des échantillons., En milieu lagunaire
tropical, ce fait est d"autant plus important gque le rayonnement solaire, la
température et les paramétres physico-chimiques de 1’eau sensibilisent in-
tensément les cellules bactériennes; Elles supportent alors plus mal les
conditions sélectives de mise en incubation. Plus qu'ailleurs, la pré-
incubation s’avére nécessaire. La sous-estimation de cette sensibilité peut
entrainer une sous-évaluation de 1’abondance réelle de la flore bactérienne
et par conséquent, des risques épidémiologiques.



CHAPITRE IV : ESTIMATION DE LA SURVIE DE BACTERIES ENTERIGUES
DANS LES EAUX LAGUNAIRES



Une juste évaluation des risques associés aux rejets d'eaux conta-
minées passe par la détermination des caractéristiques de survie des micro-
organismes pathogénes. En effet, 1le niveau de contamination d’° un milieu
aquatique dépend de 1° impartance des rejets mais également des capacités
avto-épuratrices du milieu récepteur.

Depuis le début du siecle, de nombreuses recherches sont cansa-
crées a ce sujet en milieu marin. Il est généralement admis que le pouvaoir
auto-épurateur océanique résulte de 1%action synergique de multiples fac-
teurs physico-chimiques et biologiques parmi lesquels on peut citer : le
rayonnement solaire (Gameson et Saxon, 1947 ; Chamberlain et Mitchell,
1978), 1la composition ionique de 1’eau (Jones, 1967), la disponibilité en
nutriments métaboliszables (Maebus, 1973 3 Graham et Sieburth, 1973), les
prédateurs en tout genre (Stolp et Starr, 19643 ; Roper et Marshall, 1978 ;
Mc Cambridge et Mc Meekin, 1979), les bactériophages (Guelin, 1932 ;
Carlucci et Pramer, 1940) ou encore les substances bactéricides {Aubert et
al., 19468 ; Sieburth, 1964),

Comparativement, par leur caractére saumd3tre et turbide mais aussi
a cause de leur température et leur degré d'eutrophisation élevés, les eaux
lagunaires tropicales pouvaient Etre soup§onnées de favoriser la survie des
bactéries pathogénes (Lasserre, 1979).

Dans le cas de la lagune Ebrié, de nomhreuses baies autour de la
ville d’Abidian ont un renouvellement des eaux trés faibles. Compte tenu de
leur degré de confinement ainsi que l1'importance des rejets qui s°y déver-
sent, 1'hypolimnion de ces zones pouvait alors 8tre suspecté de servir de
réservoir aux micro-organismes pathogénes (Gerha et McLeod, 19746 3 Hood et
Ness, 1982).

Ce chapitre a pour objet d’étudier la survie de quelques bactéries
pathogénes A différentes saisons hydroclimatiques et de définir les fac-
teurs conditionnant 1leurs aptitudes de survie dans les eaux lagunaires
baignant la ville d*Abidjan.

IV.1. Protoccole expérimental.

La survie des bactéries suivantes a été etudiee 3 Escherichia

coli
typhi, =t Shigella dysenteriae. Les trois premiéres ont été isolées du
milieu lagunaire a partir d*échantillons d’eaux de surface polluées tandis
que les 2 autres, provenant d'individus malades, ont été fournies par le

service de bactériologie du C.H.U. de Cocody (Ahidjan}.

Ces bactéries ont été cultivées en bouillon nutritif salé (bouil-
len n®2 de 1°Inst. Fasteur) pendant 24 heures a 37°C . Les cultures bacté-
riennes oant eté rincées par 2 centrifugations successives (3000 &r/mn pen-
dant 13 mn) avec {0 ml d'une solution stérile de tampon phosphate ({pH
7,2) (Composition en annexe 1). Remis en suspension dans 10 ml de tampon
phosphate stérile (pH 7,2), les inoculums ont été incubés dans des échantil-
lons d’eau lagunaire fraichement prélevés en surface ou en praofandeur.
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Figure B : Evolution saisonniére de la salinité de 1’eau de surface
prélevée dans le chenal central & Abidjap durant 17 année 1984,

Figure 9 : Localisation des points de prélévement d’eau de surface
dans le chenal central (St. {) et d'eau du fond en baie
de Biétri (5t. 2).



La température, 1a salinité et l’oxygéne dissous de ces eaux ont
été mesurés in situ, & 17aide d’un salinométre et d’un oxymétre YSI tandis
que les mesures du pH et du potentiel d oxydo-réduction ont été réalisées a
1"aide d’un pH-métre Knick Portatest.

FPour 1%analyse des sulfures, 1 ml, 10 ml ou 3¢ ml d’échantillan
sant fixés immédiatement par 10 ml d'une solution A& 2% d7acétate de zinc et
10% d7acide acétigque., Les sulfures aont été dosés par la méthode colorimétri-
que de faormation de bleu de méthyleéne, A 680 nm (€line, 1969). La concentra-
tion ean sulfure est déterminée A 1’aide d'une droite de régression (absor-
bance-concentration) calculée avec différentes solutions témoins de Na28, 9
H20 mesurées par cette méthode et vérifiédes par une titration a 17iode
{Caumette, 1983).

Les eaux de surface ont é4té prélevées dans le chenal central a
différentes dates (16/04, 27/04, 11/05, 21/05, 13/06, 22/04, 28/06) au cours
de l7année 1984. L’évolution saisonniere de la salinité mesurée au cours de
1*année témoigne des fluctuations temporelles de la qualité hydrobiologique
des eaux de surface de cette station (Fig. 8).

Inmédiatement aprés leur prélévement, les échantillons ant été
répartis dans des Erlenmeyer de 200 ml et inoculés par 2 ml de suspension
bactérienne rincée. Les fioles ont ensuite été mises en incubation dans un
bain-marie et soumises a une frégquente agitation manuelle {gquelques aminutes
toutes les heures durant la journée et avant chaque prélévement durant la
nuit). Le bain-marie était thermorégulé & 29°C (la température moyenne des

eaux de surface lagunaires) et exposé a la lumiére naturelle pénétrant dans
le laboratoire.

Les eaux du fond provenaient de la baie de Biétri (Fig. 9). Préle-
vées & 7,5 métres de la surface, celles-ci étaient trés chargées de sédiment
en suspension. Seuls les comportements d’E. coli, de 8. faecalis et de L.

perfringens vy ont été studiés. Les incubations de ces bactéries ont été
réalisées selon le protocole défini pour les eaux de surface sauf pour la
culture de €. perfringens qui a nécessité up bouillon nutritif au thie-
glycolate (BioMérieux). Ces 3 bactéries ont été incubées en respectant les
paramétres physico-chimiques caractérisant les eaux du fond. Aussitat préle-
vés, les échantillans sont placés sous azote et inoculés par les cultures
bactériennes rincées. Les incubaticons ont été effectuées a 26°C, sous azote
et a l’obscurité dans des fioles coniques de 2 litres.

Paralleélement, wune autre série d’essais a été entreprise pour
mettre en évidence et évaluer 17 importance respective des différents fac-
teurs physico-chimiques et biologiques conditionnant la survie des bacté-
ries. Des incubations d'Escherichia cali ant été réalisées dans de 1° eau de
lagune différemment traitée afin d'éliminer successivement les macropréda-
teurs, les microprédateurs et les substances organiques bactéricides; les
¢chantillons ont ainsi été soit filtrés sur 8 pm, soit sur 0,2 ¥m, QU encore
filtrés (0,2 pm) puis autoclavés (1209C, 20 mn).

Par opposition aux échantillons d'eau ainsi traités, nous appelle-
rons eau naturelle, 1’eau de lagune non traitée,

L"évolution de la concentration des populatiaons bactériennes a été
suivie en moyenne pendant une centaine d’'heures par dénombrement des Unités
Formant Colonie (U.F.C.) aprés ensemencement des milieux de culture appro-
priés a chaque population.



LOG UFC 7/

XM -1

T T T T — T T —

10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Heures.

& partir d’'un bouillon soit nen rince {s—a; T90 = 51,4h),
rincé une fois Ok—>k; T30 = 42,4h), rincé deux fois (A—A;
T90 = 31,3h). :



Les milieux de culture suivant aont éteé utilisés : pour E. coli,
milieu au désoxvcholate lactose (HioMérieux); opour §. faecalis, gélase
D.coccosel (BioMérieux); pour §. typhi et §.

cholate-citrate lactase (Inst. Pasteur); pour £. perfringens, gélose

T.S.N.{BioMérieux) et pour P. aerugingsa, milieu m.FA-L {(Annexe ).

Aprés dilution décimale dans la sclution tampon phosphate (pH
7.2}, les ensemencements ont été réalisés en surface des milieux de culture
{par étalement de 0,1 ml d*échantillon), excepté pour C. perfringens qui a

4té recherché par la technique d'incorporation de | ml en gélose profonde
{Marshall et al., 1969).

En général, les milieux de culture ensemencés ont été incubés

en bain-marie a été réalisée & 46°C tandis que pour P, aerugingsa, une

incubation a 41°C a fait suite & une préincubation de 2 heures & 37°C.

Afin de faciliter les comparaisons, les aptitudes de survie ont été
évaluées par le 790 , soit la durée d’incubation nécessaire pour une diminution
de 90% de la population initiale, Le T9?0 correspond & 1’ inverse de la pente de
la droite de régressiaon entre les concentrations bactériennes f{unités formant
colonies: U.F.C.) exprimées en logarithmes décimaux par millilitre et les durées
d’incubation exprimées en heures,

Comparativement aux techniques de numératiaon en microscaopie &
fluorescence, 1la méthodologie utilisée ne permet pas de dénombrer les cel-
lules bactériennes en état de "dormance” c’est & dire les cellules viahles
mais non cultivables sur milieu de culture {Xu gt al., 1982). Dans le texte
qui suit, nous appellerons survie ou disparition bactérienne, la survie ou

la disparition des bactéries capables de se développer selon la méthodologie
utilisée.

IV.2. Résultats.

IV.2.1. Mises au point méthodologiques.

¥ Effet du ringage de 1'inoculum,

La figure 10 met en evidence l'importance du rintage de 1l inoculum
sur la culture d'E. coli incubé en eau lagunaire. L incubation a été réali-
sée dans une eau prélevée le 16/04 et dont les caractéristiques physico-
chimiques étaient les suivantes ; Salinité : 33 4. , pH : 8,12 , Oxygéne
dissous : 6,4 ppm.

Pour les 3 incubations, on observe une croissance résiduelle des
E. coli pendant une quinzaine d heures. Laorsque 1’inaculum n'est pas rincsa,
les cellules d°E. coli présentent une phase initiale de croissance plus
accentuée et secondairement une décroissance plus atténuée gque celles obser-
vées apreés ringage. En 1’'absence de ringage, le T90 est de 51,4 h soit
respectivement 1,2 et 1,7 fois plus gu” avec 1 ou 2 rinGages.
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D'autre part, @an ensemenfant une culture centrifugée puis remise
2n suspensian sans rinGage, nous avons vérifié que cette opération n'affec-
tait pas 1z viabilité des bactéries au moins telle qu’elle apparait en
culture. Les différences nbservées résultent donc du rintage et non pas du
stress 116 a la centrifugatian.

t Effet de la concentration initiale de 1%inoculum.

La préparation de 17inoculum ne permet pas d’introduire le mé&me
nombre de cellules bactériennes (UFC) lors des différentes incubations; i1
était donc nécessaire de vérifier que ces différences n'influengaient pas le
camportement des cultures bactériennes.

Deux incubations en eau naturelle ont été réalisées avec 2 concen-
trations initiales différentes d* une mé&me culture d* E. coli (4,2 et 4,2
Log UFC/ml). La salinité et le pH de 1’échantillon étaient respectivement de
4 %. et de 7,3.

Dans les 2 cas, E£. coli présente les mEmes aptitudes de survie
avec des T90 de 21,6 et 24,4 heures {(Fig. 11). Dans les conditions de
1*étude, 17abondance initiale n'influe donc pas sur la survie des bactéries.
De ce fait, lors des expérimentations suivantes, les concentrations bacté-

riennes ont pu €tre exprimées en valeur réelle (UFC/ml) et non en paurcen-
tage de bactéries survivantes.

IV.2.2. Incubation en eau naturelle de surface.

Les caractéristiques physico-chimiques des différents prélévements
témoignent de 17évolution temporelle de 1a gualité hydrobiologigque des eaux
de surface de cette station (Tab. 15).

dates e/0h 2704 1105 21/05  13/06  22/06  2B/0b
Salinité (%.) 33 30 2% 24 13 9 4
oK 8,12 8,05 7,86 7,82 7,4 - 7,47

Oxyqéne dissous (ppa) &,40 4,3t 6,33 3,20 3,43 3,80 -

Tableau 15 : Caractéristiques physico-chisiques des différents
dchantillons d'eau de surface prélevés dans le capal
central entre le 14/04 et le 22/06.

Les caractéristiques de survie des différentes bactéries incubées
dans les eaux de la laqune sont présentées figures 12 & 16. Les différentes
especes bactériennes présentent des aptitudes de survie distinctes et varia
bles selon les saisons hydroclimatiques. Dans l'ensemble, les bactéries ne
se multiplient pas ou seulement pendant une dizaine d heures, correspondant 2
une croissance résiduelle. Les eaux laqunaires ne sont donc pas favorables a
la multiplication des bactéries incubées et on constate au contraire un
déclin rapide des bactéries mises en incubation.



Espéce Salinite (%.) Droites de régression r

E. coli
33 y = - 0,062 x + 4,601 - 0,947 x4
30 y = - 0,078 % + 6,224 - 0,981 +&x
% y = - 0,033 5 + 6,030 - 0,972 w3
13 y = - 0,040 x + 5,332 - 0,966 ¥
9 y = - 0,030 x + 5,323 - 0,920 #4#
4 y =- 0,028 x + 6,861 - 0,949 xae
5. typhi
3 y = - 0,073 x + 4,351 - 0,912 #
24 y =~ 0,057 x + 4,972 - 0,973 s
13 y = - 0,040 x + 4,734 - 0,925 #a
9 y = - 0,086 x + 5,935 - 0,974 wbx
4 y = - 0,009 x + 6,381 - 0,908 =
5. dysenterize
33 y = - 0,040 x + 4,557 - 0,931 s
24 y = - 0,027 x + 4,431 - 0,845 &
13 y = - 0,028 x + 4,436 - 0,856 ##
4 y=-0,024 x + 3,223 - 0,903 ¥
P. aeruginosa
3 y = - 0,056 x + 6,603 - 0,928 #
13 y = - 0,048 x + 6,940 - 0,936 #

BiE P C 0,00 5 R r P C0,05

Tableay 16 : Equations des droites et coefficients de régression (r)
talculés d'aprés les courbes respectives de survie en
eau naturelle 3 différentes salinités.

Salinité (%4.) 33 30 26 24 13 9 )
Espéce bactérienne
Escherichia coli 14,2 12,6 18,2 18,0 24,8 32,8 35,4
Streptococcus faecalis 17,7 ND ND 0,0 17,8 ND 18,9
Salmonella typhi 13,7 ND ND 17,3 25,0 21,7 38,3
Shigella dysenteriae 24,8 N N 364 348 N 49,2
Pseudomonas aeruginosa ND 18,7 ND ND 22,9 ND ND

ND : non déterminé.

Tableau 17 : 790 (en heures) des différentes espices bactériennes
incubées en eau naturelle en fonction de la salinité,



Ce déclin apparait d'autant plus fort que l°influence marine est
plus ¢levée; excepté pour S. faecalis quil manifeste les méme caractéris-

tigques de culture dans les 4 conditiens d'incubation (Fig. 16&).

Pour E. coli, S. typhi et S. dysenteriae, les comportements en

culture in vitro peuvent schématigquement se caractériser par 3 phases suc-
cessives:

- une phase critique de quelques heures { <10 h) au cours de
laquelle 1la population initiale augmente ou diminue selon l’espéce bhacté-
rienne ou l17échantillen mis en incubation. Ainsi, S. typhi se multiplie dans
les échantillons prélevés le 22 et 28 juin tandis hu’gl coli et 5. dysente-
riae ne se multiplient que dans le dernier échantillen prélevé. Certaines
caractéristiques physico-chimiques ou biologiques de ces échantillaons limi-
tent donc la multiplication spécifique de chaque bactérie. En considérant la
salinité comme un témoin de pénétration marine, cette limite se situe entre
4 et 9 4. pour E. coli, 9 et 13 %. pour 8. typhi et entre 4 et 9 %. pour §.
dysenteriae. A 4 %., ces 3 micro-organismes se multiplient pendant les 19
premiéres heures d’incubation et §. typhi présente une croissance 10 faois
plus forte que les 2 autres entérobactéries au cours de cette péricde.

- une phase de décroissance d° environ 390 heures dont la valeur
des pentes aprés transformation logarithmique des dénombrements est constan-
te. L’élimination du nombre de corps bactérien suit donc une loi de décrois-
sance exponentielle de la forme:

Nt = No expf-kt)
avec No : nombre initial de bactéries (UFC/ml), Nt nombre de bactéries au
temps t., k : constante d’élimination (1/h), t t durée d’incubation (h).

- enfin, une phase de résistance pendant laquelle la population
survivante se maintient & un niveau stable plus ou moins marqué selon 1’es-
péce bactérienne. Des concentrations de 2,8 Log UFC/ml de S, typhi et de 3,2
Log UFC/ml de 5. dysenteriae ont pu E&tre dénombrées aprés respectivement des
durées d’incubation de 300 et 200 heures.

Malgré ces 3 phases distinctes, les représentatiaons semi-logarith-
miques sont satisfaisantes pour lindariser l’ensemble des données comme en

témoignent les seuils de signification des coefficients de corrélation
{Tab. 16).

Ainsi, pour chaque espéce et chaque incubation, 17 éguation des

droites de régression a pu Btre définie (Tab.14) et les T90 calculés
{Tab.17).

Le T90 le plus élevé est observé pour S. dysenteriae incubée dans

17échantillan & la salinité la plus faible (49,2 h) ; E. coli présente la

survie la plus faible (12,6 h) lars d une incubation dans une eau & 30%. de
salinité.

La constatation essentielle est que les 790 d’E. coli, S. typhi et

§. dysenteriae sont environ 2 fois plus longs en milieu dulGaquicole qu’en
milieu marin. Par conséquent, la périocde de pluies et de crues apparart plus
propice que la saison séche au maintien d’un niveau de contamination élevé
des eaux lagunaires par ces bactéries. Par contre, S. faecallis présente des

T90 constants et son comportement ip vitro ne semble pas Btre affecté par

les variations de la qualité hydrobiologique des eaux lagunaires.
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Figqure 21 : Survie de Shigella dysenteriae en eau autoclaveée
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calculés d aprés les courbes respectives de survie en
2au filtrée et autoclavée 4 différentes salinités.



IV.2.3. Incubation en eau filtrée et autoclavée,.

Comparativement aux incubations en eau naturelle, cet essai a pour
but d*éliminer toute implication de facteurs biolpgique dans la disparitiaon
des hactéries en culture,

Les courbes de survie des différentes bactéries présentées dans
les figqures 17 & 2! mettent en évidence une phase «critique de quelques
heures ( < 10 h} au cours de laquelle la population initiale se multiplie ou
décroit selon l'espéce bactérienne ou 1 échantillen mi en incubation. Les
eaux lagunaires privées de tout facteur thermolabile ne permettent pas nan
plus une croissance de ces bactéries. Par contre, les phases de décroissance
et de résistance sont difficilement identifiables,

Les bactéries Adtudiées supportent différemment les caractéristi-
ques physico-chimiques du milieu d’incubation. Ainsi, E., calil et S, dysente-

riae peuvent croitre pendant guelgques heures dans de l’eau & {2 %. de
salinité tandis que 5, typhi est inhibée au deld d'une salinité de 9 %.

La transformation logarithmique des concentrations bactériennes
s’est également avérée satisfaisante pour calculer 17 équation des droites de
régression {Tab. 18) & partir desquelles les T90 ont été calculés {(Tah. 19,

Pour E. coli, &S. typhi et 5.

d’autant plus rapides que 17 influence marine est prépondérante. Cependant,
comparativement aux résultats précédents (Tab. 17), les T90 (Tab, 19) sont
plus élevées; 1ils traduisent une nette prolongation de la survie des bacté-
ries incubées dans les échantillons d'eau filtréde et autoclavée.

Pour les incubations d’E. coli & 4 et 9 %. et de P, aeruginpsa,
méme au bout de 100 heures, les décroissances n’ant pas é&té suffisantes pour
évaluer les T90. La polpulation de 5. faecalis ne présente aucune décrois-
sance pour les 4 ingcubations réalisées. Cette bactérie persiste au moins
pendant 200 heures sans toutefois présenter de croissance significative.

Salinité (%) 33 30 26 24 13 7 4

Esp, bactérienne

£, coli 35,8 32,0 37,0 44,9 97,9 G C

§. faeralis C ND Mo € L Ho C

5. typhi 20,3 ND ND 38,9 3,2 130,0 179,90

§. dysenteriae 28,7 ND ND 3,7 1090 ND  118,0

P, apruginnsa ND L ND ND C ND ND

ND : non déterminé, € i croissance pendant 100 heures,

Tableau 19 1 T90 {en heures) des différentes espéces bactériennes
incubées en eau lagunaire de différentes salinités,
préalablement filtrée (0,2 pa) et autoclavée.
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IV.2.4, Incubation d’Escherichia coli en eau naturelle filtrée

et/ou autoclavée.

Les figures 22 et 23 présentent 1’effet des différentec opérations
de filtration et/ou de chauffage sur la survie d’E., coli incubée dans des
échantillons d’eau de surface prélevée A4 2 périodes différentes ( 10/03/1985
« salinité @ 247, 1670671983, salinité : 13%.). Dans les deux cas, elles
mettent nettement en évidence le réle prépondérant de composés thermosensi-
bles et de taille intérieure a 0,2 Pm sur le contriole des bactéries, D’a-
prés les 790 calculés, le traitement thermique & lui seul permettrait une
prolongation de la survie respectivement de 40,5 et 59,2 heures pour les 2
incubations. DYautre part, seul 17échantillon du 14/0&6 permet une multipli-
cation d'E. colil

Comparativement & la survie d’E, celi observée en e2au lagunaire
non filtrée, les opérations de filtration entrainent peu de variations. A
24%., seule la filtration sur 0,2 Pm prolonge de quelgues heures la survie
d’E. coli alors qu’a 13%., les filtrations sur 8 et 0,2 pm ne déterminent
gu'une légeére amélioration de cette survie.

L'incubation dans 1’eau lagunaire prélevée le 10/05 (Salinité : 24
%“.) permet donc de mettre en évidence l1'intervention d'agents épurateurs
dent la taille est comprise entre 0,2 et 8 Pm. Ce phénoméne n’est plus
observé dans la deuxieéme incubation {(Salinité : 13 %.) ce qui conduit -a
suspecter l'origine marine de ces agents.

IV.2.3. 1Incubation en situation écologique simulant 1’hypolimnion
des zones stratifiées,

Pour évaluer l'influence des différences hydrobiologiques liédes &
la stratification de la colonne d’eau, nous avons simultanément étudié 1a
survie de gquelques bactéries dans les eaux de 17épilimnion et de 1 hypolim-
nion d'une méme statian.

Les échantillons d'eau de surface ot de fond ont été prélevées le

14/02/1985 dans une station de {0 métres de profondeur en baie de FEBiédtrij;
les caractéristiques physico-chimiques sont présentées tableau 20,

teC Sal. (4.) pH 02 (ppm) / redox (mV) Sulfure (mg52-/1)
Surface. 29 31 7,85 9,44 I +220 0
Fand 26 29 8,07 0 / -190 8,8

Tableau 20 : Caractéristiques physico-chimigues des eaux de
surface et de fond de la station en baie de
Biédtri prélevées le 16/02,
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Les figures 24 et 25 permetfent respectivement de comparer les carac-
éristiques de survie d'Escherichia coli, Streptococcus faecalis et Clostri-
i

i
um nerfringens incubés en eau de surface st en eau de fond,

téristiques de survie d'Escherichia cpoll, Streplococcus faecalis et Clostri-
dium perfringens

Les espéces bactériennes supportent différemment les conditions
d’anoxie et d’obscurité caractérisant les eaux de fond de cette station.
Seul E. coli présente des différences de survie entre les 2 incubations.
D" apres les T90 calculés, E. <coli est 2 fois plus rapidement éliminé dans
les eaur de surface (790 : 20,2 h) gque dans celles du fond (790 : 40,5 h),
Par contre, 8. faecalis présente la m&me décroissance aux 2 niveaux (790 1

19,6 et 19,0 h). De ce fait, E£. coli en profondeur survit 2 fois plus

A l'opposé de ces 2 micro-organismes, la concentration de C

Parallelement & 17 étude du comportement de C. perfringens incubé

in vitra, 1la recherche de cette bactérie et de ses differentes formes cel-

lulaires {végétatives et sporulées) a été entreprise dans la colonne deau
de cette m&me statian.

