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Introduction

Introduction :



L’introduction et ’accumulation des polluants dans le milieu naturel constituent une
préoccupation majeure dans la surveillance de I’environnement du fait que celui-ci subit en
permanence des séries de contraintes liées aux activités humaines.

Croyant aux propriétés purificatrices sans limite de I'environnement aquatique,
I’homme I’a utilisé sans crainte comme poubelle ou déchetterie du monde, déversant dans les
eaux littorales par negligence tous les rejets, toxiques ou non, radioactifs ou pétroliers, aussi
bien dans les estuaires qu'a proximité des cotes. Mais la vérité, c’est que 1’océan lui méme

n'est plus considéré officiellement comme un réservoir infini (Lacaze et Ramade, 1993).

Pour les mers fermées, les menaces sont inversement proportionnelles a leur
dimension (Lacaze et Ramade, 1993), Leurs surfaces et leurs volumes sont limités et les
brassages par les courants y sont faibles (Arrignon, 1991). Le milieu marin méditerranéen est
particulierement exposé au déversement de déchets agricoles, de particules en suspension
dans l'air et d'eaux de ruissellement chargées d'agents pathogéenes, de métaux lourds, de
matiéres organiques polluantes, d'huiles et de substances radioactives, (MeHSIP, 2008), dont
I’origine sont les activités industrielles, les transports maritimes (30% du trafic maritime
mondial) et les activités domestiques avec des rejets en mer estimés a 6.10° tonnes chaque

anneée, soit I'équivalent de 30 catastrophes de type "Erika" (Gallini, 2008).

Le golfe d’Annaba connait au méme titre que le reste du littoral Algérien, les mémes
problémes environnementaux; Il est exposé aux risques des différents types de pollutions

d'origine anthropique qui ont un impact sur les organismes qui y vivent et sur I’homme.

A tout cela s’ajoute le changement climatique qui a des répercutions sur la qualité de
I’eau, en particulier sur la pollution bactériologique; les taux d'acidité des mers et océans qui
ne cessent d'augmenter a cause des gaz a effets de serre, ne sont pas les seules manifestations.
Le changement climatique se manifeste par un réchauffement global, et donc une
augmentation de la température des eaux de surface (cours d’ecaux, lacs, mers). Or une
augmentation de la température de 1’eau modifie les conditions de vie des microorganismes
qui y vivent. En particulier, une augmentation de quelques degrés peut favoriser la
prolifération d’amibes, de bactéries (comme vibrio), d’algues et phytoplancton toxiques, et la
libération de toxines. La qualité des eaux de baignades et la salubrité des produits de la mer
sont ainsi altérées.

Les poissons et les fruits de mer sont la deuxieme source de protéines animales

derriere la viande. L'exploitation des statistiques sur les produits de la péche dans le monde,



montre que les mollusques et les crustacés constituent la principale ressource dinvertébrés
marins (Laubier, 1987).

Les moules sont sans doute le moyen le plus efficace de convertir la matiere organique
produite par l'organisme marin autotrophe situé au premier niveau de la chaine alimentaire

(phytoplancton) en une nourriture humaine agréable et riche.

En raison de leur capacité de filtration et d’accumulation importante des particules et
polluants du milieu, les moules ont été retenus comme bio-indicateur de la contamination, par
excellence (Jorgensen, 1960). Elles sont, en effet, utilisées comme indicateurs biologiques
dans des programmes de biosurveillance afin de mesurer le degré de pollution

environnementale.

La consommation des bivalves contamines, expose le consommateur a un risque de
toxi-infection : Fievre typhoide, Salmonellose, Shigellose, Campylobactériose, Choléra,
Gastro-entérite virale et Hépatite A (Smith De Waal et al ., 2001). En France, des épidémies
de gastro-entérites liées a la consommation de coquillage, ont été enregistrées en 1983 (4000
cas) et en 1992 (huitres de I'étang de Thau). Aux USA, entre 1990 et 2000, il a été répertorié
66 sortes d’épidémies, dont 3299 cas ont pour origine I'ingestion de mollusques bivalves
(Smith De Waal et al., 2001).

Pour préserver le consommateur, la communauté européenne (1991) a tout d'abord
édictée des normes de concentration en coliformes fécaux, pris comme indicateur de
contamination potentielle des eaux par des germes pathogénes : 10° E. coli /100ml dans les

eaux de baignades et 2.3 10° E. coli /100ml dans les eaux de conchyliculture.

Par la suite, la directive européenne 91/492/EC (Communauté européenne, 1991)
définit les critéres microbiologiques pour les bivalves; cette derniere établit que la qualité
microbiologique de ces aliments doit étre contrélée en mesurant les Coliformes fécaux (moins

de 300 pour 100g), Escherichia coli (230 pour 100g), et les salmonelles (absence).