Les échantillons ont été prélevés tous les métres et les caracté-
ristiques physico-chimigques mesurées in situ. Le nombre de spores a été

calculé en dénombrant les Clostridium cultivant aprés incubation des échan-
tillons pendant 10 minutes a 80 °C (OMS, 1977) tandis que les formes végeta-
tives thermosensibles aont été déduites en soustrayant le nomhre de spores au
rnombre total de C, perfringens dénombrés initialement. Les analyses bacté-

riclogiques ont été éffectudes en triple exemplaires.

Cette étude a ¢été réalisée pendant la saison des «crues, soit
durant la période od la colonne d’cau présente la plus forte stratification
des eaux, Au niveau de cette station, la dessalure liée au passage de 1a
crue affecte les eaux de surface mais n'atteint pas 1l hypolimniom; 1la dis-
tribution verticale de la salinité, de la température et de l7oxygéne repré-
sente cet état stratifié (Fig. 26). Dans la tranche des 4 premiers métres,
la =salinité reste inférieure & 10 %. avant de «croitre progressivement
jusqu'4& 31 4. au fond. Corrélativement, ce gradient vertical engendre une
légere thermocline et une oxycline d*autant plus marguée que cette statiaon
est trés eutrophe. De ce fait, & partir de S metres, les eaux sont anoxigues
et riches en hydrogéne sulfure.

La densité des eaux calculée & chague niveau est également tracée
Fig. 27) et témoignent de la superposition de 2 couches d'eau aux caracté-
ristiques physico-chimiques nettement différentes.



Cette stratific
ca du nombre total de C. perfringens
formes cellnlaires de €, perfringens (Fig.
Dans 1a couche superficielle,

est majoritaire ( = 80%)

atiaon affecte non seulement la distribut
mals aussi celle

inn verti-
d=s différentes
2771,

le pourcentage de formes sporulées
et augmente jusqu’a I metres.

A ce niveau, tous les

C. perfrinceps dénambrés sont des spores et on constate une nette augmenta-

tien du nombre total de Clostridium ;
cumulation des spares.
situer entre

cette augmentation résulte de
La densité des spores de cette bactérie deit donc se
1,002 et 1,005 et ces spaores sont incapables de

17ac~

franchir la

barritre de densité liée & la superposition des Z couches d’eau.

A partir de 5 mdtres,
le
tridium

sont sous un forme végétative,

sous une forme végétative.

dés gque 1°aon pénétre dans la zone anoxique,
pourcentage de spares diminue pragréssivement et prés de 80 % des
L hvpolimnion présente

Clos-

dont des

10 % SPORES
500

e CFU/100mi

AT
| '|IO 2.0 :’io 4-0 a Solz\v R dens“é
1+ 2 3 4 5 6 7 8 9 0,939 1,008 1,019
1 1 . 1 L 1 1 ) ) o 02
Caractéristiques physico-chimiques de la colonne Distribution verticale des C, perfringens totaux

Fig, 26 :

d’eau 4 la station 2 pendant la période de
ctratification (16/02/1985),

{e -- #), du pourcentage de apa;;;-fn -- o) et
de la depsité de 17pau {*--+),



Iv.3. Discussion.

IV.3.1. Influence des conditions expérimentales

La survie des bactéries allaochtones dans les milieux aquatigues a
fait 1°objet de nombreuses recherches mettant en oeuvre une méthodologie
tres diversifide.

Ainsi, «certains auteurs reéalisent des incubations im s
immersion de sacs & dialyse (Anderson et al., 1983 ; Lessard et Si
1983); d autres préférent incuber des cultures bactériennes pures in vitrag
dans une eau naturelle ou artificielle (Hood et Ness, 1982)., De méme,
l*inoculum bacterien mis en incubation peut €tre treés différent. Hanes et
Fragala (1947) suivent in situ l7évolution de bactéries fécales précentes
dans les eaux d'égout tandis que d’autres auteurs incubent des cultures
pures en phase exponentielle (Mc Feters et Stuart, 1972 ; Singleton et al.,
1981 et 1982).

o=

Cette diversité est critiquable dans la mesure ol elle limite les
¢tudes comparatives., La méthodologie utilisée peut en effet influencer
l'estimation de 1a vitalité bactérienne comme le montre par exemple, 1’im-
portance du ringage sur l’estimation de la survie d'E. coli (Fig. 10),
Ainsi, en fonction du ringage, la multiplication de cette bactérie pendant
la phase initiale est plus ou moins forte et de ce fait, le 790 varie selon
la préparation de 17inoculum. Cet exemple souligne par conséquent 1l intérét
d’utiliser une méthodologie standardisée afin de comparer 1les caracté-
ristiques auto-épuratrices de différents milieux.

Pour cette étude, 2 types d'incubations pouvaient donc Btre réali-

in vitro dans des échantillons d’eau lagunaire prélevés et ramenés au laba-
ratoire., La seconde solution a été préférée. D une part, les incubations in
vitro évitaient aux cultures bactériennes de subir artificiellement des
variations de condition de culture liées & la marée que naturellement elles
n’auraient pas & supporter lors de leurs rejets; D’autre part, lors d’études
préliminaires in situ avec des sacs a dialyse (Spectrapor), les membranes
ont été colmatées ou détérinrées. L’ensemble de ces considérations nous a
donc conduit A réaliser les incubations bactériennes en enceintes thermo-
tion plus aisée ainsi que le contrsle des conditions de culture ({Singleton
et al., 1981 ; Xu et al., 1982).

En utilisation courante, cette méthodeplogie présente enfin 17avan-
tage de permettre la comparaison des capacités auto-épuratrices de diffé-
rents milieux dans des conditions expérimentales reproductibles. Ce dernier

aspect apparait capital compte tenu des caractéristiques hydrologigues de la
zone étudiée.
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IV.3.2. Survie bactérienne dans les eaux de surface.

Les expérimentations réalisées au cours de cette étude ont permis
d’évaluer les vitalités en culture de quelques bactéries pathogénes dans le
milieu lagunaire. Bien que variables selon la date de prélévement, celles-ci
g aveérent globalement assez limitées. MEme, lors de la saison des crues, E.
coli, S. typhi et 3. dysenteriae ne se multiplient que pendant quelques

heures (< 10 h). De méme pour les incubations sans rintage d’E. coli, la
multiplication de ce micro-organisme ne dure qu’une dizaine d'heures. Ceci
va & l'encontre de différentes études signalant une forte multiplication des
bactéries fécales et plus particuliérement E. coli en milieu tropical
{Evison et James, 197% ; Carillo et al., 1983). Les résultats montrent que
les eaux lagunaires de surface ne sont donc pas favorables a la oproliféra-
tion de telles espéces bactériennes.

Le comportement des bactéries est différent selon l’espece étu-
diéde., Ainsi, celui des 3 entérobactéries se différencie nettement de celui
de §, faecalis et la décroissance observée chez ces bactéries lors d'in-
cubations en eau filtrée et autoclavée souligne le raole des paramétres

physico-chimigues dans le contrdle de ces micro-organismes en milieu na-
turel.,

Depuis les travaux de Gameson et Saxon (1967), 1le rayonnement
solaire apparait comme un des facteurs les plus efficaces dans la dispari-
tion des bactéries entérigues. Selon Chamberlin et Mitchell (1978), ce
rayonnement les rend plus sensibles auw agressions des prédateurs. Four Fike
et al. (1970) 1a lumibre agit directement sur la viabilité de 1la callule
bactérienne; 1 absorption de 1’énergie lumineuse induirait des =2altérations
létales du matériel génétique ou entrainerait la farmation de superoxides
toxiques pour la cellule (Eisenstark, 1971).

Cependant, compte-tenu des conditions de mise en incubation in
vitro des cultures bactériennes, 1’effet bactéricide du rayonnement solaire
ne peut pas Btre uniquement pris en compte dans cette étude. Nos résultats
montrent que 1le comportement des cultures bactériennes varie selon les
caractéristiques physico-chimiques des échantillons; il existe un ou

plusieurs facteurs présents dans 1’ eau et dont les concentrations varient au
cours de l'année.

Parmi les paramétres physico-chimiques de l'environnement aguati-
que, la salinité et le pH du milieu aquatique ont 4té initialement suspectés
{Cartucci et Pramer, 1960) mais l'importance de ces paramétres dans la
disparition des bactéries allochtones n’est restée qu’au stade d’une hypo-
thése controversée (Fapletti, 1964). L’effet bactéricide des sels métalli-
ques est par contre évoqué par de nombreux auteurs =t pour Jones (1967},
c’est la toxicité de 1'ensemble des métaux lourds présents dans 1’eau de mer

qui serait responsable de 1'élimination des bactéries telluriqueé en miliet
marin.

Dans le cas des eaux lagunaires, d'autres facteurs pourraient ftre
envisagés tels que les composés chimiques bactéricides isolés dans le sol
(Klein et Alexander, 1986). Ces composés pourraient en effet se retrouver
dans les eaux lagunaires par lessivage des sols 4 la saison des pluies,
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Cependant, Xu et al. (1982) remettent en oquestion 1°importance
directe des facteurs physico-chimiques. Ces auteurs ont montré gue la dispa-
rition des entérobactéries 1incubées en eau synthétique ne résultait en
réalité gque d'une inaptitude croissante des cellules bactériennes a se
développer sur les milieux de culture sélectifs utilisés pour leur numéra-
tion. Les paramétres physico-chimiques initialement évoqués comme responsa-
bles du npnrocessus auto-épurateur ne pourraient que stresser la cellule
bactérienne 1 empéchant de former des colonies sur un milieu de culture dans
des conditions d’ipcubation sélectives.,

Ces études soulignent néanmoins le caractére débilitant des para-
métres physico-chimiques de 1°eau et plus précisement de la teneur en chlo-
rure de sodium sur la viabilité des bactéries. D7 aprés les résultats de Xu
et al. (1982), le nombre de cellules viables mais non cultivables est beau-
coup plus important lors d° une incubation & 25 %. de salinité aque lors
d'une incubation & § 4. de salinité. Ce fait avait par ailleurs déja été
signalé, Ainsi, Anderson et al. (1979) notent que 17 augmentation de la
salinité du milieu d’incubation affecte 17activité de 1a béta-galactosidase

les milieux de culture sélectifs.

Les travaux récents montrent que 1’influence du chlorure de scdium
sur la viahilité des bactéries est significative;j elle pourrait résulter
d une osmolyse liée au flux de Na+ entrant dans la cellule. Chez les bacté-
ries dites marines, certains systémes membranaires protégeraient la cellule
de cette accumulation létale. Tsuchiya et Shinoda (1985) ant mis en évidence
une pompe & Na+ chez Vibrio parahaemolyticus gqui avec 17 énergie fournie par
la respiration, permettrait l’extraction du Na+ hors de la cellule. De plus,
cette bactérie serait diautant plus capable d’extraire le Nat+ qu’elle pos-
stde un large spectre d'activités enzymatigues et en particulier une activi-
té chitinolytigue pour alimenter sa pompe. Son isoclement fréguent sur 1la
chitine d’organismes marins {(Kaneko et Colwell, 1975) pourrait par consé-
quent résulter de cette quBte énergétique et constiturait un moyen de survi-
vre dans un environnement oligotrophe (Dawson et al., 1981).

Un telle pompe a Nat+ p’a pas encore été mise en évidence chez les
entérobactéries., Elle pourrait y EBtre absente ou moing efficace gue chez Y.
parahaemolyticus et de ce fait, ces bactéries ne pourraient pas survivre
dans le milieu marin ou saumdtre. Néanmoins, d’aprés Gauthier (comm. pers.),
la opréculture sur milieu de culture salé (Marine agar par exemple) opermet-
trait A des entérobactéries de survivre dans 1°eau de mer pendant un temps
assez long (au moins 15 A& 20 jours). Ceci laisse supposer la possibilité
d'une induction de certains systémes d"adaptatian au milieu marin, en pré-
sence de NaCl et de matiére organique. On peut aussi imaginer ogue cette
préculture copduise a la sélection des taxons les plus halotolérants. Ces
phénoménes pourraient d autre part expliquer partiellement 1la phase de
résistance que 1'on observe aprés la phase de décroissance dans les cultures
bactériennes mises en incubation,

Bupigu’il ep soit, cette adaptation nécessite obligatoirement une
dépense énergétique supplémentaire gque doit pouvoir satisfaire la cellule,
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En effet, il est actuellement reconnu que la survie d’une bactérie
hors de =on biotope est conditionnée par son aptitude a tolérer son nouvel
environnement et surtout & disposer de nutriment pour son métabolisme (kKlein
et Kasida, 1947 ; Morita, 1982), Dans le cas contraire, ne pouvant ni
maintenir son homéostasie cellulaire, ni entretenir les mécanismes de répa-
ration, la bactérie est condannée a disparaitre,.

Différentes études tendent & conforter cette hypothése. Ainsi,
lors d’une incubation en eau oligotrophe, Zaske et al. (1980) ont pu obser-
ver qu’en fonction de la durée d’incubation, E. «coli devenait de plus en
plus sensible &4 17action du lysozyme. Des altérations de 1l enveloppe cel-
lulaire d’E, coli ont pu Btre visualisées en microscopie électronique et
cette sensibilité praogressive au lysozyme pourrait donc résulter dune
désorganisation de la structure membranaire. Chez cette mEme espéce, Ander-
son et al. {1979) notent que les conséquences d une privation nutritionnelle
ze répercutent sur 17activité de la béta-galactosidase et sur 17aptitude de
ce micro-organisme & croitre sur les milieux de culture sélectifs,

On peut supposer gque de telles conditions ne font gue renforcer la
sensibilité de la cellule bactérienne aux différents facteurs de l’environ-
nement. En milieu marin, l’oligotrophie ou plus précisement 1 indisponibili-
té des nutriments présents serait un facteur limitant encore plus la vitali-
té des bactéries allochtones. Autrement dit, une entércbactérie disparai-

trait d>autant plus vite du milieu marin gue celui-ci est oligotrophe. Aucun
~facteur n'apparait vraiment prépondérant et cest donc plutét la synergie de
différents facteurs gqui est responsable de la disparition de ces bactéries.

Comparativement aux bactéries Gram -, 1"influence des paramétres
physico-chimiques et en particulier la salinité npe semblent pas aveoir un
caractere déterminant chez Streptococcus faecalis, 17espéce persistant

durant 1les 100 heures d’incubation en eau filtrée et autoclavée. Cette
aptitude spécifique a déja pu été observée lors d’incubations en eau d'égout
filtrée {(Sinclair et Alexander, 1984).

La persistance de §. faecalis pourrait réveler une certaine apti-
tude de ce micro-organisme & utiliser les substances nutritives preésentes
dans les échantillons autoclavés de mEme que la résistance au stress provo-

qué par les facteurs physico-chimiques d*incubation,

En fait, «ce comportement est a rapprocher des aptitudes de cette
bactérie a croitre sur des milieux hostiles tels qu’un bouilleon & 4,5 % de
NaCfl ou un milieu a pH 9,6. La présence. dune paroi chez «cette bactérie
pourrait favoriser cette résistance.

Il n'est donc pas évident que 5. faecalis et les entérocogques en
général spient aussi sensibles aux stress de 1'environnement que les bacté-’
ries Gram - dans le milieu aquatique; & notre connaissance, aucune étude n’a
pu mettre en évidence un état non cultivable de §. faecalis. On peut donc se

demander si ces états cellulaires existent chez les bactéries Gram + et
cette intérrogation devrait faire l’objet d’investigations ultérieures.

Quels que soient les échantillons d’eau naturelle ensemencés, 3.
faecalis disparait de fagon similaire comme le montre les valeurs des T90
{Tab., 17). Par conséguent, la disparition de 5. faecalis dans les eaux la-
gunaires semble plutdt résulter de 17intervention de facteurs thermolabiles
présents dans les 4 échantillons ensemencés. Le contréle de ces bactéries

pourrait donc dépendre d’'un phénoméne d'origine biologique.
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Comparativement a d’autres études utilisant la méme wméthodologie
(Lessard et Sieburth, 1983), Il’ensemble des 790 observés ici apparait plus
faible et le role de la température élevée du milieu lagunaire deit doanc
gtre également -envisagé, Son action directe sur la survie de bactéries
entérigques a fait l1'objet de nombreux travaux (Orleb, 1956 ; Lessard et
Sieburth, 1983) et ceux-ci ont clairement mis en évidence une diminution de
la survie proportionnelle & 1%augmentation de 1a température d*incubation.

Pour E. colli et les entérocoques, Lessard et Sieburth (1983)
calculent une cerrélation inverse significative entre les 790 respectifs et
les températures d’incubation ( de 0 a 24°C ). En extrapclant leur droite de
réqression Jjusqu’a la température moyenne des eauyx de lagune ( 29°C ), les
790 sont respectivement pour E. coli et les entérocoques, de 23,5 et 12,7

heures., Ces valeurs s’avérent tout a fait comparables aux 790 obtenus lors
des incubations en eaux lagunaires de mé@me salinité.

D*aprés les pentes des droites de régression calculées par ces
auteurs, il apparait que la température n’agit pas avec la m&me 1intensité
sur les différentes espéces bactériennes. Ainsi, les entérocaques présentent
une sensibilité accrue & 1'augmentation de la température.

L’influence de la température doit &tre reliee a 1l7activation
thermique du métabolisme bactérien (Orlob, 19345 ;3 Bolter, 1982). I1 en
résulte un épuisement plus rapide des nutriments disponibles dans le milieu
puis des réserves cellulaires ce qui entrainent la mart de la cellule.

A 1l'inverse, les basses températures en ralentissant les réactions
métaboliques permettent de prolanger le temps de survie des cellules bacté-
riennes (Hanes et al., 1969).

L*impact de 1la température élevée est donc dépendant du niveau
d’eutrophisation du milieu récepteur. Graham et Sieburth (1973) ont ainsi pu
montrer que 1%accroissement de la température d'incubation de 15°C & 25°C ne
pouvait permettre la croissance de S5, typhi et E. coli que si le milieu
artificiel d’incubation était complémenté avec 30 mg/l de trypticase. Une
forte concentration de matieére organique pourrait donc directement favoriser
la wvitalité bactérienne mals ces auteurs relient aussi cette croissance a
17atténuation de 1°effet bactéricide des métaux lourds par chélation avec
les peptones ajoutées,

Cependant, les résultats de cette étude réalisée en eau de mer
synthétigque trés enrichie doivent @tre nuancés avant leur généralisation au
milieu naturel. L intervention de nombreux facteurs biotiques peut y Btre en
effet envisagée et ceux-ci pourraient &tre également influencés par la
température.



Lors de saon rejet dans le milieu aquatique, la bactérie allochtane
doit rivaliser avec la microflore autochtone pour pouvolr survivre et la
compétition s'excergant vis & vis des nutriments métabolisables détermine la
dynamique des populations bactériennes.

Les incubations de §. faecalis sont a ce niveau révélatrices, En
effet, les aptitudes de cette bactérie ont conduit & suspecter 1 interven-
tion d’un facteur biologique. Cependant, la présence simultanée d’un préda-
teur ou parasite dans les 4 échantillons d'eau semble peu probable; celui-ci
aurait A suppoerter des variations trés fortes de saon biotope et aucun préda-
teur de ce type n'a pu Btre encore mis en évidence. De m&me que Sinclair et
Alexander (1984), on doit donc plutat considérer que la disparition de §.
faecalis résulte des aptitudes limitées de cette bactérie & rivaliser avec
la microflore autochtone.

En milieu tropical, la compétition bactérienne pour les substances
nutritives présentes doit &tre d”autant plus intense que la concentration
des populations autochtones est élevée. Dans les eaux de la baie de Biétri,
Guiral (1984) dénombre avec le milieu d° Oppenheimer et Zobell 2214E jusqu’a
107 UFC/ml tandis que pour des températures d’eau avoisinant 30°C, Carmouze
et Caumette (1985) notent des temps de doublement de | & 2 heures et des
productions bactériennes de 108 a 10° UFC / ml.j.

Parallélement, 1la température élévée de 1’ eau doit également in-
fluencer 1l’ensemble des facteurs biologiques épurateurs.

Mc Cambridge et Mc Meekin {198B0) ont ainsi mis en évidence

n
vitro 1’effet activateur de la température sur la multiplication et 1%acti-

i
i

De mEéme, on peut supposer qu’un tel milieu chaud et eutrophe
favorise le développement du phytoplancton et, par conséquent, la production
gde substances antibactériennes par les alques. La lagune Ebrié est en effet
caracterigée par l'existence d'une biomasse algale extr@mement élevée. Les
effectifs woscillent couramment entre quelques milliers et quelgues millians
de cellules par litre et des développements de 100 & 200 millions de cel-
lules par litre ont été observés {(Maurer, 1978).

Ces effets indirects de la température pourraient donc fégalement
expliquer les faibles valeurs des T90 observées dans notre étude ainsi que
les résultats opposés de certains auteurs qui négligent le rale de ces

activations dans le processus auto-épurateur (Hendricks et Morrisson, 1967 ;
fordon et Fliermans, 1978 ).

En milieu marin , 1’importance des facteurs biolegiques dans le
processus auto-épurateur a fait l’objet de nombreuses publications signa-
lant 1la diversité et la complexiteée de leur mode d'action (Aubert et al.,
19648 et 1981 ; Sieburth, [944), '



FPour le milieu lagunaire ivoirien, les différentes incubations
réalisées avec E, coli en eau filtrée et/ou autoclavée (Fig. 2t et 22)
révélent la présence de tels facteurs biologigques. Dans 1'échantillon le
plus marin (Fig. 21), les différentes filtrations mettent en évidence une
prédation par des organismes de taille comprise entre 0,2 et 0,8 pm et cette
disparition pourrait résulter de de 1’intervention d’un micro-prédateur qui
d*aprés la taille, carrespondrait a Bdellaovibrio (Stolp et Starr, 1963).

De mEBme au cours de ces cultures, il a pu Etre fréquemment observé
la présence de micro-organismes se développant au détriment des colonies
d'E. coli. Ces derniéres se trouvaient alors rapidement incapables de croi-
tre et "englouties" par ce prédateur.

Ces micro-organismes ont pu Btre isolés et d’apreés 17 observation
microscopique de leurs fructifications caractéristiques, 1ils ont pu @tre
assimilés au genre Polyangium de la famille des Myxobacteriaceae (McCurdy
1974). Ces bactéries sont fréquemment isolées & partir du sol ou dans les
eaux de riviere et 1’importance de leur fonction bactériolytique a été
signal ée par Raverdy (1973).

Cependant, en milieu océanique, 1%isolement de ces bactéries est
rare et A nstre connaissance, seuls Roper et Marshall (1977) dans les eaux
pelluées australiennes ont pu isoler une espéce marine. Lefficacité de
cette bactérie vis 4 vis d’E. coli a pu &tre vérifiée in vitro puisque

1*introduction de Myxobacter dans une culture d’E. cpoli incubée en eau de
mer stérile entraine au bout de 30 h la disparition du coliforme (Roper et
Marshall, 1977)., De mEme que pour cette espéce, 1les souches isolées dans
nigtre étude n’ont pu Etre cultivées sur les milieux propaosés pour leur
culture (Raverdy, 1973). Par contre, 1le milieu au descxycholate de sodium
{BioMérieuxn) utilisé pour la recherche des coliformes s'est révéleé tris
satisfaisant pour 1’isolement et la culture de cette espéce., Sur ce wmilisu
de cuture, des concentrations de 102 Myxobacter par ml ont pu Btre dénom-
brées, ce qui conduit & soupSonner 1’intervention de ces micro-organismes
dans 1’épuration naturelle des eaux lagunaires ivoiriennes,

Nos essais mettent aussi ep évidence 17action preépondérante
d*agents thermolabiles et inférieurs & 0,2 pPm. D’aprés Jones (1947), cette
nette prolongation de la survie pourrait résulter de 17inactivation de

l’effet bactéricide des métaux lourds par précipitation lors de 17autocla-
vage.

n peut également soupGonner le rgle de facteurs biologiques
thermosensibles. En effet, des microprédateurs tels que les bactériophages
(Guélin, 1952 ; Carlucci et Pramer, 1960) et leur activité lytique pourrait
trés bien s’ exprimer dans les eaux de lagune,

A cet égard, les etalements trop denses de «culture d'E, «co
incube ont permis de constater trés fréguemment 17 apparition d’auréol

decclorées, rappelant d’aprés leur propagation centripéte des plages de lys
dues a des bactériophages.