La moule Perna perna est depuis longtemps signalée sur les cotes d'Afrique du Nord,
sous les noms de Mytilus africanus (Chemnitz) ou Mytilus pictus (Born). Lubet (1973) n'a pu
trouver de différences entre les especes Perna perna d’Amérique du sud et Mytilus Africanus
d'Afrique. Ces populations semblent donc appartenir a une seule espéce Perna perna
(Linneaus, 1758) ; cette espece est largement répandue dans le monde puisqu'on la rencontre

sur les cotes Est et Ouest de I'Atlantique tropical et subtropical : Mauritanie, Sénégal, Congo,



Angola, Amérique du Sud (Antilles, Guyanne, Brésil) et sur les bords de la Méediterranée

(cbtes d'Afrique du Nord : Tunisie, Maroc, Algérie).

Les mouliéres naturelles d’ Algérie comportent fréquemment deux espéces de moules,
Mytilus galloprovincialis (Lamarck) et Perna perna (Linné). «....Ces deux espéces si
distinctes peuvent se cueillir ensemble attachées sur le méme support » (Pallary, 1921). Il ne
semble pas qu’il s’agisse d’une particularité des moulieres d’Algérie, puisque Zaouali (1973)

signale que ces deux espéces coexistent dans les mouliéres de la région sud de Bizerte.

Mytilus galloprovincialis a fait I’objet de nombreux travaux en Méditerranée, alors
que Perna perna a été peu étudiée mis a part I'étude sur son écologie par Siddal, (1980), sur sa
reproduction et la structure de ses populations a Bordj el kiffan par Boukroufa (1987) et dans
le golfe d’Annaba par Chaoui (1993). D’une maniére générale, 1’étude des moulicres
naturelles du Maghreb a été négligée. Pourtant, Gruvel (1926) signalait que leur exploitation

pouvait entrainer une mytiliculture fructueuse.

L'étude de la biologie et de la dynamique des populations de bivalves de cette espéce
présente un intérét scientifique indéniable; Les connaissances de leur cycle de reproduction et
des parametres environnementaux pouvant ’influencer peuvent constituer des données de
base nécessaires pour toute exploitation commerciale de ce mollusque, ainsi que pour son
utilisation dans la biosurveillance du littoral. Ces espéces sont depuis longtemps considérées
comme sentinelles, a cause de leur immobilité relative et de leur sédentarité qui leur fait

acquérir un large spectre de sensibilités a la pollution (Carpenter, 1924).

L’étude de la biologie de ces bivalves est utile a plus d’un titre du fait qu’elle
représente le reflet d’une réponse plus globale de 1'organisme et rendrait mieux compte des
effets de la contamination sur I'organisme et potentiellement sur la population (Amiard et
Amiard-Triquet, 2008).

Cette étude comporte plusieurs volets :

X Un suivi de [I'évolution des parametres physico-chimiques
(Température, pH, Oxygéne dissous, salinité, matiéres en suspensions et Chlorophylle
a) de I'eau de mer.

X Détermination de la qualité bactériologique de I'eau et des bivalves par
la recherche et le dénombrement des indicateurs de contamination et leur distribution

spatio-temporelle ; Détermination de la source probable de la contamination.



X Un suivi de I’indice de condition de la moule Perna perna provenant du
littoral d’ Annaba.

<> Une ¢tude de la croissance des moules de 1’espece Perna perna
provenant de deux moulieres naturelles ;

X Une étude histologique des gonades des moules Perna perna et I’impact
des parametres physico chimiques sur le cycle de la reproduction.

X4 Un suivi de I’évolution de la teneur de la GSH et de I’activité de la GST

chez I’espece étudiée.



Matériels et méfhy



1.1. Le Golfe d’Annaba

Situ¢ dans le littoral Est Algérien, est limité a I’Est par le Cap Rosa (8° 15° E 36°
58’N) et a I’Ouest par le Cap de Garde (57° 16’E et 36° 58°N). La distance séparant les deux
caps est d’environ 21.5 milles (40Km). La profondeur maximale des eaux est de 65m. Le
plateau continental est accidenté et nettement restreint au nord du Cap de Garde (4.5 milles),

puis s’¢largit dans le golfe jusqu’a 1405 milles (27km) pour se rétrécir 1égérement a I’Est au

voisinage du Cap Rosa (Vaissiaire et Fredj, 1963) (figure 1).
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Figure 1 : Représentation du Golfe d’ Annaba.

Du point de vue sédimentologie, le fond marin débute par du sable fin dans le secteur
Ouest puis ce sable se mélange avec de la vase fine dans le secteur Est. Une chaine d’herbiers

de posidonies, installées sur des substrats rocheux qui se continuent par des vases terrigénes

molles mélangées a du sable ou des débris coquilliers (Maurin, 1961).



La température varie entre 16°C en hiver et 28.8°C en été avec une amplitude de
12.8°C (Frehi, 1998) ; la température joue un réle important dans les variations de densité de
I’eau. Ounissi et al. (1998) rapportent que I’écart de la température, entre 1’eau de surface et
celle se trouvant & 50m, dépasse 4°C ; quant a la salinité, la différence entre I’eau de surface

et celles des profondeurs, n’exceéde pas 1%o.

Dans le golfe d’Annaba, il existe trois groupes de vents dominant : des vents de Nord-
Ouest qui peuvent atteindre 9 nceuds, et provoquent une hauteur de vague de 1’ordre de 9m.
Des vents de Nord Nord-est, de 5 a 8 nceuds qui peuvent engendrer des tempétes de courte
durée. Des vents d’Est, de 9 nceuds qui peuvent perturber la navigation et engendrer des

avaries et des dégats dans le port du fait de son ouverture orienté vers 1’Est.

Les courants dans le golfe d’Annaba, présentent a son ouverture, apres le Cap de
Garde, une circulation orientée vers I’Est avec des vitesses fluctuantes selon les saisons
pouvant atteindre 0.5a 1m/s. ce courant part de la face Sud Est du Cap de Garde en direction
de I’embouchure de I’Oued Mafragh (Anonyme, 1976).

La baie d’ Annaba regoit des rejets directs de plusieurs industries installées sur la cote,
en particulier celle des produits phytosanitaires (Asmidal). Elle recoit également les eaux
usées urbaines qui subissent qu’un traitement sommaire au niveau de station de Sidi Brahim.
Les autres stations sont destinées a la collecte des eaux usées. De nombreuses autres sources
d’eaux usées sont réparties tout le long du littoral (Oued Seybousse, Oued Bedjima, Rizi

amor).
1.2. Sites d’échantillonnages:

Du fait de certains problémes (difficultés d’acces, absence de moules, etc.), le choix
des sites étudiés a €té basé sur leur emplacement par rapport aux différents rejets de la source
de pollution (rejets des Oueds et des zones industrielles). Quatre sites de prélévement de

moules et d’eau ont été choisis, de I’Ouest vers I’Est (figure 2).
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Figure 2: Positionnement des sites d’étude (Google, 2008 modifiée).

o Sitel: Cap de Garde:
Il se situe a I’Ouest de la zone d’¢tude (36°57°59.94°> N 7°47°38.30°" E), il est
supposé n’étre exposée a aucune source de pollution du fait de sa localisation assez éloignée
des divers rejets, mis a part la présence de quelque habitations, non reliées au réseau

d’assainissement ainsi que son accessibilité en saison estivale (fig.3).
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Figure 3: Image satellitaire montrant le site 1 : Cap de Garde (Google, 2008 modifiée).

o Site 2 : Rezgui Rachid (Ex St Cloud) :



Il est situé dans la zone cotiere centre (36°55°2.68°’N  7°46°4.83”’E). Il regoit les rejets

urbains des quartiers centre et Ouest d’ Annaba sans traitement préalable ainsi que les eaux de

pluie. 11 est, par ailleurs, tres fréquenté en période estivale (fig.4).
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Figure 4: Image satellitaire montrant le site 2 : Rezgui Rachid (Google, 2008 modifiée).

o Site 3 : Sidi Salem :

Il se situe a I’Est de la ville d’ Annaba (36°52°18.13’N 7°46°8.32°’E) dans la commune
d’El Bouni entre oued Seybouse et Bedjimaa, il regoit les rejets industriels du complexe
d’engrais phosphatés de Fertial ainsi que les rejets urbains d’une grande partie de la ville
d’Annaba par le biais de oued Bedjimaa et des agglomérations situées dans le bassin versant
de oued Seybouse. Bien que non autorisé a la baignade, il est trés fréquenté en période
estivale (fig.5).

Flgure 5: Image satellitaire montrant le site 3 : S|d| Salem (Google 2008 rhodlflee)
o Site4:Hnaya:



Il se situe a I’Est du Golfe d’ Annaba (36°53°6.59°’N 8°4°8.70"°E), il est supposé n’étre
expose a aucune source de pollution du fait de sa localisation assez éloignée des divers rejets;

il est fréquenté par les pécheurs et les animaux ainsi que quelques estivants en été (fig.6).

© 2009, AND

© 2009 Tele Atlas
Image © 2009 DigitalGlobe

Figure 6 : Image satellitaire montrant le site 4 : Hnaya (Google, 2008 modifiée).