11
es
e

Enfin, de mEme qu’Anderson =t al. (1983), on pourrait aussi soup-
gonner la oprésence d'ultra-microbactéries ( < 0,2 pm) isolées en milieu
estuarien par Mc Donell et Hood (1982) et dont 1’influence se manifesterait

au travers des phénoménes de compétition ou d’antibiose.
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De nombreux auteurs suggérent 1%action prépondérante de substances
présentant des propriétés bactéricides vis & vis des micro-organismes tel-
luriques. Initialement soupGonneés par Nicati et Reitsch (18885) et De Giaxa
{1989), le role et la nature de telles substances ont été étudiés, discutés
et résumés par différents auteurs (Carlucci, Scarpino et Pramer, 1961

Aubert, Aubert et Gauthier, 1968 ; Sieburth, 1968). Elles peuvent Etre

produites par des métazpaires, des algues supérieures et planctoniques ou
encore par des bactéries marines,

En lagune Ebrié, parmi l'ensemble des espéces phytoplanctoniques
identifiées par Maurer (1978) douze d’entre elles (Tab. 21) sant suscepti-
bles d*8tre antibiotico-productrices d'aprés Aubert et al. (1981),

.Leur pouvoir bactéricide résulterait principalement de la syntheése
d’acides organiques f(acides gras et acide acrylique ou précurseurs) dont les

activités ont pu &tre mises en évidence sur de nombreuses espéces bacté-
riennes {Aubert et al., 1981).

Familles Espéces phytoplanctoniques Nature chimique %,
- DIATOMEES :
Astenionella japonica ac. gras, polysaccharides -
Chaetoceros &p. ac. gras, polysaccharides (12-15)
Nitzchia sp. ac. gras { 6-23)
Sheletonema costatum ac. acrylique ou précuseur -
Thalassiosina sp. ac. gras {16-18)
DINOFLAGELLES :
Gyrodinium &p. ac. acrylique ou précurseur (15-21)
Prorocentrum micans. hydrocarbures, terpénes (16-23)
CHLOROPHYCEES :
Tetnasedmis sp. ac. gras ( 8-23)
CYANOPHYCEES
Lyngbia sp. tanins, terpénes (12-16)
Qs cillatorda sp. ac. acrylique, précuseurs ( 8-15)

Tableau 21 : Liste des espéces phytoplantoniques antibiotico-productrices
rencaontrées en lagune Ebrié (mai-octobre 1974) et nature de
la substance bactéricide. D’aprés Maurer (1978) et Aubert e
al., 1981). La gamme de salinitéd de la périnde d’isolement est
entre parenthéses,

t



IV.3.3. Survie bactérienne dans les eaux de 1’hypolimnion des
zones stratifides,

La survie a Até estimée par des incubations réalisées in vitro
mais dans des conditions équivalentes a celles caractérisant 17environnement
de 1’hypolimnion, E. coli y survit 2 fois plus longtemps qu'en surface avec

un T90 de 40,5 h tandis que les vitalités de S5. faecalis et C. perfringens

limnion anoxique, C. perfringens ne serait pas capable de sy multiplier,
mais ces bactéries pourraient rester plus longtemps sous une forme végéta-
tive alors gque dans les eaux de surface oxygénee, elles sont conduites &

sporuler pour survivre.

Pour E. celi, 1la prolongation de vitalité observée pourrait ré-
sulter des caractéristiques anoxigues et aphotiques de 17hypelimnion gqui
limitent 1 intervention des facteurs épurateurs et en particulier la pro-
duction de substances inhibitrices par les organismes photosynthétigques. En
plus du manque d’oxygéne, la présence de sulfure a des fortes concentrations
pourrait affecter les organismes zcoplanctoniques, prédateurs potentiels
d’E, coli, et justifier de ce fait, leur absence dans ces zones (Caumette et
al., 1983 ; Pagano et St Jean, comm. pers. ).

A cet égard, “Vago (1974) a montré que la tolérance des organis-
mes zoaplanctoniques & 1° HpS était inversement praoportionnelle a la tempé-
rature ot la salinité. D aprés Aldeman et Smith (1972), la towicité de 1°H2S
résulterait de sa complexation avec des métaux entrainant la formation de
compasés inhibiteurs de la chaine respiratoire. 0On peut donc aussi supposer
gue cette complexation des métaux lourds tend a limiter leur effet bactéri-
cide suspecté par Jdones (1967).

Enfin, 1°hypolimnion de la station étudiée se caractérise par une
forte sédimentation de matiére arganique. CLelle-ci en chélatant les métaux
lourds pourrait également limiter leur action bactéricide (Graham et
Sieburth, 1973). De mE&me, d'aprés Roper et Marshall (1974), les phénoménes
d*adsorption sur les colloides en suspension conféreraient & E. coll une
protection vis a vis des bactériophages et autres prédateurs.

L ensemble de ces caractéristiques de 1 hypelimnion concourt denc
4 limiter 1’ expression des facteurs auto-epurateurs qui peuvent s’exprimer
en surface vis a vis d'E. celi. Il faut d'ailleurs remarquer que le 790 d'E,
coli observé dans cette étude est tout & fait comparable & celui déduit lars
d’une incubation d° E. «coli en eau filtrée et autoclavée de mEme salinité
{Tab, 18), '

Paralleélement a ces effets interfédrant avec les phénoménes auto-
gpurateurs, la matiére arganique accumulée dans ces zones pourraient direc-
tement favoriser la vitalité d°E. coli. 11 est également possible que le
type de nutriments présents soit différent de ceux de surface et plus faci-
lement meétabolisable par la bactérie (Gerba et Mc Leod, 1976).
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Fiqure 30 : Variation du T90 de Shigella dysenteriae incubeée
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Par «conséquent et méme si aucune multiplication des trois bacté-
ries incubées n'a pu Btre observée in vitro, la prolongation de la survie d°

E. =coli et la persistance de cellules végétatives de €. nerfringepns dans
l1*hypolimnion soulignent les risques liés & une eutrophisation excessive.
Une telle pollution organigque en limitant 17intervention auto-épuratrice de
processus biologiques voire la contribution de certains facteurs physica-
chimiques peut donc influencer le compartement des bactéries pathogénes. 11
pourrait en E&tre de mEme avec un pollution chimique qui intoxiguerait les
agents biclogiques. Les rejets organiques et chimiques, outre les paollutions
qu'elles caonstituent peuvent par conséquent conduire 4 exacerber les risques
liés a une contamination microbisnne.

Bien que limitées ( Haies de Biétri et de Marcory ), ces zones
eutrophes et anoxiques peuvent devenir de véritables réservoirs 4 bactéries
pathogénes et leur remise en suspensian lars de la destratification de la
colonne d’eau pourrait entrainer leur dissémination. De plus, on peut sus-
pecter que la remontée brutale de sels nutritifs associtée & ce phénoméne
holomictique puisse faveriser, au moins dans un premier temps, la vitalité
de ces micro-arganismes comme elle favorise celle des bactéries autochtones

dans legs eaux de surface {(Gerba et Mc Leod, 1976 ; Carmouze et Caumette,
19835).

VI.3.4. Influences des variations hydroclimatiques.

L alternance saisonnidére des influences marines et continentales
fait que la qualité hydrobiologique des eaux lagunaires est variable. Au
cours de la saison séche, 17influence marine est maximale, puis elle est
progressivement contrebalancée par les pluies et les crues fluviales. Paral-
lélement & la dessalure des eaux, on note une augmentation des concentra-
tions en sels nutritifs. Les eaux lagunaires sont alors enrichies par les
apports nutritifs d’origine météorigues et hydrologigques (Lemasson et Fages,
1982 ; Dufour et Lemasson, 1783).

Bien que nos données résultent d'expérimentations réalisées in
vitre, ces variations hydrobioclimatiques pourraient influencer les compor-
tements d° E. «coli, de §. typhi et §, dysenteriae dans les eaux lagunaires,

Par contre, elles n'affecteraient pas ceux de 5. faecalis qui restent trés
limités quelque snoit la saisaon.

L évolution de vitalité des bactéries Gram - réfléterait donc 1la
variabilité saisonniére des capacités auto-épuratrices du milieu lagunaire.
Les figures 28, 29 et 30 temoignent de 1 importance des fluctuations hydro-
bioclimatiques sur le comportement des différentes espéces incubées en eau
naturelle ou en =au filtrée et autoclavée.

Les variations respactives des T90 sont exprimées en fonctian des
pourcentages d'eau de mer présents en lagune puisgqu’en toute rigueur, on ne
peut pas cansidérer la salinité comme 1 unigque facteur de ce contrsle. Ces
représentations mettent en évidence des caorrélations significatives entre
les T90 et les pourcentages d*eau marine que ce soit lors d'incubations en
eau naturelle ou en eau filtrée et autoclavee.
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C’est lorsgque 17intrusion marine est maximale que sont observées
les durées de survie les plus courtes et les T90 augmentent lorsque le
pourcentage d’eau de mer diminue. Ceci conduit a soupgonner le rale détermi-
nant du milieu océanique dans le controle de ces micro-organismes. Cette
influence marine sur la vitalité des bactéries avait déja éte signalée par
Hanes et Fragala (1967).

En effet, en incubant in vitro et a 20°C, 30 ml d’eau d’égout dans
différentes dilutions d'eau de mer, ces auteurs observent une correélation
significative (P 4 0.05) entre le tauw de survie d’E. coli et le pour-
‘centage d’eau de mer présent dans le microcosme d’incubatien. En comparant
ces observations a nos résultats, on constate que la pente de leur droite (a

= -1.01) est éguivalente a celle calculée lors de nos incubations en eau
filtrée et autoclavée {a = -0.98) (Fig. 28).

Cette similitude est aussi A& rapprocher des travaux de Carlucci et
Pramer (1960) qui, en incubant E. <coli dans de l'eau de mer différemment
diluée avec de 1’eau désionisée, observent une corrélation négative entre le
pourcentage de survie et la concentration d’eau de mer du milieu d’incuba-
tion. De 25 a 100% d'eau de mer, la pente de cette droite de régression est
de -1,08 ; cette valeur est également semblable a celle observée avec nos
échantillons.

Ces comparaison soulignent par conséquent le rale prépondérant des
paramétres physico-chimiques dans ces variations du comportement des entéro-
bactéries incubées ip vitro et 1°influence de la concentration saline de

1’eau de mer doit Etre significative vis a vis de ce phénoméne.

Le retrait des eaux marines affecterait donc directement le com-
portement des enteérobactéries rejetées dans la zaone estuarienne, De ce fait,
la vitalité de ces bactéries serait prolongée & la saison des pluies et des
crues et ce, d'autant plus -que les pluies et les crues sont une source
d'enrichissement des eaux lagunaires en sels nutritifs; comparativement a la
saison d’étiage, les concentrations d'azote total doublent a la saison des
pluies pour atteindre une valeur moyenne de 90 patg/l et les pluies contien-
nent en moyenne 33 et 3,3 patg/l d’azote minéral dissous et de phosphore
minéral dissous, et 68 patg/l d'azote organique dissous f{Lemasson et Pagés,
1982 ; Dufour et Lemasson, 1983).

Le rapport AU/NA, soit 1le rapport des pentes des droites de
regression respectivement calculées lors d’incubations en eau filtrée et
autoclavée (AU), et en eau naturelle a été calculéd afin de préciser les
composantes du pouvoir épurateur des eaux; ce rapport exprimé en % permet de
traduire 1’importance relative de la contribution des facteurs biotigues
(thermolabiles) et abiotigues (non thermolabiles) dans la disparition des
bactéries en culture. Le rapport AU/NA est significativement corrélé avec le
ngurcentage d’eau de mer pour E. coli (P < 0,03), 8§, typhi (P < 0,01) et a
un deqré moindre pour S. dysenteriae (Fig. 31).

Ainsi, plus le pourcentage d'eau de mer est élevé, plus la contri-
bution des facteurs abictiques (non thermolabiles) est grande. Pour 8§,

.typhi, 17influence de ces facteurs en eau de mer est majoritaire et cette
prédominance sur les facteurs bictiques se maintient jusqu”™ a une con-
centration de 753% deau marine. Par contre pour E. coli, la contribution des

facteurs biotiques (thermolabiles) prédomine m&me dans les eaux les plus
marines,
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En réalité, la thermosensibilité des métaux lourds de mEme que la
dénaturation thermique de la réserve trophigque ne permettent pas de distin-
guer nettement la nature biologique ou physico-chimique des différents

facteurs et opar conséquent, limitent l'interprétation des variations des
rapports AU/NA.

Néanmoins, il est clair qu’au fur et A mesure de la régression des
eaux marines, l1’influence des facteurs physico-chimigues thermostables dimi-
nue, Ceux-ci ne sont alors que partiellement suppléés par des agents bioclo-
giques {(thermolabiles)., Ainsi, lorsque les eaux sont les plus douces, les
capacités d'auto-épuration du milieu lagunaire reposent entidrement sur les
facteurs biologiques thermolabiles; ceci est confirmé par la croissance d’E.
coli en eau filtrée et autoclavée (Fig. 17).

Au cours de cette période, la prédomipance du contridle biologique
pourrait s'aveérer d’autant plus significative que les eaux lagunaires sont
alors plus eutrophes (Lemasson et Pagés, 1982 ; Dufour et Lemasson, 1983).
De mE&me que Moebus (1972), on peut donc supposer que les variations hydro-
climatiques de ]'état d”eutrophisation du milieu lagunaire conditionnent
les fluctuations saisonniéres de 1'activité antibactérienne d’origine bhiolo-
gique. Inversement, 1’intrusion d’eau marine oligotrophe durant la saison
séche en diluant 1les eaux lagunaires conduit a limiter 1’expression des
phénoménes biologigques et par conséquent permet de mettre en relief la
participation des paramétres physico-chimiqgues.

Il apparait donc que le pouveoir auto-épurateur des eaux lagunaires
au niveau d'Abidjan résulte de la synerqgie de facteurs biotigques et abiao-
tiques dont les origines et les interactions sont directement conditionnées
par 1’hydroclimat du bassin laqunaire.

Cependant, les fluctuations saisonniéres de celui-ci

priment pas de manidre identique sur la vitalité des différentes
entériques (Fig. 32).-
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Ainsi, 3, dysenteriae survit nettement plus longtemns gus toutes
les autres bactéries étudiées quelle que solt la concentratiaon en eau de
mer. Mc Feters et al. (1974) avalent déja notéd la vitalité supérisure des
Shigella en eau douce par rapport aux autres bactéries entériques. D7apres

notre édtude, cette meilleure survie se confirme aussi en milieu saumdtre et
marin, Cette constatation se révele primordiale puisque le cheoix des bio-
indicateurs repose sur la similitude de leurs aptitudes de survie avec
celles de micro-organismes pathogénes. Ni E, coli, ni §. faecalis ne satis-

celles de 5. typhi et évoluent de maniére identique. De ce fait, E. coli se

révéle un indicateur fidéle de la présence de Salmonella confirmant les

appréciations de Mc Cambridge et Mc Meekin (1930) en milieu estuarien.

Les aptitudes de survie d'E. «coli sont légérement supérieures a

De mEme, les vitalités de P. aeruginosa et 5. +typhi sont tout a

fait similaires pour les 2 incubations communes réaliséees. Cependant, 1la
recherche de P, apruginpga en tant que témoin de la présence de Salmopella

ne semble pas présenter d’intér®t supplémentaire & celle d"E. coli. Par
contre, §. +faecalis ne peut témoigner de la présence de salmonelles que
pendant la saison séche puisgue §. typhi survit mieux que §. faecalis dés
gue 1’influence marine diminue ( ¢ 70 % d’eau de mer ).

Cette derniére observation souligne donc la nécessité de prendre
en compte les fluctuations saisonniéres des vitalités bactériennes respec-
tives dans le choiz des bio-indicateurs en milieu lagunaire. :

D’aprés le comportement des entéracoques dans les eaur estuarien-
nes et marines, de nombreux auteurs (Hanes et Fragala, 1967 ; Lessard et
Sieburth, 1983} recommandent la recherche de ce groupe bactérien. Nigtre
étude réduit la validité de ces appréciations pour ce milieu aquatigue. La
survie de §. faecalis reste constamment faible et 1'absence de cette bacté-
rie ne peut pas permettre de conclure A 17absence de micro-organismes pathn-
getnes tels gue les Salmopella. Cette caractéristigque limite donc 17intéré&t
de san dénombrement dans les eaux lagunaires ivoiriennes. Cette inadéquation
des entérncoques pour les milieux tropicaux avait déja été signalée par
Evison et James (1973); elle pourrait résulter de la plus grande sensibilité

de ce groupe bactérien a 17 augmentation de température {(Lessard et Sieburth,
1983,

A l7inverse d'E. coli et de §, faecalis, C., perfringens supporte

mieux les variations physico-chimiques du milieu agquatigque {(Hirn et al.,
1980). Aucupe décroissance n’est ohservée durant les 100 premidres haures
d’incubation (Fig. 23) et gra3ce a sa forme sporulée, il opersiste dans
l'environnement plus longtemps que les micro-organismes pathogénes testés.
D*aprés Oragui et Mara (1983), le T90 de L. operfripgens est d'environ 30

jours pour une incubation en eau de riviére a 3I0°C,

Les 1incubations reéalistées au cours de cette étude ont permis de
constater que cette hactérie ne se multipliait ni dans les eauy de surface,
ni dans les sédiments en suspensiaon anoxiques. L. perfringens s avére donc
un excellent témoin de contamination ancienne. Compte tenu de sa distri-
bution wubigquiste et de ses caractéristigues auto-écologiques, <son wunique
détection reste néanmoins difficile & interpréter, mais sa recherche asso-
ciée a celle d"E. coli devrait permettre une évaluation correcte de la
contaminatiaon fécale du milieu lagunaire ivoirien.



Enfin, le choix d*E. coli en tant qu'indicateur de pollution
récente de ce milieu lagunaire tropical va a 1’encontre de différentes
gtudes signalant 1a nmultiplication de colifaormes fécaux dans des eaux tropi-
cales {(Evison et James, 1973 3 Carillo et al., 1986}, Carillo et al, (1984}

oli
opl

observent in situ la croissance d'E, coll daps les eaux douces d'une riviére
porto-ricaine et réfute le choix de cette bactérie en tant gue bicindicateur
en milieu tropical. Pour le milieu ivoirien au niveau d’Abidjan, la multi-
plication d°E, coli est restée trés limitée (< 10h) et cette étude souligne
l1"importance de prendre aussi en compte la spécificité de chaque écosystéme
tropical,

IV.4, Conclusion.

La survie de bactéries pathogénes rejetées dans 1’ environnement
agquatigue reste un sujet de recherche privilégié compte tenu des diverses
implications sanitaires gui ep résultent. Cependant, malgré de nombreuses
épidémies d'origine hydrigque gqui sévissent encore dans les pays tropicaux,
peu d'études se consacrent a la survie des micro-organismes responsables de
ces affections. Cette absence a motivé notre étude sur la survie de bacté-
ries pathogénes dans les eaux baignant la ville d Abidjan.

91 la méthndolegie classigue utilisée a limité 17 évaluation réelle
de la survie des bactéries rejetées dans la lagune, elle a cependant permis
de copstater Qu’aucune croissance significative n'avait lieu que ce s0it
dans les échantillons de surface ou de fond. Les eaux lagunaires dans 1la
zone estuarienne ne permettraient pas la prolifération d’Escherichia coli,

de Salmopella typhi, de Shigella dysenteriae ou encore de Streptococcus

faecalis. Au contraire, les eaux présenteraient certaines caractéristiques

physico-chimiques et biologigues dont 17action synergique limiterait 1la
vitalité des bactéries entérigues.

L'intensité de la contribution des paramétres physico-chimigues au
processus auto-épurateur d'un milieu aguatique est difficile a apprécier (Xu
gt al., 1982). Néanmoins, cette étude montre gque les variations saisonnidres
de 17influence marine sont a l7arigine des différences de comportement des
entérobactéries; «ceci souligne 1'influence des concentrations salines de

1"eau de mer sur les aptitudes de culture d’E. coli, §. typhi et §.

riae, Les teneurs en chlorure de Sodium et en métaux lourds sont le plus
probablement A l’origine de ce comportement. La réponse a cette hypothése
passe par la connaissance des mécaniesmes moléculaires permettant auxw bacte-
ries autochtones des milieux marins et saumdtres de supporter les différen-
ces de caomposition ionique de part et d'autre de leur membrane. D aprés nos
incubations, 1les bactéries & Gram- seraient plus sensibles a la composition
ionique de 1'eau guiune bactérie & Gram + comme §, faecalis. En caractéri-
sant M"les geénes marins” qul conférent aux bactéries la capacité wvoire la
nraférance A vivre dans un environnement marin (Bertrand 2t Larsen, coamm.
pers.), les progrés de la biologie maoléculaire devraient donc également

profiter a la meilleure compréhension du processus d’auto-epuration des eaux
de mer,.



D autre part, dans les eauwx lagunaires ivoiriennes, cette sensibi-
1it¢ & 1la composition ionique des eaux doit Etre amplifiée par la tempé-
rature élevée et surtout par les variations saisonniéres du niveau d'eutro-
phisation. Globalement, 1les =saizons des pluies et des crues peuvent donc
gtre considérées comme plus favarables 4 la survie de entérobactéries car
les eaux lagunaires sont alors plus douces et plus eutrophes. Ces périodes
pourraient par conségquent Bire plus propices 4 des +flambées épidémigues
d*infections causées par ces bactéries.

Pour les mBmes raisons, les zones plus continentales de la lagqune
sont susceptibles d &tre plus favarables 4 la survie de bactéries pathogénes
et de ce fait, & leur transmissian.

Néanmoins, 1’eutrophie des eaux lagunaires permet la multiplica-
tion d'agents biclogiques gqui contribuent par prédation, antibiose ou encore
par compétition & limiter le développement des bactéries allochtones.

L’implication de phénoménes d'origine biclogique est plus facile &
mettre en évidence. Pour les incubations d°E. coli, il a pu &tre observé une
prédominance du contrale excercé par des substances thermosensibles et
bactéricides ainsi qu*une prédation qui pourrait résulter de 1’intervention

de micro-prédateurs tels que Bdellovibrio ou Myxobacter. L°'étude de ces

myxaobactéries telles que Polyangium méritera une investigation plus appro-
fondie car celles-ci sont peu étudiées et leur présence dans des eauxr la-
gunaires est signalée pour la premiére fois. Par contre, 1a disparition de
S, faecalis resulterait plutst de son incapacité a rivaliser avec la micro-

flore autochtone pour utiliser les nutriments disponibles dans 17 eau,

Soumis a d’importants rejets eutrophisants, les eaux lagunaires
abritent donc un ensemble de populations bactériennes, phyto et zooplancto-
niques qui par leurs activités bactéricide et predatrice entrainent la
disparition des bactéries allochtaones.

Cependant, la pollution organique a atteint une telle 1intensité
que 1'hypolimnion de certaines baies confinédes est devenu hypereutrophe et
anoxique avec production d’hydrogéne sulfuré, Dans de telles canditians, il
a pu ftre observé une meilleure aptitude de culture d’E. coli ainsi que 1la
persistance de €. perfringens sous la forme végétative. Ces observations
soulignent par conséquent les risques liés a une eutrophisation excessive
des eaux. Les caractéristiques aphotiques et anoxiques limitant 1’expression
de phénoménes auto-épurateurs, «ces zones hypereutrophes peuvent constituer
des régervoirs de bactéries pathogénes. Ces suspiciaons sont d’autant plus
impartantes que la destratification de la colonne d’eau permet le brassage
des eaux ce qui pourralt favoriser la disséminpation de ces bactéries.

De mEme, 11 est important de s’ingquiéter de l7accroissement de 1la
pollution chimigue dans les eaux lagunaires dans la mesure on celle-ci peut
intoriquer les agents biologiques qui interviennent dans 1 autc-épuratian
des eaux. Les rejets organiques et chimiques, outre les agressicns qu’elles
constituent, peuvent conduire & exacerber les risgues liés & une contamina-
tion microbienne; cette constatation souligne par conséquent 17intér&t d’une
appruoche glohale de 1'assainissement des eaux.



CHAFITRE V : EVOLUTION DE LA CONTAMINATION MICROERIENNE
DES EAUX LAGUNAIRES AU COURS D UN CYCLE ANNUEL
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Parmi 1’ensemble des agressions polluantes subies par le milieu
lagunaire au niveau d’Abidjan, 1la pollution microbienne constitue une des
agressions les plus préoccupantes.

En Cgote d’Ivoire, les salmonelloses et en particulier la fiévre
typhoide sévissent a 1'état endémique (Le Noc et Orio, 1972 ; Gallais et
al., 1983). Sur la base d’enquBtes hospitaliéres, un éventail de sérotypes
peut Btre incriminé mais Salmonella typhi parait oprévaloir puisqu’elle
représente prés de S04 des souches isolées (Le Noc et Orio, 1972). C’est au
niveau d°Abidjan que sont recrutés la majorité des cas et les quartiers
populeux et insalubres sont les plus atteints (Gallais et al., 1983). Le
taux de létalité est de 4% et le relais hydrique bien que probable n'a pas
pu EBtre démontre,

D’autre part, 1la brutale irruption du choléra en Afrique Noire a
marqué une étape importante dans 1’histoire de la septiéme pandémie., En
1970, 1le «choléra fut signalé pour la premiére fois dans les zones catiéres
du gqolfe de Guinée. Onze pays d’Afrique Occidentale ( + 7 en 1971} furent
atteints avec 130 000 cas et 20 000 déces (Felix, 1971).

5’installant d’emblée dans la région lagunaire, la vague épidémi-
que a atteint la Cste d'Ivoire au mois d octobre 1970 (Bourgeade et al.,
1973). Le Vibrio cholerae El Tor sérotype Ogawa fut principalement mis en

cause (Bourgeade et al., 1973). Pendant la périocde epidémique, le vibrion
cholérique fut régulierement isolé des eaux lagunaires baignant les villages
atteints (Duchassin et al., 1973). Depuis, cette affection semble se mainte-
nir sous une forme endémo-sporadique dans les régions lagunaires (Duchassin
et al., 1973 ; Dosso et al., 1983).

Parallélement, de nombreux syndromes cholériformes causées par des
bactéries halophiles (Vibrio parahaemolyticus ; Aeromonas hydrophila) sont

signalés dans les régions lagunaires du golfe de Guinée (Bockemihl et
Triemer, 1974 ; Dosso et al., 1984).

Devant ces menaces épidémiologiques et compte tenu de ses nombreu-
seg vpcations socio-éconcmiques, la lagune Ebrié méritait la mise en place
d'un programme d évaluation de sa qualité microbiologique. Cette constata-
tion est & l7origine de cette étude qui se limite cependant 4 1z région
estuarienne plus particulieérement polluée par les rejets domestiques et
industriels de la ville d*Abidjan.



Figure 33: La lagune Ebrié au niveau d*Abidjan avec les stations de prélévements et
les principaux points de rejet suivant {in Marchand et Martin, 1983},

1 - Rejets urbains de Yopougon et industriels {Uniwax)
2 - Rejets urbains du quartier Séminaire

3 - Rejets urbains du quartier Yopougon-santé

4 - Rejets urbains du quartier d'Adjamé

3 - Point d'aboutisseaent actuel du 1 ier collecteur principal
6 ~ Rejets urbains du gquartier de 1'Indénié

7 - Rejets urbains du quartier de Blokosso

8 - Rejets urbains du quartier de la Riviéra

9 - Rejets urbains du reseau de Treichville

10 - Rejets A dominante industrielle

ty - .

f2-r !

13 - fiejets de 1'usine Blahorn

14 - Rejets industriels (Rhfne-Poulenc, Shell-chimie, Siveng)

13 - Rejets industriels (5IR, Palmindustrie}

16 - Rejets & dominante industrielle + abattoirs

17 - Point d'aboutissement actuel du 2 iéme collecteur principal
19 - Rejets & dominante industrielle

19 - Rejets urbains et industriels du quartier Kousassi
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V.1l. Matériel et méthodes.

V.1.1. Echantillonnage,.

Des eéchantillons ont été prélevés a onze stations du 27/01 au
2771271983, Ces stations étaient situées dans la région lagunaire d’Abidjan
(Fig. 33), Les 9 opremiéres ont été suivies 21 fois tandis que pour les
stations 11 et 12 1'échantillonnage n'a débuté gu’a partir du 14/04/1985.

Les oprincipaux rejets polluants sont également localisés et pré-
cisés fiqure 33.

Le choix de 1'ensemble de ces stations a été principalement condi-
tionné par le fort niveau de contamination préalablement détecté lors d’une
¢tude réalisée en 1984 (Lanusse et Djédjé, résultats non publiés).

La profondeur des stations ainsi que le type d’échantillon préle-
vé en profondeur sont définis tableau 22,

Station profondeur (m) type d’échantillon
1 12 {sédiments en suspension)
2 2 " "
3 2 " "
4 .} eau
3 3 {sédiments en suspension)
& 11 eau
7 3 eau
8 12 wen
9 13 won
11 2 {sédiments en suspensian)
12 9 " "

Tableau 22 : Profondeur des stations et type d*échantillon
prélevé en profondeur.

La complexité du réseau lagunaire et de son hydrodynamigue ne
permettant pas de connaitre précisément le retard de 1'onde de marée péné-
trant en lagune, lez sorties de prélévement ont du Btre programmées entre 10
et 14 heures et ce, indépendamment des heures et coefficients de marée,.

Cependant, afin de préciser 1’ importance des fluctuaticns saison-
nieres du degré de contamination, 1’#4valuatiaon des autres sources de varia-
bilité liée au protocole expérimental a été entreprise. Plusieurs cycles de
24 heures avec prélavements horaires ant été réalisés a différentes statiaons
et saisons hydroclimatiques, De méme, la variahbilité liée a 1° échantillon-
nage et celle lide a4 la méthodblogie ont été déterminées respectivement par
l1"analyse d° #chantillans prélevés toutes les minutes (10 fois) & la surface

d’un point fixe et par 1" analyse répétée (10 fois ) d* un m&me échantillan.



Y.l.2., Méthodologie.

fu cours de ce programme, 2 sortes d'échantillaons ant été prélevés:
1'eau de surface f{environ les 20 premiers centimétres de la colonne d’eau)
et 1"eau du fond {environ les 30 derniers centimétres) généralement chargée
de sédiment en suspensian.

En surface, les paramétres suivants ont été analysés : température,
salinité, oxygéne dissous, pH, turbidité (Disque de Secchil), chlarophylle
et phaeopigments, sels nutritifs (ND2, NO3, NH4, P04). En profondeur, seuls
la température, la salinité, l'oxygéne dissous et le pH ont été mesurés.

Aux 2 niveaux, les analyses bactériologiques ont permis de dénom-
brer les Escherichia coli, les entérocogques, les Clostridium perfringens, et

les Pseudomonas aeruginosa (uniguement en surface ) ainsi gque d’'isaler les

Salmonella, les ©&Shigella et les Vibrio. Ces 3 derniéres analyses ont été

effectuées par le laboratoire de microbiologie de 1°Institut Pasteur de Cate
d’Ivoire (Cocody, Abidjan ).

¥ Paramétres physiques:

- Mesure de la température.

La température a été mesurée a 1la surface des eaux et des sédi-
ments a l1'aide d’un thermométre au 1/10 iéme de degré ou par immersion d’une
sonde de température (YSI).

- Mesure de la salinité.

La salinité a été mesurée conjointement avec la température par
immersion d’une sonde (YSI).

- Mesure de l'oxygéne dissous.

L’oxygeéne dissous a &té mesuré & l'aide d’un axvmétre de terrain
(YSI) apres etalonnage de la température et de la salinite,.

- Mesure du pH.

Les mesures du pH ont été réalisées a 17aide d'un pH-métre
knick Portatest.

- Mesure de la turbidité,
La turbidité des eaux de surface a été évaluée 3 17aide d'un

disque de Secchi par la mesure de la profondeur d'immersion entrainant sa
disparitiaon.

¥ Parameétres chimiques et biologiques:
- Prélévement et conservation des échantillons.

Immédiatement aprés leurs prélévements réalisés a 1a bouteille
Niskin, 1les échantillons ont été filtrés sur une soie de &0 Pm puis sur un
filtre GF/C (Wathman), sauf pour NH4. L7 eau a été recueillie dans des pil-
luliers en verre rincés avec-l"échantillon filtré puis congelée a -30°C
avant 1’analyse des sels nutritifs,
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Pour le dosage des pigments chlorophylliens, le prélévement et les
filtrations ont été effectués de la méme maniére., Dans ce cas, le filtre a
4té conservé a +4°C et a l'obscurité, Avant la filtration, guelques millili-
tres d'une suspension de carbonate de Magnésium & 1| % ont é&té déposés sur le
filtre afin d’améliorer la rétention et de prévenir une altération de 1la
chloraphylle (CNEXO, 1983).

- Analyse des éléments nutritifs minéraux dissous ( NO2, NO3, NH4,
pPo4 ).

Les composés azotés minéraux (ions ammonium, nitrite et nitrate )
et les ions phosphates ont été dosées automatiquement avec un autoanalyseur
Technicon AA 2 et selon les modalités opératoires préconisées par Strickland
et Parsons {(1968)

L' ammoniaque est préalablement oxydé en nitrite par 1’ hypochlarite
en solution alcaline ; le nitrate est réduit en nitrite par passage de
1" échantillon au travers dune colonne contenant un amalgame de Cadmium. Le
dosage final des nitrites est basé sur la diazotation de 17acide sulfani-
ligue et la formation d’un complexe coloré avec la N{l-naphtyl) éthyleéne
diamine. L7intensité de la couleur est fonctiaon de la concentration en
nitrites et la lecture est réalisée sur un spectrophotométre & 340 nm. Les
concentrations en nitrate ou ammoniague sont calculées par différence entre
la valeur totale (nitrites + nitrates, nitrites + ammoniague) et la valeur
relative aux nitrites seuls. Les phosphates forment un complexe bleu avec le
pnaramnlybhdate d ammonium et le tartrate d'antimoine et de potassium. La
lecture de l*intensité de la coloration est effectuée au spectrophotométre &
690 nm. Les résultats obtenus sont rapportés & une courbe étalon réalisée
avec une solution standard de phosphate dihydrogéné.

- Dosage de la chlorophylle a2 et des phaeopigments.

Les pigments chloraophylliens (Chlorophylle a et phaeopigments) ont
été dosés en spectrophotométrie selon la méthode de Larenzen (CNEXD, 1983).
Cette méthode permet d’estimer la concentration en phéopigments, produits de
dégradation de la chloraophylle.

Les échantillons sont filtrés sur des membranes en fibre de verre
(Wathman GF/C), apreés préfiltration & 60 um. Le filtre est ensuite broyé
{(broyeur de Potter) et lextrait acétonique transvasé dans un tube a centri-
fuger. Aprés 10 mn de centrifugation & 4000 tr/mn, les mesures spectrophoto-
métrigues du surnageant peuvent Etre réalisées. L7 absorbance de 1 extrait
pigmentaire est mesurée & 465 nm avant, puis aprés acidification, =soit en
hydrolysant toute la chlorophylle en phéopigment.

X Analyses bactériolaogigues.

Les eaux de surface et de profondeur ont été prélevées soit direc-
tement, soit & 17aide d’une bouteille Niskin abondamment rincée a chague
fois par l’échantillon & analyser. Recueillis dans des flacons stériles, les
échantillons ont 8té analysés ou mis en incubation dans les & heures suivant
leur prélévement., Pour les sédiments en suspension, les échantillons ont éteé
traités aux ultra-sons pendant 10 minutes avant leurs analyses.
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- Dénambrements des Escherichia caoli, des entéraocogques, des Clos-

Selon le degré de contamination fécale suspecté, les schaptillans
ont été soit concentrés par filtration sur des membranes stériles de poraosi-
té 0,45 pm et 47 mm de diamétre (Millipore ou Sartorius), soit directement
ensemencés aprés éventuellement une dilution décimale dans un milieu de
dilution stérile (tampon phosphate pH 7,2 - Composition en annexe 1),

Les techniques d’ensemencement différant selon le micro-arganisme
recherché sont résumées tableau 23

Ensemencement en Incarporation en
Filtration s/membrane surface gélose profonde
E. coli . : ________________________________
Entérocogues + +
C. perfringens +
P. aeruginosa + +

Tableau 23 : Techniques utilisées pour l’ensemencement
des différentes espeéces bactériennes.

+ Escherichia coli

Le choix de la méthodologie la plus spécifique n'a pu tenir compte
gue partiellement des recommandations présentées dans le chapitre IIl. FPFour
des raisons de delai d’approvisionnement, la gélose Lactose au desoxycholate
(BioMérieux) a été préferde. Les boites de Petri ensemencées ont 4té in-
cubées a 44°C durant une vingtaine d'heures a la suite d’une pré-incubation
de 2 h a4 37°C., Ce milieu présente une spécificité de 73,3 % vis a vis des
E. coli (cf: Chap.IIl). Sur ce milieu, E, coli se développe sous la forme
caractéristique de colonies rouges de 1 & 2 mm de diamétre, Les colonies

suspectes ont été testées a 44°C avec le tube T.M.B (Tryptone Mannitol
Broth) de Pugsley et al, (1974).,

La gélose D.coccosel (BioMérieux) a 4té utilisée pour 1l isolement
des entérocogues. La température de 44°C a été choisie pour favariser sélec-
tivement 1%incubation des entérocoques (Tosti et Volterra, 1984). Ceux-ci se
présentent sous la forme de petites colonies translucides entouraes d’un
halo noir. Les colonies suspectes ont été testées vis a vis de la catalase
qui est généralement absente chez les entérocoques. Une goutte d’eau
oxygénée (10 Vol.) est déposée sur la colonie et 17 absence d'effervescence
instantanée témoigne de 1’absence de catalase.
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La recherche de Clostridium perfringens a été effectuée avec la

qelase au tryptone, sulfite et néomycine {BioMérieux). Le milieu a été coule

en tubes A raison de 15 ml par tube puis stérilisé par autoclavage (118¢C,
15mn?}.

Avant 1’ensemencement, «chaque tube a été régénéré au bain-marie
pour liquéfier 17 agar et pour éliminer 1l oxygéne dissous. L’agar maintenu en
surfusiaon 4 45°C, les tubes ont été ensemencés par 1 échantillon dilué ou
non. L7incubation a été réalisée a 46°C pendant 24 h., L’ apparition de colo-

permet une numération des £, perfringens totaux (cellules végétatives +
spores).

Pseudomonas aeruginosa a été dénombré sur le milieu mPA-L dont
17intérdt et la spéciticité ont été évalués précédemment (Chap.IIl). Les
boites de Petri sont incubées a 41,59C pendant 72 h, Les colonies de couleur
marron- verte et présentant une auréole de lyse sont assignées a P. aerugi-

nosa. La caséinolyse a permis la confirmation des colaonies suspectes (Brown
et Foster, 1970),

La méthode west celle décrite par Munro et Bianchi (1984). Un
volume donné d’échantillon d’eau lagunaire est préfiltré sur 450 pm, Ffixéd au
tormaldéhyde (10%) puis homogéneéisé par passage dans un bain & ultra-sans
pendant % mn. L'échantillon est alors filtré sur une membrane Nuclépore de
0,2 Pm de porosité et de 25 mm de diamétre, préalablement coloré en noir par
trempage dans un bain d*Irgalan black (Giba Geiqy) (2 g/l d’eau & 2 % d’acide
acétique). Une meilleure répartition des cellules sur le filtre est obtenue
par l'utilisation d'un sous-filtre {Millipore de 0,2 um de paorosité =t 25 am
de diamétre). Le filtre est ensuite rincé trois fois avec 3§ ml d’eau physio-
logique tampaonnée (Solution concentree dix fois 3 NaCl 3 80g ; NaZHPOS,
12H202 : 32,9269 ; KH2PD4 : 1,088g ; H20 distillée : 1000 ml).

Aprés filtration sous vide de 17 échantillon, 1 ml de gélatine (2%
dans 1’'eau physiologique tamponnée, hydrolysée & pH 1l et 120%C npendant
15mn, puis neutralisée) est ajouté pour neurtraliser les sites ionigues et
réduire la "background fluorescence”, Aprés 20 minutes, l1°excés de gélatine
est 4liminé par trois ringages avec 3 ml d’eau physiologique tampannde. Deux
ml de mélange nonavalent de globulines fluorescences anti-Escherichia coli
(Ingtitut Pasteur Production), diluédes au 1/20 i2me sant ensuite als en
contact avec le filtre pendant 20 & 30 minutes., Trois ringages sont encore
effectyss et aprés un hain du filtre pendant dix minutes dans 17eau  physio-
logiques tamponnée, celui-ci est séché puis monté entre lame et lamelle.
L observation s fait alors au microscope sous lumiére ultra-violette.
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- Isnolement des Salmanella, des Shigella, des Aeromonas et des

Ces hactéries ont été recherchées par enrichissement des échantil-
lons dans un bouillon au sélénite (Inst. Pasteur) pour les Salmonella,

Shigella et Aeromgnas et un bouillon peptoné alcalin et salé (1 % de NaCl)

Aprés une incubation de 24 4 48 h a 30°C, les bouillons dienri-
chissement ont été cultivés respectivement sur gélose 5.5 (Inst, Pasteur)
pour les GSalmanella, 1les Shigella et les Aeromonas ou sur le nmilieu

T.C.B.5.(Inst, Pasteur) pour les Vibrio. Cingq colaonies caractéristigques pour

chagque échantillon et chague milieu ont été alors 1identifites avec les
galeries API 20E et sérotypées avec des immunosérums {(Inst. Pasteur).

Le diagnostic d espéces des souches d”Aeromaonas a éte détermineg
d"aprts les tests suivants (Popoif et Véron, 1976)(Tab. 2%)
- réaction de Voges-Proskauer,
- croissance en présence de KCN (milieu de Moéller additionné de KCN),
hydrolyse de l’esculine (gélose & 1°esculine incubée 48 h a 37°0),
fermentation de l*arabinose,

production de gaz par fermentation du glucaose.

»
3

Tests : V? KCN Esculine Arabinose Gaz
Especes
Cabydreenils e+ e e+
A. caviae - - * * -
A. saobria - - - - +/-

Tableau 24 : Principaux caractéres permettant de différencier les

¥ Interprétation statistigue.

- Ajustement & une loi de distribution.

La normalisation des données bactériologiques a été obtenue par
transformation logarithmique des concentrations exprimées pour 100 ml:
X =Log ¢ 2+ 1),

Pour les tests de normalité sur papier Probit, les fréquences

cumulées F(Xi), associées a chaque dénombrement ont été calculées avec la
formule suivante (Daget, 1974)

FEXi) = 1/n+1 x 100 { en %)

avec 1: rang du dénombrement X considérsd.
n: nambre total d'observatiaons.



D* apreés le tracé anamorphique sur papier Probit, 1la moyenne et
e ont pu Etre alors déterminés
moyenne = Log X3¢
écart-type Log X84 - Log X530 = Lpog X530 - Log X16&
avec X84, X30, Xl16, correspondant aux concentrations bactériennes gui ne
sont pas dépassées respectivement dans les 84%, 50% et 146% des cas.

17 écart-typ

La détermination mathématigque de ces paramétres a également été
réalisée (Daget, 1976) aprés résolution de 17 équation des Probits :

1 = a v P(ki) + b
avec X%i 3 concentration bactérienne au rang i {(en Log / 100 ml).
P(ki): valeur Probit du dénombrement Xi.

La moyenne et 17 écart-type sont alars respectivement :
moyenne = 3 x a + b
gcart-type a

- Signification des variations saisonniéres,

La signification des variations saisonniéres a été évaluée par 1la
comparaison des moyennes de chacune des distributions bactériennes calculées
4 chaque saison {(Test de Student, Dagnélie, 1970).

Mg = My
t obs., = --g===-r—co-—ooooomm o no e
NL s2+ N2 §2 | 1
L EE TR (=== 4 === )
NI + N2 + 2 N1 N2

avec NI + N2 - 2 degrés de liberte

L'hypothese nulle est rejetée au risque o lorsque t obs. » t,_
Le recours & ce test paramétrigque nécessite la normalité des

données mails aussi 1'égalité des 2 variances. Celle-ci a été appréciée par
le test de F.

L"égalité des variances est rejetée au risque«lorsque Fobs.* F lu
dans la table de distribution F {(Dagnélie, 1970).

Pour des populations de variances inédgales et lorsque les effec-
tifs sont suffisamment élevés ( > 30 ), 1a méthode de Student-Fisher peut
8tre modifiée en tenant compte du principe de l'erreur-standart (Dagnélie,
1970). Le test bilatéral d’égalité des 2 moyennes se réalise alors en cal-
culant le rapport :

et en le comparant & la valeur U,.yde la distribution normale réduite. Le
rejet de 1 hypotheése nulle correspond a la condition U obs.> U,__
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V.2. Résultats hydrobioclimatiques.
V.2.1, Caractéristiques climatiques et hydrologiques.

Les relevés journaliers pluviométriques de 1 année 1985 effectués
a4 1’aéroport d° Abidjan par l’A.S5.E.C.N.A.(Agence pour la sécuritée de 1la
navigation aérienne en Afrique et a Madagascar) sont représentés figure 34.
Au cours de l%année, 1le total des précipitations s éléve a 1220 am dont
enviran 60% sant tombés entre le mois de mai et le mois de juin. La repré-
sentation en fréquence cumulée permet de délimiter cette période et de
définir schématiquement 7 saisons hydroclimatiques:

- une saison séche qui s’ étale de janvier jusqu’ & la mi-mai,

- une saison des pluies qui dure jusqu’a la mi-juillet,

- et enfin une deuxitme saison seéche qui compte-tenu de
l"hydrologie du bassin laqunaire, correspond aussi a la saison des crues des
fleuves de régime tropical.

fette derniére saisan débute avec l’arrivée des eaux charriées par
le fleuve Camoé et se poursuit jusqu’ & la fin de l’année avec les crues
secondaires des. riviéres quinéennes Agneby et Mé. En 1983, d'aprés les
données hydrologiques du D.R.E.S5 (Division des ressources en eaux de
surface), la moyenne des débits moyens journaliers du fleuve Comoé serait
passée de 1,1 métres-cubes/secande en mars a 777 m /s en septembre et 1la
crue principale aurait eu lieu a la fin du mois d’acit .

Au cours des sorties, l’influence du vent n’ est pas apparue
primordiale et n'a pas fait l’objet de relevés systématiques. Entre janvier
et mars, il souffle un vent sec de secteur N.E t(harmattan) mais de maniare
générale, les vents de secteur 5. et S.W sont dominants au niveau d’Abidjan.

Le rayonnement solaire est modéré pour la latitude avec une
moyenne quotidienne de 1400 J/cm2. Il présente également une évolution
saisaonniére (Fig., 33). Les valeurs les plus faibles sont ohservées pendant
les mois de juin, juillet, apit et septembre. '

#O?J. cm™?j~"

iq ' i i idjan durant 1’année 1983
Fiqure 35 : Evolution saisonnidre du rayonnement a Abidjan ‘ .
(données de la station climatique de 1WORSTOM, Adigpndouné) .
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V.2.2. Caractéristiques hvdrobiologiques.

Au niveau des eaux de surface, la température se maintient tout au
long de l’année autour de 29°C tandis que la salinité, le pH et la turbidité
{disque de Secchi) fluctuent nettement et corrélativement (Fig. 3&). Les
fvolutions saisonniédres de «ces paramétres sant représentées en moyenne
mobile, soit la moyenne de 3 valeurs consécutives f{au temps t-1 ; t ; t+1 )
qui elles-mBmes, correspondent & la moyenne de 1’ensemble des mesures effec-

tuédes aux différentes stations échantillonnées a chaque sortie.

Durant la saisan séche, la salinité, le pH et la transparence de
1’eau présentent leurs valeurs maximales. A partir de la mi-juin, les va-
laurs décraissent nettement et se maintiennent a un niveau trés faible avec
les pluies locales et surtout avec les crues fluviales. A la fin de ces
crues, l1'influence océanique redevient prédominante et les caractéristiques
physico-chimiques des eaux de surface témoignent de nouveau de 1’intrusion
d*eau marine dans la lagune.

A 1’interface eau-sédiment, les caractéristiques physico-chimiques
sont principalement conditionnées par la profondeur de la station.

Dans les stations peu profondes {entre 4 et 35 m ; Stations
2,3,3,7,11,12), les paramétres physico-chimiques des 2 niveaux fluctuent
corrélativement, par contre les eaux plus profondes (Statioens : 1,4,6,8,9)
ont des valeurs relativement caonstantes au cours de 1'année, avec upne sali-
nité moyenne de 29 %Z. (Fig. 37).

Les paramétres statistiques des différents facteurs physico-chimi-
ques et biologiques sont regroupés (tableau 235),

Les moyennes des pigments chlorophylliens et des éléments nutri-
tifs minédraux dissous sont élevées et témoignent du fort deqré d’eutrophi-
sation des eaux de surface, D’autre part, 1les fortes valeurs des coeffi-

cients de variation démontrent 1’importance des fluctuations spatio-tempo-
relles,

Pour les eaux de surface et de faible profondeur, les caoefficients
de variation de la salinité et du pH sont semblables et traduisent le
comportement homogéne de la colonne d'eau des stations peu profondes. Les

moyennes de ces 2 paramétres sont néanmoins légérement plus fortes dans les
eaux du fond.

Par contre, 1'hypolimnion des stations plus profondes (Stations:
1,4,6,8,9) présente un comportement totalement différent. La salinité et le

pH sont nettement plus élevés et fluctuent beaucoup moins comme 17 attestent
les coefficients de variatiaon,

Ainsi, durant la saison des crues, la dessalure de surface ré-
sultant de 1'écoulement des eaux fluviales n’atteinpt pas les eaux du fond
des :zones profondes., Cette différence de comportement entre les 2 niveaux
est A l’erigine d’une halocline saisenniére gqui entraine une stratification
par densité de la celonne d’eau.



Unité N n 5 gy %
SURFACE
Température o 207 28,80 1,13 3,90
Salinité 1 217 15,95 10,63 b4, B0
Secchi ] 217 0,93 0,30 52,43
pH - 217 7,?5 0,40 5,23
Chlarophylle a. pa/l 152 32,60 29,73 71,20
Chl.a + pigments  pg/l 152 4,00 35,63 84,80
ND2 [ T4 1,20 1,55 127,50
03 ) 74 4,30 3,30 122,40
NH4 L 74 5,80 18,73 324,20
P04 [ T4 1,20 1,10 87,20
FOND
Brofondeur ¢ Sa
Salinité 1. 112 17,80 8,93 a0, 30
pH - 112 7,80 0,24 3,07
Profondeur > Jg
Salinite 1. 103 29,03 2,95 10,13
pH - 103 7,92 0,19 2,40

Tableau 23 : Mayennes (m), écart-types (s) et coefficients de variation

(CY) des N

analyses bip-physico-chimiques effectudes dans

les eaux de surface et de profondeur des 11 stations.
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La distribution verticale de la salinité, de la température et de
1’ oxyqéne représente cet état stratifié au niveau de la station 1 en baie de
Biétri (Fig. 38a ). Dans la tranche des 4 premiers métres, la salinité reste
inférieure a 104, avant de croitre progressivement jusqu™a 30%. & 10 m.
Corrélativement, ce gradient vertical engendre une faible thermocline et une
-oxycline nettement plus caractéristique,.

Cette derniére est néanmoins plus ou moins marguée selon le degré
de confinement de 1’hypolimnion et 1 importance des apports organiques vy
sédimentant. En baie de Biétri (St.,1), les rejets sont trés importants et
les écarts entre les teneurs en oxygéne des 2 niveaux sont les plus marqués.
A partir de 3 métres, les eaux sont anokiques et riches en hydrogéne
sulfuré. Les analyses n’ont pas été effectuées au cours de ce programme mais
des concentrations de 12 mM ont pu 8tre mesurées par Caumette (1985).

Comparativement 4 la baie de Biétri, les stations du chenal cen-
tral (Stations 4, 8, 9) sont beaucoup plus oguvertes et de ce fait, leur
hypolimnion moins confiné n'est pas le siege d’une sulfato-réduction.

Lorsque 1’influence marine redevient prédominante, 1 halocline
disparait progressivement., L’état de stratification est mocins marqué et les
mélanges sur toute la colonne d’eau sont & nouveau facilités (période holo-
mictique : Fig. 38b). On observe toujours une oxycline mais 1'axygéne dif-
fuse plus profondément, jusgqu’a 7 métres dans la colonne d’eau.
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Figure 38 : Caractéristiques physico-chimiques de la colonne d’eau en baie

de HBiétri pendant 1la période de stratification (A) et 1la
période holomictique (B).



détermination graphigue, détermination mathématique.

SURFACE 8 1" s €.V 1  Ipt.de confiance (95%) | eq. de la droite de régréssion N r ® 10 5
____-_-_______________-___-______~____________~__-___________________-__-__-_____-___; ____________________________________________________________________________________
E.coli 3,90 7940 0,75 19 4890 - 14090 | X = 0,743 x F{k) + 0,857 34 0,993 3,811 6470 4,743
Entérocogues 2,85 719 1,00 33 325 - 1530 : £ = 0,933« Pk} - 1,782 v 0,9 2,884 770 0,933
C.perfringens 2,80 630 0,63 23 380 - 1040 : I = 0,653 % P{k) - 0,452 32 0,99 2,819 650 0,453
P.aeruginosa 2,15 140 0,63 3o 85 - 239 : ¥ = 0,722 2 P{k} - 1,509 24 0,989 2,103 125 1,722
o
-__--_______________--______-__-________-________-_________-_________________________; ____________________________________________________________________________________
E.coli _ 390 3160 0,93 27 1500 - 6340 ! o= 0,915 % P(K) - 1,164 43 0,993 3,410 2570 0,915
Entérocoques 3,25 1780 1,00 30 B10 - 3840 : o= 1,070 ¢ P - 2,230 43 0,992 2t 1320 1,079
C.perfringens 3,33 2240 1,15 34 10 - 5430 : o= 1,038 » Pk} - 1,944 45 0,994 3,248 1770 1,038

m : moyenne, s i écart- type, CV ¢ coefficient de variation, r : coefficient de régression.

Tahleau 26 : FRésultats des déterminations graphique et mathématique des paramétres
statistiques des différentes distributions bactériennes dénombreées
dans les eauy de surface ou du fond,
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Y.3. Résultats bactériologiques.,
V.4,1. Ajustement & la loi de distribution normale.

Les eaux lagunaires sont fortement contaminées par Escherichia

les entérocoques, Clostridium perfringens et Pseudomonas aeruginosa

nt é6té dénombrés a chaque sortie. Chacune de ces distributions annuelle
té ajustée A une loi de distribution théorique.

o -

La transformation logarithmigue a permis de normaliser la distri-
bution annuelle de chacune des populations bactériennes de 1'ensemble des
stations comme en témoigne les tracés apamorphiques sur papier Probit de 1la
distribution des E. «coli en surface et en profondeur (Fig. 39 et 40). Les
tracés anamorphiques des autres distributions sont présentés en annexe 2.

La moyenne et l’écart-type de chacunes de ces distributions ont pu
également @&tre déterminés graphiquement (avec la moyenne = Log X30%4 et
1" écart-type = Log X84% - Log X30%4) .

fluel gque soit le mode de détermination géométrigue ou mathémati-
gue, moyennes ot écart-types sont équivalents et les valeurs des coeffi-
cients de corrélation témoignent de la validité de la transfarmation et du
test graphique de naormalité (Tab. 26).

Les moyennes annuelles de chacunes des distributions bactériennes
en surface sont les suivantes § 7940 UFC/100ml pour E, coli, 710 UFC/100ml
pour les entérocoques, 630 UFC/100m! pour €. perfringens . Pour ces 2 der-
niers micro-organismes, 1es movennes sont nettement plus fortes en profon-
deur qu’en surface.

Logerithmes décimaux des concentrations bactériennes pour 100 ml

Logaritrmes décimaux des concentrations bactériennes pour 100 ml.
23

o
00la 5 o 20 20 40 % 60 70O 80 90 95 99 W 2 5 w0 20 30 40 50 60 0 W 90 95 98 99

Fréquences cumulées (1)
Fréquences cumuiées (%)

las eaux de surface (3,) et du fond (b,) représentée sur papier Probit.



SURFACE | N | E. coli Entérocoques L. perfringens | N P. aeruginosa

E. coli : 217 : 1,00 : 217 :
Entérocoques : 217 : 0,83 11 1,00 : 7 :
C. perfringens : 217 : 0,69 11 0,90 11 1,00 1 217
P. aeruginosa { 100 : 0,82 &% 0,71 18 0,33 #t : 217 ; 1,00
Salinite : 27 : -0,33 1 -0,16 0,08 : 217 : -0,13
pH : 213 : -0,21 ¢ -0,11 -0,03 : 217 : -0,12
Turbidité : 214 : -0,51 &t -0,48 &t ~0,36 &% : 217 : -0,38 14
Chlorophylle a : 152 : 0,21 % 0,32 % -0,31 % : 217 : 0,12
Chl. a + phéopigaents : 152 : 0,24 & 0,34 % -0,32 % : 217 : 0,13
NO2-N : 76 : 0,38 1 0,28 % 0,36 1t : 76 : 0,41 12
NDI-N : Tb ‘: 0,36 1t 0,25 % 0,36 1t : 78 : 0,41 18
NH4-N { Tb : 0,36 14 0,56 1 0,29 18 : 76 : 0,31 1
N tot.min. dissous : 76 : 0,43 0,60 18 0,37 1t : 76 : 0,43 11
po4-p : 76 : 0,23 % 0,48 1t 0,28 ¢ : Th : -0,04
| ! f !

1P (0,001 F: P 0,0l

Tableau 27 : Matrice de corrélation entre les différentes distributions
bactériennes et avec les différents paramétres physico-chimiques
et hiologiques dans les N dchantillons d’eau de surface,
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Grice a ces ajustements 4 une distribution normale, les matrices de
corrélation des 4 bhactéries entre elles et avec les différents paramétres
physico-chimiques et biologiques ont pu Etre calculées (Tab. 27 et 28).

Ainsi, pour les 2 niveaux, on observe de trés bonnes corrélatiaons
entre les différents dénombrements bactériens et ceci précise 1'arigine
commune de cette pollution fécale. En surface, seul E, cgli est significati-
vement corrélé (carrélatian négative ) avec la salinité (P < G,001) et le pH
(P {0,01), Par contre, les 4 types de bactéries présentent des corrélations
significatives avec les valeurs de la turbidité.

Excepté P, aeruginosa, les 3 autres bactéries sont caorrélées avec
les pigments chlorophylliens. Enfin, au niveau des sels nutritifs, on obser-
ve des corrélations trés significatives entre les 4 types de bhactéries et

17azote minéral total dissous ainsi que des différences vis a vis du P04

En profondeur, les bactéries présentent des corrélations signi-
ficatives avec la salinité (corrélation négative). Par contre, seuls E. coli.
et les entérocoques sont corrélés avec les valeurs de pH (Tab. 28).

D?autre part, 1les concentrations des différents types bactériens
observées dans les échantillons du fond fluctuent corrélativement (P <
0,001) avec leurs concentrations respectives dans les eaux de surface.

FOND | N | E. coli Entérocoques C. perfringens }
| { |
! { | |
[ E. coli Surf, |27 | 0,69 11 - - |
I I ! !
{ Entérocoques Surf. |27 | - 0,60 11 - f
I I f |
| C. perfringens Surf. |27 | - 0,48 11 0,54 1 |
I I | |
| ] } |
| E. coli |27 | 1,00 !
} | | |
| Entérocogues 217 | 0,83 11 1,00
! | | !
[ C. pertringens | 217 | 0,69 1t 0,87 34 1,00 |
I ! f I
| | | I
[ | I |
| Salinité [ 217 | -0,37 1 -0,38 1 -0,26 I
| (I | I
| pH |27 | -0,41 1 -0,%0 1 -0,42 18 !
| I I I
11 P < 0,001 f:P (0,01

Tableau 28 : Matrice de corrélation entre les différentes distributions
bactériennes st aver les différents paramétres physico-chimiques
et hinlogiques dans les N échantillons d’eau du fond.



Type d'echantillon:

- Parasttres statistiques de la qualité sicrobiologique
Eau de surface

E. coli Entérocoques C. perfringens
Station, Periode. Nbre de prélbvesents EC50 ECO0 5 . ENTS0  ENT90 s v £PS0 £e50 s v
! du 22/01 au 2717 2 4,00 1,85 0,70 17,52 2,80 4,70 060 21,51 3,15 4,25 0,85 25,51
2 du 22701 au 2712 2 4,25 5,15 0,70 16,51 IS 4,50 0,70 19,0 2,85 3,70 0,70 24,51
3 du 22/01 au 27712 21 4,50 5,50 0,75 16,51 4,20 5,15 0,70 15,51 1,40 6,00 0,50 15,02
4 du 22/01 au 27/12 2 3,80 4,60 0,70 18,5 3,25 4,00 0,65 31,01 3,00 3,58 0,45 14,51
5 du 22/01 au 27712 2 3,90 4,90 0,70 19,01 2,70 3,80 0,85 31,51 2,60 3,25 0,50 19,01
b du 22/01 au 27/12 2 3,40 4,35 0,75 2,01 2,35 3,30 0,75 32,01 2,40 2,80 0,35 15,0
7 dv 22/01 au 27/12 2 4,10 5,15 0,80 19,5 2,80 3,75 0,80 28,5 2,85 3,70 0,65 23,01
8 du 22/01 au 27/12 2 3,30 4,35 0,85 26,01 2,10 3,15 0,35 40,51 2,3 3,05 0,50 22,01
9 du 22/01 au 27/12 2 3,00 4,00 0,80 2,51 L0 2,30 0,5 29,5 2,08 2,60 0,45 22,00
1 du L6/04 au 27712 14 4,50 5,10 0,50 11,01 3,60 4,85 1,00 28,01 3,00 4,85 0,65 22,01
12 du 16/04 au 27712 1 4,05 4,85 0,60 15,01 340 415 0,65 19,01 2,70 3,50 0,60 22,01
Tableau 29 : Evaluation statistique de la qualité sicrobiologique des eaux de surface de chaque station,
EC: E. coli ; ENT : Entérocoques ; GP : C, perfringens
avec XX30 et XX90 : concentrations bactériennes qui ne sont pas dépassées
respectivement dans les 30 et 90 % des cas de chaque distribution,
5 ¢ écart-type, C.V % : coefficient de variation,
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: Evolution saisonnitre des concentrations d’Escherichia coli (+——*), des entérocoques
et des Clostridius perfrigens ( A---A ) en surface et en profondeur de la station L.
{Représentation en soyenne mobile).

(a----9)
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V.4,2, Détermination des paramétres statistigques de la qualité
microbionlogique des eaux de surface de chague station.

De m8me gque précédemment, la transformation logarithmigque a permis
d*ajuster chacune des distributions annuelles a une loi de distribution
normale. Les paramétres statistiques de la qualité microbiologique définie
lors du projet MED.POL phase II (GMS/PMUE, 1983 ;3 FProgramme OMS/PNUE de
surveillance de la qualité des eaux méditérranéennes) ont 4&té déterminés
graphiquement sur papier Prebit a chaque station et pour chaque distribution
bactérienne dans les eaux de surface

Les concentrations logarithmiques correspondant aux fréquences
cumul ées  X30% et X90% ainsi que les écart-types de ces distributions sont
présentées tahleau 29.

Ces paramétres précisent 4 chague station, le degré de contamina-
tion par chacun des micro-organismes. La contamination par E. «coli s*avére
la plus élevée avec des moyennes logarithmiques variant de 3 (station 9) &
4,5 (statieons 3 et 11). Globalement, 1le degré de contamination se révele
conforme & la localisation des stations par rapport aux principaux points de
rejet. Les 3 stations échantillonnées dans la baie de Biétri sont ainsi
parmi les plus pelluées.

Les coefficients de variation des distributions bactériennes A
chaque station sont également révélateurs. 1Ils traduisent la variabilité
temporelle de chaque distribution et de ce fait, témoignent de 17état de
confinement de chaque station. Les baies fermées de Marcory et Cocody (St.
11 et 12) ont un renouvellement des eaux trés limité et les coefficients
de variation des différentes distributians bactériennes sont trés faibles,

La moyenne des 3 cpefficients de variatien (Tab. 29) permet ainsi
de classer les stations selon leur degré de confinement. Par ordre croissant
de celui-ci, le classement des stations est le suivant :

BC9 <7 <65 1 <4< 21112 <3,

Ce classement est également en accord avec la localisation des
points de prélévement et les stations du chenal central (8,9,7,6) sont les
plus sensibles aux mouvements des eaux.

V.4,3., Evolution saisonniére de 1la contamination des eauy
lagunaires par E. coli, les entérocoques et C. perfringens.

La fiqure 41 représente 1'évolution saisonniére des concentrations
d’E. coli, des entérocoques, et de C., perfringens en surface et en profon-

deur de la station 1. Pour chagque station, cette évolution a été réalisée et
les autres figures sont présentées en annexe 3,

fes représentations correspondent & l7évolution de 1la moyenne
mobile des concentrations respectives de chaque bactérie exprimées en Loga-
rithmes décimaux / 100 ml. La contamination bactérienne d'origine fécale
présente des fluctuations temporelles plus ou moins marquées selon les
stations et les types bactériens. Globalement, on observe entre le mois de
mai et le mois de juillet, soit durant la saison des pluies, une augmenta-
tion du degqré de contamination.



et Clostridiua perfringens (c)}. {Chague paint carrespand & 1a meyenne des concentrations bactériennes de toutes les
Figures 42, 43 et 44 : station d’une camspagne exprimée en pourcentage de la moyenne annuelle de chaque distribution bactérienne,
Chaque barre verticale correspond aux précipitations journaliéres de la station aéropert d’Adibjan exprimées en ma),
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Les figures 42, 43 et 44 représentent respectivement pour chaque
bactérie, l7évolution de la moyenne de chaque campagne exprimée en pourcen-
tage de la moyenne annuelle, Ces moyennes ont été déterminées graphiquement
aprés normalisation des données par transformation logarithmique. Les préci-

pitations tombédes en 1985 a la station aéroport sont également portées sur
les figures.

Ces représentations mettent en évidence 1 influence de 17hydro-
climat sur les variations du degré de contamination fécale des eaux de
surface lagunaires.

Ainsi, on constate que la contamination du milieu est étroitement
corrélée 4 la fréquence et & l’importance des précipitations comme 1’ attes-
tent les pics de contamination durant la saison des pluies. A ce titre, 1la
gsortie du 11/06 est caractéristique puisque faisant suite a de violentes
pluies (170 mm), =elle révéle des augmentations relatives de 560%, 780% et
720% respectivement pour les E. coli, les entérocoques et C. perfringens.

D’autre part, le degré de pollution fécale diminue treés progressi-
vement. & partir du mois de juillet et on ne peut & ce niveau qu’invoguer le
rale des crues. fluviales qui évacuent en mer les eaux lagunaires polluées,

Cependant, compte tenu de la stratéqie d"échantillonnage, il im-
portait de vérifier statistiquement la signification saisonniére de ces
variations temporelles,

L?évaluation des autres sources de variabilité a donc été paralle-
lement entreprise. La variabilité liée & la méthodologie a été appréciée par
1’analyse répétée (10 fois) d’un m&me échantillon. De mBme, celle liée a la
technique de oprélévement a été évaluée par 1’analyse de 10 échantillons
prélevés successivement en un point fixe. Les préleévements édtant réalisés
toutes les minutes et compte tenu de 1’ écoulement des eaux, on peut considé-
rer que ce coefficient de variation intégre également une composante de 1la
variabilité liée & 1’échantillonnage. Cette derniére a enfin été complétée

par 3 cycles de 24 heures avec prélévements horaires réalisés & différentes
périodes de 1’année.

Les valeurs des moyennes et variances sont présentées dans le
tableau 30. Les coefficients de variation ont été calculé et ceux-ci sont
légérement plus élevés pour les entérocoques que pour E. «coli. S5i la métho-
dologie et 1°échantillonnage ponctuel apparaissent d’importance restreinte,
les cycles de 24 heures soulignent 1’importance du flux et reflux de la
maréde dans le mouvement des eaux et l’évaluation du degré de pollution. Les
coefficients de wvariation liés aux cycles de 24 h se révelent cependant
inférieurs a ceuxz résultant de 1°échantillonnage annuel (Tab. 29).

Compte tenu de la signification de ces fluctuations, nous avons
tenté d’apprécier 1’ impact des variations hydroclimatigues sur le niveau de
centamination du milieu lagunaire. L'ensemble des sorties a été divisé
d’aprég le découpage saisonnier préalablement définie, soit; du 22/01 au
17/0% (saison seéche), du 30/03 au 01/08 (saisoh des pluies) et du 23/08 au
27/12 (saison des crues).



Coefficients de variatien (%) Escherichia coli Entérocoques

t liés & la méthodologie : 1,3 1,8

f liés A 17échantillonnage

- 10 prélévements successifs @ 1,8 2,2
- cycle de 24 heures :
date Coef. de la marée
09/01 1,00 11,6 13,9
16701 0,30 7,3 -
24107 0,73 34 9,9

Tableau 30 : Coefficients de variation liés & la méthodologie et A

des entérocoques déncabrés dans les eaux de surface,

Périodes

Saison séche
(22/01-17/05)

Saison des pluies
(30/03-01/08)

Saisons des crues
(23/08-27/12)

N 94 b4 33
E. coli
EC30 3,93 4,40 3,83
5 0,70 0,83 0,63
int. de confiance (931} 3,41-3,69 4,19-4,41 3,67-4,03
Entérocoques
ENT30 2,70 3,20 2,79
5 0,93 0,93 0,70
int, de confiance (93%) 2,51-2,89 2,97-3,43 2,91-2,89
C. perfringens
LPa0 2,73 3,20 2,33
5 0,40 0,80 0,35
int. de confiance (95%) 2,63-2,87 3,00-3,40 2,40-2,70

avec N : nomhre d’analyses effectudes durant la période considérée.
s 1 écart-type

Tahleau 31 : Paramétres statistiques des distributions des E.

coli, des



Les paramétres statistiques de chacune de ces distributions de
surface, toutes stations confondues, sont présentés tableau 3I1.

Ce décaupage saisonnier permet ainsi de quantifier 1’influence des
variations hydroclimatiques sur le degré de caontamination d'aerigine fécale,
Les moyennes respectives des 3 types de bactérie pendant la saison des
pluies apparaissent nettement plus fortes que celles des 2 autres périodes
qui présentent par ailleurs des différences entre elles. En effet, si 1la
moyennes des entérocoques reste la mE&me pendant la saison séche et la saisan
des crues, les mayennes des 2 autres distributions présentent une évolution
opposée. La moyenne des E. coli reste plus élevée durant les crues qu'au
cours de la saison séche tandis que l'on cbserve l1'inverse pour la moyenne

La signification de ces variations inter-saisonniéres a été éva-
luée par la comparaison des moyennes de chacune des populations. Selan
1" égalité des variances (test de F), les moyennes ont été comparées entre
elles d'apreés le test de Student en tenant compte ou non du principe de
l"erreur-standart,.

Les résultats mettent en evidence une majoration significative du
niveau moyen de contamination par les 3 types de bactérie pendant la saison
des pluies {(Tab. 32). D7aprés les moyennes géométrigques déterminées graphi-
quement pour chaque période, cette augmentation serait respectivement, de
600%, 200% et 1B8B3% pour les dénombrements des E. coli, des entérocoques et

Test ¢ Eqalitd des variances  Cosp. des moyennes
R F toul
P =0,979 (P = 0,995}

Comparaison : Saison skche / Saison des plujes.

£, cali ST 47N t= -6,91 0§
Tableay 32 : Entérocogues 180 1,00 DS t= -3,27 0§
C .perfringens 160 1,78 0s U= -4,06 0S

Tests de comparaison des moyennes saisanniéres des

3 distributions bactériennes. Cosparaison ¢ Saison des pluies / Saison des crues.

. coli 19 1,7 0§ U= 4,03 DS

Entérocogues 119 1,84 08 U= 3,3 DS

€. perfringens 119 1,78 05 U= §27 18
Cosparaison : Saison séche / Saison des crues,

E, coli 149 1,16  DNS t=2,13 DNS

Entérocoques 149 1,84 0§ u=0 ONS

C. perfringens 149 1,19 DNS t =213 DNS

différence significative ONS : différence nan sigaitficative
nosbre de deqgré de liberte,



Logarithmes décimaux des concentrations bactériennnes pour 100 ml

1 2 5 10 20 30 40 50 60 70 60 90 95 98 99

Fréquences cumulées (%)

Fiqure 45 : Test de normalité de la distribution des Pseudomonas aeruginosa
dénombrés dans les eaus de surface. Représentation en frequences
tusulées sur papier Probit.
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Figure 46 : Evolution saisonniére du niveau de contamination des eaux de surface par Pseudomonas aeruginosa.
{chaque point correspand 4 la moyenne des concentrations bactériennes de toutes les stations d’une caapagne
exprimée en pourcentage de la moyenne annuelle de chaque distribution bactérienne. chaque barre verticale
correspond aux précipitations journaliéres de la station adroport d’Abidjan exprimées en el.
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A la suite de cet accroissement, 1’arrivée des crues fluviales
entraine une diminution significative de la npollution fécale soulignant
ainsi son role épurateur. Toujours d aprés les moyennes géométriques, la
crue permettrait d’évacuer respectivement 72%, 4B% et 77% du niveau moyen de
chague type de contamination observé pendant la saison des pluies. Par
contre, les différences rélevées entre 1la saison séche et la saison des
crues pour les les distributions des E. coli, des entérocoques et des C.

Y.4.4. Recherche des bactéries pathogénes.

La recherche des Pseudomanas aeruginaosa dans les eaux de surface
s’est avérée positive pour la quasi-totalité des échantillans analysés mais
cette bactérie a pu Etre dénombrée systématiquement qu’ A partir du mois de
mai. L'ajustement des concentrations & une loi de distribution normale (Fig.

43) a permis de calculer une moyenne de 140 UFC/ 100ml.

Comme pour les bio-indicateurs fécaux, 1’évolution de la moyenne
de chagque campagne exprimée en pourcentage de la moyenne annuelle témoigne
de la corrélation positive entre la distribution des P. aeruginpsa et les
données hydrobioclimatiques (Fig. 46).

Aucune entérobactérie pathogéne n’a pu Etre mise en évidence avec
par la technique d’immuno-fluorescence s’est avérée infructueuse. Cependant,
les fortes caoncentrations de matiéres en suspension ont colmaté trés rapide-
ment les membranes Nuclepore (0,2 pm). Le tableau 33 regroupe les volumes
filtrés les plus importants avec respectivement les valeurs de turbidité,
les teneurs en pigments chlorophylliens et les concentrations d’E. coli
cultivant sur gélose désoxycholate lactose.

La recherche des Salmonella et Shigella s’est également révélée

négative et ce, mEme dans les stations les plus pollutes.

Station  Date  Vol. Pig. chlorophylliens  Secchi E. coli ECEP
{nl) {ug / al) {s) (UFC / ol)
8 01/08 9 18,6 0,9 15 0
b 21/03 9 19,7 1,3 U 0
7 08/07 8 9,7 0,7 550 0
4 /04 b 47,1 1,2 12 0
8 i b 31,4 1,0 2 0
7 25/04 b 42,3 0,8 100 0
4 /03 b 46,4 1,1 8 0

Tabieau 33 : Caractéristiques d’échantillons d’eau de surface filtrée

en immuno-fluorescence,
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présentes 4 chaque campagne dans les échantillons de surface ou de
fond de chaque station.

V. parahaesolyticus Surface  Fond Total A. caviae Surface  Fond Total
22/01-17/05 1,7 24,1 16,1 22/01-17/05 8,9 3,3 6,.1_ .
30/05-27/12 12,1 21,1t 14,6 30/05-27/12 8,1 51 6,6

Total 10,1 20,6 Total 8,4 4,2

Y. alginolyticus Surface  Fond Total A. sobria Surface  Fond Total
22/01-17/05 12,2 1,1 11,7 22/01-17/05 1,7 0 3,9
30/05-27/12 1,1 i 5,6 30/05-21/12 51 3 4,1

Total %35 1,4 Total b3 1,6
V. aag Surface  Fond Total A. hydrophila Surface  Fond Total
22/01-17/05 3,3 4,4 3,9 22/01-17/05 3,3 0 1,7
30/05-27/12 0 0 0 30/05-27/12 8,1 10,1 8,1
Total 1,6 31 Total 4,8 5,3
Vibrio sp. Surface  Fond Total Aerosonas sp. Surface  Fond Tatal
22/01-17703 23,3 40 31,1 ©2201-17105 2,1 3,3 11,4
30/05-27/12 19,1 2,1 20,2 30/05-27/12 19,1 18,1 18,7
Total A,2 30,1 Total 19,4 11,1

Tableau 35 i Fréquences d’isolement des différentes espéces de Vibrio et d’Asrosmonas
isolées dans les eaux de surface ou du fond et calculées pour 1a saison séche
{22/01-17/05) N = 90 et pour la saison des pluies et des crues (30/03-27/12)

N = 99. N: nombre total d’échantillons analysés a chague période.



Au niveau des Vibrionaceae, 1'ensemble des résultats est présenté

dans le tableau 34, Au total, 135 Vibrio et Aeraomonas aont été dénombrés

soit 38 V, parahaemolyticus, 32 V, alginolyticus, 24 A, caviae, 19 4. hydro-

phila et 15 A, sobria. Vibrio cholerae biotype El Tor sérotype 0:1 n'a pas

pu #@&tre mis en évidence mais 7 V. chaolerae nag, non agglutinable avec

l'anti-sérum polyvalent 0:! {(Inst. Pasteur). Globalement, on note une légére
prédominance (42%) du nombre de Vibrio spp.

Les fréquences d*'isolement de chaque espéce sont reqroupées selon
le niveau et la période de prélévement (Tab., 39); chague fréguence cor-
respond au pourcentage d*échantillons positifs par rapport au nombre total
d* échantillens analysés. Compte tenu de 1’échantillonnage réduit durant la
saison des crues, les résultats obtenues au cours de cette période ont été
ajoutés 4 ceux de la saison des pluies. Ainsi, 2 saisons ont été définies ;
la période séche s’ étalant du 22/01 au 30/03/1985 et celle des pluies et des

crues du 30/03 au 27/12/1985. Ce regroupement permet de faire les constata-
tions suivantes:

Au caurs de la saison seéche, V. parahaemolyticus est 3 fois plus
fréguemment isolé dans les eaux de fond gu’en surface. En baie de Biétri, on
retrouve cette bactérie 24 fois (sur 38 isolements) dont 17 fois dans les

eaux du fond anoxigues de cette baie. Inversement, Aeromonas hydrophila et

Cing fois plus d*A, hydrophila sont dénombrés durant la deuxiénme
période. En surface, c7est plus précisement de la mi-avril & la mi-juillet
(spit au cours de la saison des pluies) gu’est isolée la majarité (7 sur 9)
de ces bactéries, En profondeur, on retrouve une contamination des eaux mais
avec un décalage de | mois puisgque 80% des souches sont isolées entre le
19/07 et le 12/09. Une cancentration spatiale plus marquée au niveau des
sédiments en suspension de la baie de Biétri est observée puisgque & Aeramo-
nas hydrophila sur les 10 isolés proviennent des stations 2 et 3.

A 17opposé et ce, quel gue soit le niveau de prélévement, les V,
alginolyticus sont 2 fois plus présents durant la saison séche. Par contre,
Vibrio cholerae non agglutinable est uniquement rencontré durant les 2

“

premiers mois de l'année. Enfin, les isolements de V. parahaemolyticus, d"A.

sobria et d'A, caviae sont réparties indifféremment tout au long de 1'année.

D7 apreés le tableau 34, 437 des A. caviae et 50% des A. sobria sont cepen-

dant isnlés entre le mois d*avril et le mois de mai.

Ruelle que soit la saison et aux 2 niveaux, 1 isolement des Vibrio

Pour préciser la signification de ces variations spatio-temparel-
les, les 135 isolements ont été regroupés en fonction de la salinité des
échantillons. Les reqroupements des dénombrements avec d’autres caractéris-

tiques hydrobiologiques n*a pas Etre réalisés par manque de données respec-
tives.

Trois plages de salinité ont été arbitrairement choisies 3 la
plage de salinité < 11%Z., celle de salinité de 11 a 22%. compris et celle de
salinité » & 34%. . Les frégquences d'isolement de chaque espace et pour
chaque plage de salinité ont été calculées.



SURFACE

Plage de salinitd . XU HE.<C ¥ 4220, £y 2. Nt
Moabre total d’échantillens : 76 24 89 189
Noabre d’échantillons positifs et (fréquence d’isclement)  Nti+
Esphces :
Yibrio cholerae NAB 0 0 I G0 3
Vitrio parahaepolyticus & (7,90 3 (20,8 %) g8 9,04 19
Vibrio alainolyticus 4 (3,3 %) Juzasn 1 (12,4 % 18
Aeroeonas hydrophila 4 5,30 32,30 2 12,2 %) ?
feromonas caviae & (7,90 2 (8,3 % a 18,9%n 16
fAeromonas sobria 4 (5,31 3 112,5 %) 3 15,6 %) 12
Nt : Nosbre total d’échantillons analysés  Nti+ : Nombre total d’échantillens positifs.
Tableau 34 : Fréquence d’isolement des différences espéces de Vibrionaceae
dans les eaux de surface regroupées en fonction de la salinité.
FOND
Plage de salinité . X< O 22 Xy 22% . Nt
Noabre total d’échantillons : 29 2 139 189
Nombre d’échantillons positifs et (fréquence d’isolement)  Nti+
Espéces :
Vibrig cholerae NAG 0 0 4 2,80 4
Vibrio parahaemolyticus 1 (5,4 %) & (28,6 1) 32 (15,8 1} 39
Vibrio alainelyticus 0 0 14 (10,4 %} 14
Aeromonas hydrophila 7 (24,1 %) 0 A0 10
fAeromonas caviae 1 (3,4 %) { (4,8 1) 6 (4,3 1) B
Aeromonas sobria I 3,40 0 2 (L4410 3

Nt : Nombre total d’échantillons analysés  Nti+ @ Noabre total 4°dchantillans pasitifs.

Tableau 37

dans les eaux du fond regroupées en fonction de la salinité,
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Dans les eaux de surface (Tab. 36), la présence la plus fréquente
est celle du V. parahaemolyticus qui est isolé avec une fréquence de 20,8 %
dans les échantillons de salinité comprise entre 11 et 22%.
et celle du V,
te > oa 22 %,

sont les plus caractéristiques de la ségrégation lide & 1la
salinité,

On retrouve la méme influence d2 la salinité dans la distribution

114, . Ces données traduisent le caractére halophile et 1l origine
blement marine de ces espéces. Aeromonas hydrophila est préférentiellement
isolé dans des eaux de salinité comprise entre 11 et 22%4. et présente la
plus faible fréquence pour une salinité > 22%. . Les fréquences d’isolement
des 2 autres Aeromonas n’apparait pas directement conditionnées par les
valeurs de salinité.

marquées,

La ségrégation des différentes especes est par contre plus beau-
coup marquée dans les eaux du fond (Tab. 37). 0On retrouve les mEmes préva-
lences que dans les eaux de surface; VY. cholerae et VY. alginolyticus sont

exclusivement isolés dans des eaux de salinité > & 22 %.
respectivement de 2,8 et 10,1 %4 . L halophilie du V. parahaemolyticus est
également confirmée; cette espéce présente entre {1 et 22 %. wune fréquence
de 2B,4 %, soit la plus forte valeur observée les 2 niveaux confondues. A
1'inverse des Vibrio, A. hydrophila est beaucoup plus fréguemment (17,5%)
isolé dans des eauy de salinité < a {1 %. . Comme dans les eaux de surface,
la salinité ne semble pas affecter la distribution des A, caviae et A,

sobria. Hormis celles du V. parahaemolyticus, les fréquences d’isolement des

différentes espéces sont nettement plus faibles dans eaux prélévées en
profondeur que dans les eaux de surface.

En regroupant les résultats des 2 niveaux de prélevement (Tab.
Z8), les fréguences calculées confirment 1'influence de la salinité dans la
ségqregation des Y. cholerae, V. parahaemolyticus et V. alginolyticus ainsi

gui sont plus fréguemment isolés dans des eaux salées ainsi que dans celle
des A, hydrophila, plus fréquemment isolés dans les eaux douces. A, caviae

Plage de salinité . YL o UMY O Xy 224, . ANt

Noabre total d’échantillons : 103 45 228 378
Nombre d’echantillons positifs et (fréquence d’isslement)  Nti+

Espéces :

Vibrio cholerae NAG 0 0 7 G m 7
Vibrig parahaesolyticus 7 16,7 %) 11 {24,3 %) 40 (17,3 0 il
Vibrio alginolyticus 4 5,81 3 (6,7 %) 23 (11,0 %) 32
feromonas hydrophila 11 (10,3 %) I (6,70 3 2,20 19
ﬁg;gégggg caviae 7 b7 W 3 (5,7 %) 14 16,1 0 24
fieromonas sobria S (4,8 % 3,710 7 G0 15

Nt : Nombre total d’échantillons analysés  Nti+ 3 Nombre total d’échantillons positits.

surface et du fond regroupées en fonction de 13 salinité.



V.4. Discussion.

La zone estuarienne de la laqune Ebrié subit le développement de
la ville d’Abidjan. La pression de 1l activité humaine y est particulidrement
intense puisgque la majorité des rejets urbains aboutissent dans la lagune.
La forte pollution organique a pour conséquence une nette eutrophisation
dont 1les caractéristiques ont été déterminées dans de nombreuses études
antérieures {(Dufour et Maurer, 1979 ; FPagés et al.,, 1980). Associée & ces

rejets eutrophisants, la contamination microbienne d’origine fécale s’avére
trés élevée,

Les moyennes annuelles des distributions d’Escherichia coeli, des

entérocoques et de Clostridium perfringens sont respectivement de 7940, 71¢
et 430 UFE/100 ml en surface et de 2140, 1780 et 2240 UFC/100ml en profon-
deur (Tab. 24). Ces distributions sont significativement corrélées avec les
éléments minéraux dissous et les coefficients de corrélation entre ces
espéces bactériennes traduisent 1’ association de ces contaminants dans les

rejets anthropiques.

Les distributions annuelles des E. coli et des entérocogues sont
trés étroitement corrélés et leur recherche simultanée peut &tre considérde
comme redondante. Les études de survie paralleélement entreprises in vitro

Compte tenu des caractéristiques de survie de S. fggggiié,—-;;pgcgzz;ag_ags

entérocoques, la recherche de ce bio-indicateur ne semble pas convenir a
1’ évaluation de la gualité microbiologique des eaux lagunaires ivoiriennes.

Les rapports entre les différentes moyennes mettent en evidence de
nettes différences entre les distributions bactériennes et les 2 niveaux de
prélévement (Tab. 39).

Ainsi, les eaux prélevées en surface ou en profondeur sont beau-
coup plus contamindes par E. coli que par les autres hactéries. En surface,
cette prédominance est trés marquée avec une moyenne annuelle des E. coli
respectivement 11,2 et 12,6 fois plus forte que celles des entérocogues et

conftirment 1l'origine humaine de la contamirnation (Geldreich et Kenner,
19469},

Surface : Fond

2 1 EC ENT cp PA 2 1 EC ENT cp
EC 1,0 EC 1,0

ENT 11,2 1,0 ENT {8 1,0
Cp 12,6 1,1 1,0 R 1,4 0,8 1,2

PA 56,7 51 45 1,0

Tab. 39 : Rapports (1/2) des moyennes des différentes distributions
bactériennes calculées pour 1°ensemble des prélevements
de surface et de profondeur.



Cette prédominance peut aussi Etre interprétée par les différences
d’aptitudes de survie observées précddemment; globalement, les eaux de
surface présenteraient des caractéristiques hydrobiolaogiques plus favaorables
aux E, «coli qu’aux autres bactéries, Cette remarque est confirmée par la
valeurs du rappert Surface/Fond de chacunes des distributions qui sant
respectivement de 2,31 , 0,80 et 0,28 pour E. coli, les entérocoques et L.
perfringens. Cette hypothése apparait en effet plus probable que celles
suspectant wune sédimentation spécifique ou encore une vitalité accrue des
entérocoques et des C€lostridium dans les eaux du fond qui s’opposerait

d*ailleurs aux résultats du chapitre IV,

Ce suivi annuel a permis de mettre en évidence 17influence des
variations hydroclimatiques sur 17état de pollution bactériologigue des eauy
lagunaires dans la zone estuarienne. :

lLe climat de la Cdte d'Ivoire est conditionné par le déplacement
saisannier de la convergence inter-tropicale et pour cette étude an niveau
d*Abidjan, 17année 1785 a été divisée en 3 saisons hydroclimatiques ; la
saison séche, la saison des pluies et la saison des crues.

Le rayonnement solaire présente une évolution saisonniére. Les
valeurs minimales du mois d’aciit résulteraient de la couverture nuageuse
plus importante durant ce mois tandis que les faibles valeurs de janvier et
décembre seraient plutdt imputables & la hauteur minimale du soleil autour
du solstice d’hiver et aux poussiéres transportées par le vent du nord har-
mattan (in Dufour, 1982).

Durant la saison seéche, 17intrusion océanique est maximale et
Abidjan baigne alors dans des eaux marines, A partir du mois de mai, soit le
début de 1la saison des pluies, 1les eaux lagunaires de surface deviennent
plus douces, moins alcalines et beaucoup plus turbides. Progressivement, ces
variations s’intensifient et 1’influence marine est alors contrebalancée par
les crues, principalement celle du fleuve Comoé,

A cette alternance saisonnie¢re des influences marine et continen-
tale, se superposent des variations demi-diurnes et demi-synodiques de la
marée, CLette influence de la marée est bien entendu maximale dans la région
estuarienne; le volume d’eau marine y pénétrant annuellement serait de 38
km3 (Varlet, 1978). Au niveau de la baie de Biétri, selon une estimation de
Guiral et Lanusse (1983), les échanges journaliers passeraient de 12 nmil-
lions de metres-~cubes en décembre {982 & 1% millions en avril 1983, sgit
respectivement 28% et 34%Z du volume moyen de la baie. De plus, ces auteurs
constatent que les valumes transitant par les 2 extrémités de la baie sant
uniquement dépendants des amplitudes de marée observée & Vridi,

Cependant, les «cycles de 24 heures entrepris au cours de cette
étude n'ont pas permis de relier directement les variations horaires des
dénombrements bactériens au cycle semi-diurne de la marée. Néanmoins, 1 im-
portance du flux et du reflux de la marée dans le renouvellement des eaux
sont évidents; les coefficients de variation de la distribution des E. coli

présentent les valeurs les plus élevées pour le coefficient de la marée le
nlus fort.
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La variabilité liée A la méthodologie ou au prélévement apparait
peu déterminante; les valeurs de ces coefficients sont toutefois inférieures
a celles calculées au cours du cycle annuel. Ils autorisent par conséguent

17 appréciation des variations saisonnidéres du niveau de contamination des
eauy lagunaires.

En effet, cette étude montre que corrélativement aux variations
hydrobiologiques, 1les caractéristiques hydroclimatiques se répercutent sur
la qualité bactériologique du milieu lagunaire.

Durant 1la saison des pluies, 1le degré de contamination d’origine
fécale des eaux de surface augmente significativement. D7 aprés les moyennes
géométriques déterminées graphiquement, cette augmentation serait respecti-
vement, de 400 %4, 200% et 1834 pour les dénombrements des E. «coli, des

entérocoques et des L. perfringens. Au cours de cette période, le ruisselle-

ment des eaux de pluie, npar le lessivage des sols souillés ainsi que par la

vidange des égouts semble ftre a l'origine de cet accroissement de la conta-
mination.

Cet accroissement pourrait aussi résulter de la diminution du
rayonnement solaire et de son effet bactéricide comme le suggérent Fatal et
al., (1983) gqui observent une corrélation inverse entre la durée densoleil-
lement et le niveau de contamination des eaux cotidéres israéliennes. Cette
hypothése pourrait @&tre d’autant plus significative que les eaux durant
cette période sont plus turbides.

A cdté de ces influences directes d'origine météaorologique, les
résultats de 17étude de la survie des bactéries entériques (Chap. IV) per-

mettent également d7impliguer une variabilité des vitalités bactériennes
lors de cette évolution saisonniére.

En effet, d’aprés cette étude, on sait que la vitalité d47E, coli

varie trés nettement selon la qualité hydrobiologique du milieu d ipcuba-

tion. Parmi les 3 bio-indicateurs testés, seul E. coli présente une vitalité
prolongée dans les eaux les plus douces. Cette aptitude semble se répercuter
sur le niveau de contamination des eaux lagunaires par cette espéce et elle

pourrait ainsi &tre a 1’origine du plus fort accroissement observé pour E.
caoli pendant la saison des pluies,

D*aprés les moyennes géométriques, on observe une différence d en-
viron 400 % entre les accroissements respectifs de la contamination par E

coliet celle par les entérocoques ou L. perfringens. Ces différences per-

mettent de conclure que, dans le cas d'E, «coli, 17influence liéde a 1la

prolongation de survie serait 2 fois plus forte que celles d'origine météo-
rologique.

La spécificité de cette influence est confirmée par les corre-
lations significatives {(négatives) uniquement cbservées entre E. coli et les
valeurs de salinité et de pH. De m&me, 1l influence de ces différences d*ap-
titudes de survie est confortée par 1°évolution du rapport E. coli/Ente-
rocoques qui passe de 7,1 durant la saison séche & 15,9 durant la saison
des pluies,.

A 17inverse, 1la constance du comportement de §. faecalis quel gue
soit 17échantillon mis en incubation (Chap. IV) confirme 17influence du
ruissellement des eaux de pluie sur 1" accroissement de la contamination des

eaux par les entérocoques et donc aussi par les autres bactéries,
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Consécutivement a cet accroissement de contamination, 1les crues
contribuent A épurer le milieu lagunpaire en charriant les eaux lagunaires
polluées en mer. Ce phénoméne est mis en évidence par une diminution signi-
ficative des moyennes calculées paour chaque distribution bactérienne 34 1la
saison des pluies; cette évacuation affecte le niveau de contamination des
eauyx de surface avec la mEme intensité puisque on observe une diminution de
72, &8 et 77 L du niveau moyen respectif des E. coli, entérocaques et C.
perfringens. De plus, les coefficients de corrélation observés entre ces
distributions ot la turbidité témoignent du rdle auto-épurateur de la crue.

Néanmoins, 1"influence des marées ou de la crue est variable selon
les stations; ainsi, le deqré de contamination des stations du chenal cen-
tral (5t. 8, 9, 7 et &) est plus dépendant du renpuvellement des eaux que
celui des baies fermées de -Marcory et Cocody {S5t., {1 et 12). Comme déja
signalé (Pageés et Citeau, 1978), le degré de contamination est donc fonction
2 la fois de 1°impartance des rejets et du confinement des eaux.

De nmEme que pour les eaux de surface, 1l7'effet de chasse lié au
passage de la crue affecte la contamination des eaux de fond comme 17atteste
la corrélation significative observée entre les concentrations bactériennes
respectives des 2 niveaux. D"autre part, les concentrations bactériennes du
fond sont corrélées avec les valeurs de salinité et de pH. Ces corrélations
soulignent non seulement 1’influence de ces paramétres physico-chimiques sur
la vitalité des bactéries mais également la dynamique de la crue dans les
eaux du fond. Ainsi, la crue influencerait la contamination des eaux du fond
soit en limitant la sédimentation des bactéries fécales, soit en charriant
toute la colanne d’eau.

Face a un tel contexte hydrologique, 1a qualité microbiologique
des eaux lagunaires s’avére difficile a évaluer.

Les techniques de contrdle de la salubrité sont fondées sur des
méthodes statistiques d’évaluation des risques "acceptables” de caontamina-
tion. Celles~ci conduisent a la définition de concentrations limites d’un
bio-indicateur qu’un ensemble d’échantillons consécutifs ne doit pas deépas-
ser. Lintér8t et la valeur de cette démarche sont de plus en plus reconnus
comme en témoigne le nombre croissant de normes nationales qui s’y référent.

La salubrité des eaux lagunaires a été évaluée d’aprés les cri-
téres OMS/PNUE élaborés au cours du programme MED.POL. VII (programme
OMS/FNUE de surveillance de la qualité des eaux méditerranéennes). Proposés
pour ®tre appliqués de fagon provisoire aux eaux littorales a usage récréa-
tif de la HMer Méditerranée, ceux-ci stipulent que ;

"Pour #®&tre considérées bactériologiquement satisfaisantes, les
eaux littorales de baignade ne doivent pas excéder des cencentratians de 10¢
coliformes fécaux (C.F.) ou streptocoques fécaux (5.F.) par 100 ml dans 50¥%
des échantillons et 1000 C.F. ou S5.F. dans 90% des échantillons sur au moins
10 prélévements représentatifs effectués au cours de la saison balnéaire a
mains de {4 jours d'intervalle.” -

Vis & vis de ces critéres, les 11 stations se révélent donc forte-
ment contaminées et nettement au dessus des normes. La contamination par E,
coli s'avére la plus élevée avec des moyennes logarithmiques variant de 1000
UFC/100ml (st.9) a plus de 30000 UFC/100m1 (S5t. 3 et 11). Seules les eaux
de la station 9 pourraient 8tre considérées comme satisfaisantes compte tenu
des paramétres statistiques de la distribution des entérocoques (ENTSO : 30
UFC/100ml, ENT?0 : 200 UFC/100 ml).
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Cependant, 1la validité des normes sanitaires OMS/PNUE pour les

milieux tropicaux et en particulier, pour cette lagqune tropicale reste
sujette & caution.

La recherche des micro-organismes pathogeénes impliqués dans les
endémies locales pouvait se révéler de ce fait plus instructive.

Dans les eaux lagunaires, aucun Escherichia coli entéropathogéne
n*a pu Etre détecté par la technique d*immuno-flucrescence, mais & cause du
colmatage immédiat des membranes Nuclépore (0,2 pm) par les matigéres en
suspension, le volume d'échantillon (< 10ml) est rests trop faible pour Etre
représentatif. Cette limitation du volume d”échantillon filtrable a déja été
signalée pour d'autres milieux aquatigues (Munro et Bianchi, 1984) et con-
stitue un des problémes majeurs a résoudre pour le développement de cette
technique en milieu naturel,

D’autre part, on peut s'interroger de 1" adéquation du sérum nona-
valent wutilisé dans 1la mesure ol le spectre d’agglutination de celui-ci
reste limité aux 9 sérotypes les plus fréquemment rencontrés dans les pays
cccidentaux. Une optimisation de cette technique est donc nécessaire pour
rechercher les E. coli entéropathogénes dans des échantillons d’eau turbide.

I1 en est sans doute de mEme pour 1°isolement des Salmonella et
des Shigella dans ce type d’échantillon puisque m8me dans les stations les
plus contaminées, aucune de ces 2 entérgbactéries n'a pu Etre isolée selon

le protocole utilisé,

Pourtant, 1les quelques données épidémioloqiques disponibles ainsi
que les aptitudes de survie de Salmonella typhi laissaient présagqer une
implication possible du milieu lagunaire et ses variations hydroclimatiques
dans le maintien endémique des salmonelloses en Cate d Ivoire; Iwuji (1976)
a montréd la prédominance en zone lagunaire des salmonelloses de mars en
juin, soit au début de la grande saison des pluies. De m&me, en 1979, Kouamé
et al. recensaient & Abidjan une nette recrudescence de la fiavre thypoide
chez les enfants aux débuts des saisons des pluies.

D" autre part, 1les incubations de S, typhi réalisées précedemment
{Chap. IV) ont permis de constater que la durée de survie de cette bactérie
était nettement prolongée par la dessalure de 1"e2au. Le T90 de cette bacté-
rie incubée dans une eau a 4 %. de salinité présentait une valeur prés de 3
fois plus forte gue lors d’une incubation en eau marine (33%.). Ces incuba-
tions ont de plus mis en évidence une courte mais nette croissance de §.
typhi dans 1les eaux plus continentales et des concentrations de 2,8 Log

Malgré ces suspicions, il n’a pu &tre mis en évidence une implica-
tion des eaux lagunaires dans la transmission de ces bactéries puisque mEme
pendant la saison des pluies, aucune Salmonella n’a pu €tre isolé des échan-

tillons avec la méthodologie utilisée. Comme Kouamé et al. €1979), an doit

donc plutst soupGonner 17 écoulement des pluies et les inondations qui en

résultant, d*&tre & 17origine de l'augmentation des salmonelloses aux débuts
des saisons des pluies.



Par contre, les eaux lagunaires de surface sont fortement contami-
nées par Pseudomponas aeruginosa. Cette bactérie est responsable de nom-
breuses infections auriculaire, ophtalmique et urinaire (Hoadley, 1977 ;
Seyfried et fraser, 1978); d’apreés ces derniers auteurs, 1la présence de
cette bactérie est d'autant plus dangereuse que les concentrations infec-
tieuses sont faibles. La moyenne annuelle est de 14¢ UFC/100 ml mais des
valeurs de 3000 UFC/100 ml ont été dénombrées dans la station 11 et 12
durant le mois de juin. L"influence du lessivage des sols doit également
Btre impliquée dans cette majoration saisonniére et ce d autant plus que P.
apruginpsa persiste longtemps dans le sol en faormant une sorte de kyste
{Iechman et Casida, 1982),

Les concentrations de cette bactérie sont significativement corré-
lées avec celles des bactéries fécales. Cependant, son indice de présence
dans le tube digestif des homéothermes est faible et de ce fait, 1'apparte-
nance de P, aeruginpsa & la microflore intestinale reste controversée (Hugh
et Gilardi, 1980 ;3 Dutka, 1981). La distributian de cette bactérie sarait
donc aussi conditionnée par 1’intensité des rejets eutrophisants. D" aprés
cette édtude, 1les sels minéraux azotés (principalement nitrates et nitrites)
favoriseraient significativement la vitalité de P. aeruginosa alors gque les
phosphates n*auraient ancune influence.

Les eaux lagﬁnaires sont également contaminées par des Vibrio-

culiérement 1le genre Vibrio seraient favorablement influencés par la tempé-

rature et l'eutrophisation élevées d’un écosystéme aquatique (Singleton et
al., 1982a, MWatkins et Cabelli, 1983) ; cette différence résultererait des
caractéristiques auto-écologiques de ces bactéries leurs permettant de mieux
rivaliser avec la microflore autochtone pour 1’utilisation des nutriments
présents dans le milieu.

Malgré 1'endémasparadicité du Vibric cholerae Q0:1 biotype El Tor,

celui~-ci n'est cependant pas retrouvé; seuls des vibrions non agglutinables
sont 1isolés dans le milieu lagunaire ivoirien. Cette constation rejoint
celle de Duchassin et al. (1973} qui, pendant la période endémique ivaoirien-

ne, n'avaient pu isoler gue des vibrions nag dans les eaux lagunaires. De
méme, Gallut et Quinion (1970) signalent qu*a la fin de certaines épidémies
de choléra, 1les V., cholerae sérotypes 0:1 sont suppléés par des vibrions

nag. A 1’inverse, Wyile (1948, cité par Kaper et al., 1979) révele que

1 épidémie de choléra qui affecta la ville de Hong-kong en 19464 fut précédée
par une incidence croissante de vibrions nag en pathologie humaine,.

Pour Duchassin et al. (1973), cette absence traduirait le faible

niveau de l'endémie tandis gue Weissman et al, (1974) évogquent de plus 1la

possibilité d’une mutation de 17antigéne samatique (0O},

Buelle gque soit leur aptitude a muter, 1les Vibrio cholerae nag

doivent ©E&tre considérés comme de véritables pathaogénes. Ils sant trés fré-
guemment impligqués dans des diarrhées cholériformes {(Hughes et al., 1978

Dodin, 1982) et certaines souches produisent une entérctoxine semblable
sinon identique & la toxine cholérique (Yamamoto, 19833). Lonotemps considé-
rés comme des vibrions non cholériques, les VYibrioc nag sont maintenant

classés parmi les V. choleras (Sakazaki et Balows, 1981).



Les différents vibrions proviennent d’échantillons deau de gali-
nité comprise entre 24 et 29 %. . Comparativement, cette plage de salinité
e révéle plus élevée que celle généralement observée dans d'autres éco-
systémes aquatiques (Kaper et al., 1979) mais elle recouvre les valeurs
gptimales de craissance des V. «cholerae évaluées 1in vitro (Singletan et

al., 1982 ; Miller et al., 1984).

Dautre npart, les isolements de V. cholerae sont associés a de

tres fortes concentrations d°E, cali, d’entérocoques et de C. perfringens.

Cependant, le faible nombre d’isolement ne permet pas de préciser une éven-
tuelle «corrélation avec les bio-indicateurs fécaux qul parait peu probable
{Kaper et al., 1979 ; Hood et Ness, 1982 ; Roberts et al., 1982). Vibrio

cholerae survit dans l’'eau beaucoup plus longtemps que les différents bio-
indicateurs } incubé dans des échantillons d'eau prélevée a Abidjan, V.
cholerae El tor sérotype Ogawa peut &tre cultivé aprés 53 jours d’incubation
(Duchassin et al., 1973), soit nettement plus longtemps qu'E. «coli ou §.

Ces isolements se situent durant les 2 premiers mois de 1%année,
soit a la fin des crues et au début de la grande saison séche, et la fré-
quence d'isolement est nettement plus forte en surface (13%) qu’en profon-
deur (3,3%) ; la salinité ne semble donc pas Etre l’unique facteur détermi-
nant cette répartition saisanniére. D’aprés les données épidémiologiques
locales (Bourgeade et al., 1973 ; Dosso et al. 1983), cette période de
transition apparait particuliérement favorable & des flambées épidémiques de
choléra. Durant cette période, les eaux lagunaires présenteraient donc des
caractéristiques hydrobiologiques plus propices & cette bactérie; ces carac-
téristiques pourraient Etre induites par le phénoméne de mélange des eaux.

En effet, au début de la grande saison séche, 1'intrusion marine
en entrainant 1a déstratification du milieu permet le brassage de la colonne
d’eau et la remise en suspension des sédiments (Carmouze et Caumette, 1983).
Cette oxygénation de la coclonne d’eau accompagnée d'une remontée de sels
nutritifs accumulés dans 1°hypolimnion pourrait donc directement se réper-
cuter sur la vitalité du vibrion.

Dans 17 attente de conditions plus favorables, V. cholerae (01}
serait capable de survivre trés longtemps en restant dans un état de “dor-
mance" (Miller et al., 1984); un supplément nutritionnel lui permet de
retrouver rapidement (2 h & 21°C) sa forme initiale (Baker, 1983) et méEme de
se multiplier (Singleton st al., 1982), De plus, cet apport nutritif brutal
en exaltant l'ensemble de la chaine trophique pourrait également prolonger
la =survie du vibrion i} Hug et al, (1984) ont observé gqu’en laboratoire &

30°C, la présence de copépodes vivants contribue nettement & la croissance
du V. cholerae.

Enfin, on peut supposer que les paramétres physiques et chimigues
de 1°enpvironnement affectent également la virulence des vibrions: Tramplin
et Colwell (1984) notent une influence directe inp situ de la la salinité et

de la richesse en matiére organigque sur la production de la toxine cholé-
rique.

Be par «ces différentes implications écologiques, 1le phénomene
d’holomixis pourrait donc @tre & la base de 17énigmatigue recrudescence
saigsonniére du choléra dans les milieux laqunaires de la sous-région ouest-
africaine,



Farallélement A& la présence de vibrions cholerigues nag,
lagunaires sont fortement contaminéas par Y. oparabaemolyticus. La
de ce vibrion halophile est importante & signpaler puisqu’™il est
étinlogigue responsable d’intoxications alimentaires provoguées par la con
sommation de poisson et de cogquillage (Fujino et al., 1974). Son isolement
est signalé treés fréquemment dans 1’environnement aquatique et ce, préféren-
tiellement dans des eaux marines de température élevée (> 13°C : PRaross et

Liston, 1970 ; > 21°C : Watkims et Cabelli, 1983).

Dans les eaux lagunaires, V. parabaempolyticus est principalement
isplé dans des eauyx de salinité supérieures a 11 %. . Cependant, les
fluctuations saisonnidres de 1la salinité ne se répercutent pas sur les
fréquences d'isolement de cette espéce comme Bockemihl et Triemer (1974) ont
pu 1l ohserver dans les eaux saumdtres togolaises . A Abidjan, on dénombre
autant de V. oparahaemolyticus aux 2 saisons. Far contre, 17hypolimnian

semble constituer wun biotope particuliérement privilégié et ce fait semble

Btre A& l7origine de 1’apparente dépendance de cette bhactérie vis & vis de
la salinité.

V. parahaemplyticus est isolé prés de 2 fois plus souvent dans les
sédiments que dans les eaux de surface et les sédiments de salinité supé-
rieure a 11 4. sont nettement plus contaminés. La contamination est tres
forte dans 1la baie de Biétri ol cette espece est principalement présente

dans les eaux du fond anoxiques.

Dans les zones stratifiées de cette baie, 1la halocline et 1%ony-
cline conditionnent la répartition verticale du phytoplancton, des bactéries
et corrélativement celle du peuplement zooplanctonique dominé principalement
par le calanide Acartia clausi gabonensis (Caumette et al., 1983). Absent en
profondeur, le zooplancton ne semble donc pas &tre directement impligué dans
la prédominance spatiale du V. parahaemolyticus comme cela a pu &tre abser-

vée avec un autre copépode A. tonsa dans la baie de Chesapeake (Kaneko et
Colwell, 1973 et 1975).

Cependant, 1la présence de sédiments en suspension ainsi que de
chitine, constituant principal des carapaces de copépodes, pourrait &tre
indirectement 4 l'origine de cette prédominance spatialejy les enzymes pra-
téolytiques, <chitinolytiques et lipolytiques prédisposent les Vibrio a 1la
décomposition rapide des structures cellulaires de leurs hates (Bianchi M.
1974) et la chitine favorise nettement la croissance du V¥, parahaemolyticus
(Watkins et Cabelli, 1985). De ce fait, 1 hypolimniaon des zanes confinées et
anoxiques pourrait €tre, en tant gue réserveoir de carapaces, un milieu

encore plus propice a la croissance de ces micro-agrganismes.

De m&me que Bockemithl et Triemer (1974), an dait suspecter les
milieux lagunaires du Golfe de Guinée d'&tre des biotopes particuliérement
adaptés a 1'écologie du V, parahaemolyticus.

Du fait de la similitude de leurs caractéristiques auto-écologi-
ques, V. parahaemolyticus et algipolyticus sont souvent rencantrés dans les
mEmes échantillons (Jaseph et al., 1983) ce gque nous avons obhservé 7 fois.
La distribution des V. alginalyticus apparait par contre plus conditionnée
par 17évolution saisonniére de la salinitéy la présence de celui-ci est 2
fois plus fréguente durant la saison séche gque durant la saison des pluies
et des crues, et la frequece d'isolement de cette bactérie augmente avec la
salinité des échantillons de surface et de fond. L'isolement de ce wvibrion
est peu mentionné dans la littérature bien que depuis 1973, il soit reconnu
comme pathogéne pour 1l haomme (Zen-Yoji et al., 1973).



Dans les eauy marines europeennes, son isolement est l1ié a 17 au-
gmentation estivale de la température (Gjerde et Boe, 1981) et il est plus
fréquent que celui du V. parahaemolyticus (Kampelmacher et al., 1972). Ces 2
vibrions ont été isolés dans les eaux de la baie de Jakarta (Molitoris et
al., 1983) 3 V. alqinolyticus présentait une distribution saisonniére avec

100% de preésence durant la saison seche (mai a septembre) gqui n’a pas pu
8tre corrélée aver la température de 1’eau.

Les présences d’Aeromonas caviae et A sghria dans des échantil-

lons d’eau sont par contre plus exceptionnelles ;3 de nombreux A. caviae ont
cependant été isolés lars d’une épidémie de diarrhées a Calcutta (Sakazaki
et al,, 1971) tandis que Fritsche et al. (19753; in Sakazaki et Balows, 1980}
signalent un cas de gastroentérite aigué causée par cette mé@me espéce.
L7infection & A. sobria présente los mEmes manifestations cliniques et

Champsour t gi_ (1982) décrivent un syndraome cholériforme provogqué par
cette bactérie,

e
r

La fréquence d'isolement de ces espéces dans les eaux lagunaires
iveiriennes peut atteindre 12,5 %4 et leurs distributions s”avérent indé-
pendantes de la salinité. La prédominance de ces espéces dans les eaux de
surface témoigne de l’origine exogéne de ces contaminants; 1les premiéres
pluies semblent favariser la dissémination de ces espéces qui sont préféren-
tiellement isolées durant les mois de mai et juin,

L"écologie d’A. hydrophila est mieux cannue. De nombreux auteurs
signalent 1’importance de la température de 1l eau sur la distribution de
cette bactérie dans l’environnement aguatique (Hazen, 1983) et parmi les
feromonas, cette espéce est la plus fréquemment rencontrée dans les eaux

chaudes (23°C) polluées de la cite est des Etats-Unis (Le Chevallier et al.,

1982). Les eaux tropicales pourraient donc Etre favorables & ce micro-
organisme.

Dans les eaux lagunaires, la distribution d'A.
des.variations saisonniéresy 5 fois plus d’A., hydrophila
las saisons des pluies et de crues que lors de la saison s .
distribution est affectée par 17évalution saisenniére de la salini
fréquence totale d’isolement de cette espéce dans les eaux lagunaire
mente avec la dessalure de 17eau pour atteindre un fréquence de 10,3 % dans
les eaux les plus douces. Ce comportement peut Etre conditionné par les
caractéristiques auto-écologiques de cette espéce mais elle pourrait aussi
résulter de son origine anthropique i la majorité des isolements sont effec-
tués & proximité de rejets. D autre part, la distribution de cette hactérie
paurrait corroborer les données épidémiclogigques locales 3§ une plus forte
contamination humaine est ohservée au cours des mois de juillet et d7aoit
(Dosse et al,, 1984). Les pluies doivent encore une fois Etre a l'origine de

cette tendance saisannitre.

On retrouve donc également au niveau de la distributicn des micro-
organismes pathogeénes, wune influence directe de 1l hydrobioclimat lagunaire.
Celui-ci semble conditionner nan seulement leur présence mais aussi leur
survie et leur dissémination.



V.3. Conclusion.

La zone estuarienne de la lagune Ebrié est actuellement la cible
de 1'expansion économique de la ville d’Abidjan et de ses 1,6 millions
d'habitants. En recevant la quasi-totalité des rejets anthropiques et in-
dustriels, le milieu lagunaire présente une forte pollutieon organique et

fécale dont 17 évaluation s’avére complexe compte tenu de 1 hydrologie de la
zone estuarienne.

L'influence de la marte est trés importante, surtout au niveau des
stations ouvertes et pour une estimation plus représentative du deqré de
pollution, il serait donc a notre avis préférable de réaliser un échantil-
lonnage bi-quotidien. Compte tenu des caractéristiques de la marée & Abid-
jan, celui-ci pourrait s*effectuer a 6 heures d’intervalle.

L’état de contamination des eaux lagunaires a été apprécié confar-
mément aux recommandations du programme MED POL VII. De mEme que pour ce
programme, c’est avec succés gquun modéle de distribution log-normale a
permis d’interpréter convenablement les concentrations bactériennes dans
les eaux lagunpaires ivoiriennes.

D’aprés les normes OMS/PNUE, le milieu lagunaire serait impropre a
toute wutilisation. Cependant, on peut s’interroger sur la validité de ces

normes pour les milieux tropicaux et en particulier, pour cette lagune
tropicale.

En effet, la forte contamination microbienne d'origine fécale n’a
pas pu Etre corrélée a la présence d’entérobactéries pathogénes. La vitalité
de ces bactéries dans les eaux lagunaires doit donc Etre trop limitée pour
qu'elles puissent Etre isolées mais la méthodologie de recouvrement de ces
micro-organismes reste aussi & optimiser pour confirmer ces données.

Les eaux lagunaires sont fortement contaminées par Pseudomanas
aeruqinosa dont l’incidence pathologique est signalée croissante en milieu
tropical. Mé8me si la sélectivité de la méthodologie utilisée reste a amélio-
rer, le dénambrement systématique de P. aeruginaosa peut Etre entrepris dans

un programme routinier,

D>autre part, du fait de leurs caractéres saumdtre et turbide,
mais aussi A& cause de la température et du degré d’eutrophisation élevés,
les eaux lagunaires de la zone estuarienne présentent un ensemble de condi-
tions favorables & la vitalité des VYibriopaceae dont certaines espéces sont
pathogénes,

Ces micro-organismes et plus particuliérement Y. parahaemolyticus
sont favorablement influencés par les rejets anthropiques eutrophisants ; de
ce fait, ils pourraient aussi servir de bip-indicateurs de pollution organi-

que des milieux lagunaires.

Compte tenu de la redondance des informations apportées par 1la
recherche simultanée des Escherichia coli et des entérocoques, les dénombre-
ments de P, aerugingsa et VY. parahaemolyticus devraient se substituer a
celui des entérocoques. La recherche de ces bactéries en association avec
celle des bio-indicateurs fécaux, E. coli et C. perfringens constituerait

alors un complément significatif dappréciation de la qualité des eaux
lagunaires.



cholerae et par la détermination du caractére hémolytique des sduches de V,
parahaemolyticus isolées. Rappelans que le plus souvent, les souches isolées
de 1'environnement aquatigque répandent négativement & ces recherches et ce,
malgré 17endémosporadicité des affections intestinales causées par ces vi-
brions (Schandevyl et al., 1984 ; Sarkar et al., 198%). En Cste d’Ivaire,

Vibrio parahaemalyticus est impliqué en pathologie humaine sous 2 formes
cliniquesy wune gastro-entérite et un syndrome cholériforme évocateur du
choléra. Des bactéries halophiles responsables d’un syndrome cholérifaorme
sont de plus en plus fréquemment isolées des milieux aquatiques et ce der-
nier point illustre les risques liés a l’emission directe de bactéries

pathogénes dans un milieu saumitre et eutrophe comme le mileu lagunaire.

En effet, ce type d’écosystéme en stimulant la <croissance des
Vibrionaceae pourraient favoriser les échanges d’informations génétiques
entre les différentes souches compatibles (Bianchi et Bianchi, 1983). La
possibilité de telles recombinaisons naturelles permettrait ainsi a4 cer-
taines souches de l'environnement d”acquérir le support génétique codant
pour une antibio-résistance ou un facteur toxinogéne. A cet égard, signalons
également que de nombreux auteurs isolent dans les milieux aquatigues conta-
minés, des coliformes fécaux résistants & plusieurs antibiotiques (in
Stotzky et Babich, {986). Ces considérations soulignent donc les dangers de
rejeter dans de tel environnement des bactéries pathogénes issues des mi-
lieux hospitaliers.,

Au niveau étiologique, 1" aspect de la lagune accompagné de dégage-
ments npauséabonds est suffisamment répulsif pour limiter la pratique de
loisirs aquatiques. La contamination humaine par contact direct doit donc
ftre plutst envisagée lors des activités mépagéres (vaisselle, lessive, ..).
Il apparait donc nécessaire de favoriser l’hygiéne alimentaire afin de
limiter la contamination par ces micro-organismes.

L'isolement de Vibrio est fréquemment mentionné sur des organismes
aquatiques qu'ils soient fraichement pEchés ou encore plus souvent sur les
marchés (Bockemihl et Triemer, {974 ; Molitoris et al., 1985). La contamina-
tion par manutention ou consommation de produits de la p8che insuffisamment
cuits semble encore plus probable. Compte tenu de 1 importance des produits
agquatiques dans 1l alimentation ivoirienne, une surveillance sanitaire de ces
produits devrait Btre envisagée en paralléle d'un réseau d’observation de la
qualité des eaun. BSakazaki et al. ({979) estiment a 10®UFC 1a dose infec-

tieuse de V, parahaemolyticus (KP+) et proposent une valeur standard de 10*

pour {00 grammes d’aliment contaminé.

Au niveau du plan d'assainissement, 1la priorité est actuellement
donnée aux raccordements des réseauw déja existants. Il en résulte une
concentration croissance des effluents au niveau de 2 points de rejet gqui se
situe dans le chenal central et en baie de Biétri,

La libre circulation des eaux se révéle donc indispensable a 1la
survie de cet écosystéme et tout aménagement doit respecter cet impératif
hydrolaogique. ‘



A cet égard, 1l est important de signaler le rile sanitaire du
canal de Vridi gqui constitue un véritable "poumon" hydrologique pour le
milieu lagunaire. Naon seulement ce canal permet 17intrusion d’eaux marines
avec les marées qui diluent les eaux lagunaires mais «c'est également A

travers celui-ci que la crue charrie en mer 1 ensemble des déchets générés
par la ville d’Abidjan.,

L effet naturel de "chasse d'eau” des crues apparait donc oprimor-

dial pour la salubrité des eaux lagqunaires et la santé des populations
riveraines.

Actuellement, cette remargque s'aveére d'autant plus importante
qu'il a été décidé de rétablir le grau de GBrand-Bassam qui constituait avant
le percement du canal de VYridi, l’embouchure naturelle du fleuve Comcé.

Cette décision est justifiée par la prolifération intense de
végétauyx aquatiques (Pistia stratiotes, Salvinia molesta et Eichhornia cras-

sipes) dans les zones dulGaquicoles lagunaires et sur les eaux du fleuve
Camoé entrainées secondairement jusqu’a Abidjan lors de la saison des crues.
Qutre les phénoménes d’eutrophisation qu’elles accentuent par leur sédimen-
tation, ces oplantes constituent de véritables tapis végétaux flottants qui
entravent la circulation nautique et 1 activité de p8che artisanale. Cette
réouverture prévue pour octobre 1987 a donc été décidée pour permettre une
évacuation directe de ces plantes en mer et limiter ainsi leur présence
encombrante dans les eaux abidjanaises.’

Par conséquent, les crues du fleuve Comoé n'atteindront plus avec
la mé&me intensité la région d’Abidjan. Connaissant 1 importance sanitaire
des crues de ce fleuve au niveau d’Abidian, on ne peut que s’inquiéter des
canséquences écologigues et étiologiques de 1'accroissement du confinement
des eaux lagunaires sans la mise en place d’un systéme d assainissement
adapté. -



CONCLUSION GENERALE



Cette étude présentait 1’intér8t d évaluer la salubrité de la
zone estuarienne de la lagune Ebrié tout en définissant une stratégie de
surveillance sanitaire spécique aux écosystiémes lagunaires tropicaux. A cet
égard, la partie centrale de la lagune Ebrié soumise aux rejets anthropiques
et industriels de 1a ville d’Abidjan constituait un milieu idoine & cette
double finalité; la température et 1l eutrophisation des eaux, les nombreuses
vocations socio-économiques ainsi que le contexte épidémiologique de cette
laqune renfor%ant 1°intér8t de ce programme.

Ce programme & mis nettement en évidence 1"influence de 1 hydro-
climat lagunaire sur 1°évplution temporelle du deqré de contamination fécale
de la zone estuarienne. Si dans un premier temps, les pluies contribuent
localement a 17accroissement de la pollution, elles sont par la suite &
1’origine de crues fluviales qui, en arrivant au niveau d"Abidjan, é&vacuent
au large du canal de Vridi, 1’ensemble des déchets générés par 1’aggloméra-
tion abidjanaise. Durant cette période, il doit en résulter une plus forte
contamination de la zone littorale dont 1°état sanitaire reste a évaluer,

La libre circulation des eaux doit donc Btre favorisée et 17 effet
naturel de chasse lié au passage de la crue est capital pour la salubrité
des eaux lagunaires au niveau d'Abidjan, :

Les eaux lagunaires sont toute 1 année fortement contaminées par
€. coli, les entérocoques, C. perfringens et P. aeruginosa; la classifica-
tion des saux lagunaires d aprés les critéres OMS/PNUE du programme MED.POL.
VII. s'avére discutabhle. Néanmoins, «ces données pourront servir de base 3
1"interprétation de toute évolution future de la contamination & la suite de
la mise en place d'un réseau d'assainissement ou encore de la modification
du contexte hydrologique de la zone estuarienne.

Cette forte contamination résulte de 1l importance des rejets car
les epaux lagunaires ne permettent pas la prolifération de ces espéces. Les
caractéristiques physico-chimiques et plus particuliérement les teneurs en
chlorure de Sodium et en métaux lourds limitent la survie des bactéries
entériques. De plus, les eaux lagunaires abritent un ensemble de populations
bactériennes, phyto et zooplanctoniques qui, par leurs activités bactéricide
et prédatrice entrainent la disparition des espéces allochtones. La tempéra-
ture élevée active ce processus auto-épurateur qui peut 8tre assimilé & un
lagunage naturel. Néanmoins, 1'accroissement des rejets organiques est la
source de nouveaux problémes qui interférent avec la pollution bactérienne.

D'une part, la pollution organique dans les baies confinées at-
teint une telle 1intensité que 1’hypolimnion de certaines zones devient
hypereutrophe. Les caractéristigques aphotiques et anoxiques limitant [7ex-
pression de phénomeénes auto-épurateurs, ces zones hypereutrophes peuvent
constituer des réservoirs de bactéries pathogeénes., Les suspicions sont
g’ autant plus importantes que la destratificatiaon de la colonne d’eau au
début de 1la grande saison séche pourrait, en favorisant le brassage des
eaux, entrainer 1la dissémination de ces bactéries. De m8me, i1l est impor-
tant de s’ingquiéter de 17accroissement des rejets chimigques dans le amilieu
lagunaire gqui peuvent intoxiguer les agents biclogiques contribuant & 17au-
to-épuration des eaux.
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Les pollutions organique et chimique, outre les agressions qu’el-
les constituent, peuvent exacerber les risques liés 4 wune contamination
microbienney cette constatation souligne par conséquent 17intér8t dune
approche pluridisciplinaire de 17 assainissement des eaux. FPour les mEmes
raisons, il convient de s’inquiéter de tout accroissement du confinement des
eaux lagunaires qui amplifierait ces phénoménes.

me ou du poissan et sont la cause de flambées épidémiques plus ou moins
graves selon l’espéce ou le biotype de celle-ci. En favarisant leur prolifé-

ration, 1l’eutrophisation des eaux exhalte les risques épidémiologiques liés
a leur présence.

Parallélement, cette étude a permis de formuler un ensemble de
recommandations préalables a 17élaboration de programmes de surveillance des
milieux lagunaires tropicaux. De 1%échantillonnage a l'interprétation sta-
tistique, ces recommandations sont les suivantes :

- Dans les zones ol se fait ressentir 1°influence de la marée, un
échantillonnage bi-quotidien se révéle indispensable & 1l’estimaticn re-
présentative du degré de pollution, Compte tenu des caractéristiques de la
marée a Abidjan, celui-ci devrait s’effectuer @ 6 heures d'intervalle,

- En milieu lagunaire tropical, le rayonnement solaire, la tempe-
rature et autres caractéristiques physico-chimiques de 1'eau sensibilisent
intensément les cellules hbactériennes; ces processus limitent leur durée de
survie dans les eaux lagunaires mais aussi leur aptitude de culture dans
conditions sélectives. Les échantillons aussitat prélevés devront par consé-
quent Etre conservés au froid et & 1'abri de 1la lumiére naturelle, et
analysés le plus rapidement possible.

~ Au niveau de 17 approche méthodologique, cette étude a permis de
préciser la veocation et les limites du concept de bio-indicateur. Les 1in-
cubations du Chap. IV soulignent la nécessité de prendre en compte les
fluctuations saisonniéres des vitalités bactériennes respectives dans le
choix des bio-indicateurs les plus adaptés au milieu lagunaire. La recherche
des entérocogques, bien que de plus en plus recommandée en zone tempérée,
s’avére inadéquate en zone tropicale. De plus, mEme une méthodologie suppo-

sée sélective ne permet pas de garantir l'origine humaine de la contamina-
tion detectée.

Par contre, Escherichia «coli se révele in vitro un indicateur

fidéle de la présence de Salmonella. La détection d°E. coli et celle de C,
perfringens en tant que témoin ‘de contamination ancienne permet une bonne
évaluation primaire du dégré de pollution d’arigine fécale. La recherche
spécifique voire le dénombrement des micro-organismes pathogénes tels que
Vibrio parahaemolyticus (KP+) et Fseudomonas aeruginosa s’ avére néanmoins
indispensable & 1%évaluation de la qualité sanitaire des eaux lagunaires
tropicales. '

La recherche des ces micro-organismes peut 8tre effectuée par des
techniques classiques d’ensemencement sur milieux de culture. Une méthodolo-
gie sensible et spécifique a été définie pour le recouvrement optimal d“E.
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La détection directe de ces micro-organismes en microscopie A
fluorescence est dans 17avenir la technique a privilégier. En comptabilisant
les cellules non cultivables sur milieu gélo=é, cette méthode permet une
estimation plus juste de 1’ abondance bactérienne et des risques épidémiolo-
giguesy en effet, les cellules non cultivahles seraient toujours viables et
susceptibles d exprimer leur éventuelle pathogénicité. Le dévelaoppement de
cette technique en milieu aquatique reste cependant conditionné aux pro-
blémes de filtration des eaux turbides.

- Enfin au niveau de l’interprétation statistique des dannées
recusillies, le Chap. V a permis de vérifier 1’adéquation de la transforma-
tion Logarithmique pour normaliser les concentrations bactériennes et cal-
culer les paramétres statistiques de la qualité bactériologique des eaux de
surface des différentes stations lagunaires.,

L’ensemble de ces conclusions pourra donc servir & 1%évaluation de
la contamination bactérienne des milieux lagunaires tropicaux et en parti-
culier les estuaires et lagunes de de 17Afrique de 17 Quest.

Une démarche similaire se révéle indispensable-ad 17étude de 1la
contamination virale des eaux lagupaires qui n’a pas encaore été évaluée,

Enfin, les recherches ultérieures devront s’ attacher a mieux con-
naitre 1"écologie des micro-organismes pathogénes mais aussi celui des génes
codant pour leur pathogénicité, Les édcosystémes lagunaires sont probablement
le lieu de nombreuses recombinaisons génétiques naturelles et de ce fait, le
berceau de nouvelles souches bactériennes aux propriétés multiples. Comme il
a déja été remarqué, ces zones pourraient favoriser les transferts généti-
ques de caractéres de pathogénicité ou de résistance aux antibiotigues entre
espéces compatibles allochtones et autochtones mais i1 pourrait également
8tre imaginé le transfert de génes "marins" entre les bactéries halophiles
et les bactéries pathogénes rejetées dans le milieu aquatique.



RESUME



La zone estuarienne de la lagune Ebrié subit 1le développement
démographique et industriel de la ville d’Abidjan. Les nressians anthrapi-
. ques y sant particuliérement intenses; 1 assainissement n’est assuré actuel-
lement que par une évacuation directe des effluents urbains dans le milieu
lagunaire. De nombreuses affections telles gue les salmonelloses ou le
choléra sévissent sous une forme endémique. Devant ces menaces épidémiolo-
giques et compte tenu ses nombreuses vocations socio-éconamigques (pBche,
aquaculture, tourisme, ...J), la lagune Ebrié méritait une évaluation de sa
qualité microbiologique. Cette constatation et la diversité des conditions
écologiques rencontrées ont doublement motivé cette étude & caractéire fanda-
mental et appliqué.

Dans un premier temps, diverses méthodes d’analyse microbiologique
des indicateurs bactériens ont été testées puis sélectionnées. Les méthodo-
logies retenues ont ensuite été appliquées au suivi annuel du niveau de
contamination bactérienne des eaux et sédiments de la zone estuarienne de la
lagune. Paralleélement, dans le but de confarter les interprétations sur
l1"évolution spatio-temporelle de ces contaminations, la survie de bactéries
pathogénes a été étudiée expérimentalement.

- Analyse bactériologique des eaux lagﬁnaires.

Cette étude a eu pour but de sélectionner les méthodologies per-
mettant le recouvrement optimal d*Escherichia coli, des entérnocogques, de

Clostridium perfringens et de Pssudomonas aeruginosa. Les méthodologies
optimales ont été définies comme celles permettant la croissance spécifique
du plus grand nombre de bactéries recherchées présentes dans 1l échantillon a

analyser,

Les méthodes retenues sont pour E. coli, 1la culture sur les mi-
lieux gélosés m-FC et m-TEC incubés a 44,3°C ; pour les entérocoques, 1la
culture sur la gélose D-Coccosel incubée & 44°C et opour C, perfringens, la

culture en gélose profonde dans le milieu Trypcase-Sulfite-Neomycine incubé
a4 44°C., Un nouveau milieu de culture m.PA-L est proposé pour la recherche

- Estimation de la survie de guelgues bactéries pathogénes dans les
eaux lagunaires baignant la ville d"Abidjan.

tridium perfringens. Les incubations réalisées in vitro montrent gu’aucune
croissance significative n’a lieu que ce soit dans les échantillons d’eau de
surface ou prélevés en profondeur. Soumis & d'importants rejets eutrophi-
sants, les eaux lagunaires abritent un ensemble de populations bactériennes,
phytn et zooplanctoniques qui par leurs activités bactéricide et predatrice
entraine la disparition des bactéries entériques rejetées. La présence de
myxobactéries, micro-organismes prédateurs d'E. cpli est signalée pour la
premiére fois dans les eaux lagunaires.
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Une meilleure vitalité d° E, coli et de C. perfrinaens est obser-

vée dans les zanes profondes hypereutrophes et anoxiques. Ces zones pour-
raient constituer des réservoirs de bactéries pathogeénes.

Les variations hydrobioclimatiques de la qualité des eaux la-
gunaires se répercutent au niveau des aptitudes de survie des bactéries
incubées in vitro. C'est au cours de la saison séche, lorsque 1”intrusion
marine est maximale, que sont observées les durées de survie les plus cour-
tes. A l'inverse, durant la saison des pluies et des crues, les eaux la-
gunaires sont plus douces et plus eutrophes; ces périodes sont plus favora-
bles a la survie des entérobactéries et par conséquent plus propices & des

flambées épidémiques d’infections causées par ces bactéries.

- Evolution annuelle de la contamination microbienne dans 1’eau et les
sédiments.

La contamination bactérienne du milieu lagunaire par les E. coli,

les entérocoques, les C. perfringens et les P. aeruginosa se révele trés
forte tout au long de l7année guelle que sait la station. Glaobalement, on
observe entre le mois de mai et le mois de juillet, soit durant la saison.
des pluies, une augmentation significative du degré de contamination des
eaux de surface. Au cours de cette période, le lessivage et le ruissellement
des sols souillés ainsi gue la vidange des égouts semblent &tre &4 1’origine
de cet accroissement de la pollution., Le plus fort accroissement de contami-
nation par E, coli est & relier a la variabilité des aptitudes de survie de
cette bactérie.

Consécutivement & cet accroissement, 1’arrivée des crues fluviales
entraine une diminution significative de la pollution d’origine fécale
soulignant ainsi son réle épurateur; 17effet de chasse 1ié au passage de la
crue est capital pour la salubrité des eaux lagunaires au niveau d'Abidjan.

La forte contamination microbienne d'origine fécale n"a pas pu
ftre corrélée a la présence d'entérobactéries pathogénes. Par contre, de
nombreux Vibrionaceace ont été identifiés dont Vibrio cholerae NAG, V

parahaemolyticus, ~ VY. alginalyticus, Aeromonas hydrophila, A. caviae et A.

ment influencée par les caractéristiques hydrobioclimatiques lagunaires. Du
fait de leurs caractéres saumitres mais aussi &4 cause de la température et
du degré d’'eutrophisation élevés, les eaux lagunaires de la zone estuarienne
présentent un ensemble de conditions favorables a la vitalité des Vibric
dont certaines espéces sont pathogenes,

En conclusion, la zone estuarienne de la lagune Ebrié¢ présente des
caractéristiques climatiques, hydrologiques et hydrobiologiques qui impo-
saient 1la définition d'une stratégie d’étude spécifique. Celle-ci a permis
de formuler un ensemble de recommandations qui pourrait Etre transposé &
d*autres milieux lagupaires tropicaux. La poursuite dune telle approche
devrait permettre d’évaluer la capacité d’auto-épuration bactériologigue
d'un milieu laqunaire tropical ainsi que de mieux connaitre 1’écologie des
micro-organismes pathogenes et leurs relations avec 17 homme.

mots clefs: Céte d’Ivoire, 1laqune, eau, sédiments, indicateur bactérien,
bactérie pathogéne, méthode d’analyse, survie, contamination
bactérienne, évolution saisonniére.
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ANNEXE | : Compositiaon des wmilieux de culture.
{formule en g/l d’eau distillée)

Tamppn phaosphate (pH 7,2).

KZHPO4
KH2PQO4

[l 7 |

Steériliser a 1%autoclave pendant 15 mn 2 1219C,

Milieu a.FC {(Fecal Coliform) (DIFCO)

Bacto-tryptose 10,0
Protéose peptane n?%3 3,0
Extrait de levure 3,0
NaCl 3,0
Sels biliaires n®3 1,5
Lactose 12,3
Bleu d'aniline 0,1
Agar 15,0

Chauffer jusqu’a ébullition puis retirer rapidement. NE JAMAIS AUTOCLAVER.
Ajuster le pH a 7,4,

Application: isolement des coliformes.

Milieu m.TEC (Total E., coli (Dufour et al.,1981)

Frotéose peptone n°3 9,0
Extrait de levure 3,0
NaCl 7.5
Lactase 10,0
K2HPO4 3,3
KH2FO4 1,0
Na-Lauryl sulfate 0,2
Désoxycholate de Na 0,1
Pourpre de bromocrésol 0,08
Rouge de bromophénal 0,08
Agar 15,0
pH 7,3

Steriliser & 17 autoclave pendant 13 mn & 120°C,

Application: isolement des colifarmes.



Milieu E.L.S.A.B.( Wright, 1984)

Bacto-tryptose 20,0
Extrait de levure 4,0
Lactase 30,0
Na-lauryl sulfate 1,0
Rouge de phénol 0,2
figar 12,9

Ajuster le pH a 7,4
Faire fondre le milieu puis porter a ébullition.

Application: isolement des colifarmes.

Gélose lactosée au T.T.C. et au Tergitol {(Inst. Pasteur)

Extrait de viande 3,0
Feptaone 10,0
Extrait de levure 6,0
Lactose 20,0
Bleu de bromothymol 0,03
Agar 12,73

Faire fondre le milieu de base (47,8 g pour 1 1) puis porter
a ébullition, Stériliser a l1’autoclave pendant 20 mn a 115°C.
Aprés refroidissement, ajouter pour 1 litre :

- 30 ml de solution stérile de chlorure de 2-3-%
triphenyltetrazolium (T.T.C.) 4 0,03 % en eau distillée,
- 30 ml de solution de Tergital a 0,02 %4 en eau distillée.
Bien mélanger, puis couler en boites de Petri.

Application: Isolement des caolifaormes,

Milieu Eosine bleu de méthyléne de Levine {(BioMérieux)

Biocgélytone 10,0
Lactose 10,0
K2HPO4 2,0
Eosine Y 0,4
Bleu de methyléne 0,065
Agar 19,0
pH 7,1 '

Stériliser & 17autoclave pendant 13mn a 120°C.

Application: isolement des colifaormes.



Gélose Desoxycholate lactose {(BioMérieux)

Biopolytane 10,0
NaCl 3,0
Lactase 10,0
Citrate de Na 2,0
Désgxycholate de Na 0,3
Rouge neutre 0,033
Agar 15,0
pH 7,1

Stériliser a 1’autoclave pendant 15 mn A 113°C.

Application: isolement des coliformes.

Milieu T.M.B, (Pugsley et al,, 1973)

Tryptane 20
K2HPOD4 {
NaCl 3
Mannital g
Tryptophane 3
Bleu de bromothymal (0, 4%) 1
pH 7,4

Application: identification d° E. coli.

Gélaose D-Coccosel (BioMérieux)

Biotrypticase 17,0
Biothione 3,0
Extrait de levure 3,0
Bile de baeuf 10,0
Chlorure de Na 3,0
Citrate de Na 1,0
Esculine 1,0
"Citate de fer ammoniacal 0,8
Azide de Na 0,23
Agar 3,5
pH 7,1

Stériliser a 17 autoclave pendant 15 mn & 120°C.

Application: isolement des entérocogues.



Gélose T.S5.N.(Tryptcase,Sulfite,Néomycine) (BiaMérieux)

Biotryptcase 13,0

Sulfite de Na 1,0

Sultate de Neomycine 0.02
Sulfate de Polymyxine 0,03
Extrait de levure 10,0

Citrate de fer 0,3

Agar 13,3

pH 7,2

Répartir en tube
Stériliser & 1’autoclave pendant 12 mn & 118°C. Eviter toute surchauffe.

Bouillon au thioglycolate avec resazurine (BioMérieux)

Biotrypticase 1
L.cystine

Glucose

Extrait de levure

NaCl

Thioglyceclate de Na

Resazurine

Agar

pH 7,1

SO R oL

Répartir en tube de 20 ml & raison de 10 ml par tube.
Stériliser & 17 autoclave pendant 13 mp & 120°C,

Milieu Lactase-Sulfite. (Romond et al., 1981)

Biotrypticase 9,0
Extrait de levure 2,9
NaCl 2,5
Lactose 10,0
Chlorydrate de cysteine 0,3
Bisulfite de Na 0,73
Nitrate de fer (III) 0,70

Ajuster le pH a 7,1
Répartir 10 ml par tube contenant une cloche de Durhanm.
Stériliser & 17autoclave pendant 15 mn a 115°C.



Milieu Sucrose-5ulfite

Biotrypticase 9,0
Extrait de levure 2,5
NaCl 2,3
Sucrose 10,0
Chlaorydrate de cysteine 0,3
Bisulfite de Na 0,73
Nitrate de fer (III) 0,70
Rouge de phenol 0,02

Ajuster le pH a 7,1
Stériliser & 1’autoclave pendant 15 mn & 115°C.

Application: fermentation du sucrose par C

Milieu m.PA-B (Dutka et Kwan, 1977)

L-Lysine.HCl 9,0
Extrait de levure 2,0
NaCl 9,0
Na.thiosulfate 1,5
Sucrose 1,23
Xylose 1,23
Lactose 1,29
Citrate d*ammonium ferrigue 0,80
Rouge de phénnl 0,08
Agar 15,14

Stériliser 4 1’autoclave pendant 15 mn a 121°C,
Apreés refroidissement, ajouter les antibiotiques suivants:

Sulfapyridine 176,00 mag
Sulfate de kanamycine 8,3 mg
Acide nalidixique 37,0 mg
Actidiane 130,90 mq

Ajuster le pH a 7,1 , puis couler en boites de Petri.



Milieu pour 1’isolement de P. aeruginosa (Inst. Pasteur)

Peptone 16,0
Hydrolysat de caseine 10,9
Sulfate de potassium 10,0
Chlorure de magnesium 1,4
Cetrimide 0,2
Acide nalidixique 0,015
Agar 10,0

Verser 47,6 g du milieu déshydraté dans 1 1 d'eau distillée,
Ajouter 10 ml de glycérol puis porter doucement a ébulition
jusgqu’a dissolution compléte.

Stériliser & 17autoclave pendant 13 mn a 121°C.

Milieu m.PA-L

L.Lysine.HCl 3423
NaCl : 3,29
Extrait de levure 2,10
Thiosul fate de Na 9+23
Sulfate de Mg 1,40
Xylose 1,3
Citrate d’ammonium ferrigque 0,80
Rouge de phénol 0,08

Dissoudre dans 700 ml d*eau distillée,.
Stériliser a 17 autoclave pendant 15 mn & 120°C,

Solution 2.

Lait instantané en poudre 89 g
Eau distillée 300 ml

Dissoudre puis porter & ébullition.
Stériliser & 1’autoclave pendant 15 mn & 120°C.

Mélanger les solutions 1 et 2.
Aprécs refroidissement, ajouter les antibiotiques suivants:

Sul fapyridine 176,09 mg
Sulfate de Kanamycine 8,5 ma
Acide nalidixique 37.0 mg
Actidione 150,0 mg

Ajuster le pH & 7,1 puis couler en boites de Petri.



Milieu de King A (Inst. Pasteur)

peptone 20
agar 12
glycérol . 10
k2504 {(anhydre) 10
MgCl2 (anhydre) 1,4

Milieu de King B (Inst. Pasteur)

peptone 20
agar 12
glyceral 10
K2HPO4 (anhydre) 1,5
Mg534, 7H20 1,5

H

Ces 2 milieux sont ajustés a pH 7,2 avec une solution de potasse a 19%
puis filtés sur papier et répartis en tube incliné.
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Figure 41b : Evolution saisonnidre des concentrations d’Escherichia coli {+—+), des entérocoques (e----s)

et des Clostridiua perfrigens ( A---A) en surface et en prafondeur de la station 2 et de

la station 3 (Représentation en moyenne mobile),
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Figure #ic : Evolution saisonnitre des concentrations d’Escherichia coli (+——¢), des entérocoques (e-—--w)

et des Clostridiue perfrigens ( A ---A) en surface et en profondeur de la station 4 et de
la station § {Représentation en moyenne mobile).
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et des Clostridiug perfrigens ( A---A)
la station 7 (Représentation en moyenne mobile).

en surface et en profondeur de la station 4 et de
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Figure 4le : Evolution saisonnitre des concentrations d°Escherichia coli ‘¢4——¢), des entérocogques (e----8)

et des Clostridius perfrigens ( A---A ) en surface et en profondeur de la station 8 et de

1a station 9 (Représentation en moyenne mobile).
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Figure 41f : Evolution saisonnidre des concentrations d’Escherichia coli {+—+), des entérocoques (a----u)

et des Clostridius perfrigens (A----A) en surface et en profondeur de la station 1 et de
la station 12 (Représentation en moyenne mobile). '