2. Présentation de I’espéce étudiée (Ia moule Perna perna)

2.1. Identification, biologie et morphologie du modeéle biologique :

La moule africaine Perna perna (Lamarck, 1758) est un mollusque bivalve de forme
allongée qui posséde une charniére munie d’une ou deux dents ; fréquemment une dans la
valve gauche et 2 dans la valve droite (fig. 7). Les muscles rétracteurs du pied et muscles
rétracteurs du byssus forment une empreinte médiodorsale sur la coquille, le muscle rétracteur
postérieur du byssus a une empreinte bien visible et adjacente a celle de 1’adducteur
postérieur, I’intérieur des valves est nacré, blanc rosé. En méditerranée la taille maximale des
moules est de 90mm, avec une taille moyenne de 50 a 60mm (Fisher et al., 1987). Elle peut
atteindre une longueur maximale de 18cm. La couleur du manteau permet de distinguer les
deux sexes en effet, elle est blanchatre chez les males et rose saumon a orange chez les

femelles.



Figure 7: Perna perna (linnaeus,1758)

On la rencontre sur les substrats durs de 1’étage infralittoral et jusqu’a 100m de
profondeur. Perna perna est une espéce largement répandue dans le monde puisqu’on la
rencontre sur les cotes Est et Ouest de I’ Atlantique tropical et subtropical, en Amérique du
Sud et sur les bords de la Méditerranée (Afrique du Nord : Algérie, Tunisie, Maroc), elle vit
en mélange avec Mytilus galloprovincialis (Abada-Boudjema et Dauvin, 1995 ; Abada-
Boudjema, 1996) et se distingue de cette derniere par la coloration verte, mélangé de brun, de
la face externe de ses valves (au lieu de brun fonce), par la coloration blanc jaunatre de la face
interne des valves (au lieu de bleuté a presque noir), par la séparation d'une des trois
empreintes musculaires (au lieu que les trois empreintes soient contigués), et enfin par sa
charniére a une seule dent sur chaque valve (au lieu de trois dents sur chaque valve) (Abada-
Boudjema, 1996)(figure annexe). Elles sont largement rencontrées dans les eaux saumatres
des lagunes cétiéres. Ce sont des espéces caractérisées par une forte tolérance vis-a-vis des
conditions du milieu, ainsi elles supportent des températures de 13°C en hiver et entre 27 et
28°C en été et des salinités comprise entre 7 et 40 % (Lubet et Chappuis, 1966).

Les bivalves sont des microphages et se nourrissent par filtration de particules en
suspension comprenant le phytoplancton, le zooplancton et les résidus organiques ou seston (les
moules filtrent jusqu'a 4 litres d’eau /heure). Ils disposent d’un systéme digestif, d’un systeme

circulatoire ouvert, d’organes reproducteurs et d’un systéme nerveux élémentaire.

2.2. Position systématique de la moule Perna perna
- Embranchement.  Mollusques
- Classe. Bivalves
- Sous-classe. Ptériomorphia (beurlen,1944)
- Ordre. Mytiloida ( ferussac,1822)



- Famille. Mytilidae (rafinesque,1815)
- Genre. Perna (philipsson, 1788)

- Espece. perna (linnaeus,1758).

2.3. Intérét :

La moule est une espéce modeéle en écophysiologie. Elle résiste plus de 12 jours a
I’émersion et est capable de résister a des modifications du métabolisme, a 1’anoxie et
I’hypercapnie. Considérant plusieurs criteres biologiques et écotoxicologiques, comme leur
mode de vie sédentaire et leur mode de nutrition par filtration, les moules sont considérées
comme espéces sentinelles d’écosystémes cotiers anthropisés. En effet, elles sont utilisées
comme indicateurs biologiques dans des programmes de biosurveillance, afin de mesurer le
degré de pollution environnementale vue leur capacité de concentrer dans leurs tissus de
fortes teneurs en polluants chimiques, metaux lourds et contaminants organiques par filtration
de I’eau. De plus, leur sédentarité leur interdit toute possibilité de fuite face a une pollution
chronique ou fugitive. Les principaux programmes de biosurveillance utilisant des moules
sont le « Mussel Watch » (Goldberg et al., 1978), (Goldberg et al., 2000) et le Réseau
National d’Observation (RNO) (Claisse et al., 1992), développés pour surveiller la qualité des

eaux cotieres.
3. Stratégie d’échantillonnage :
3.1. Prélevement de I’eau

Les prélévements d’eau destinée aux analyses bactériologiques sont effectués

mensuellement durant la période s’étalant de février 2009 a février 2010.

Les flacons stériles en verre d’une capacité de 250ml sont plongés a une profondeur
d’environ -50cm de la surface de I’eau puis ouverte a contre courant ; une fois remplis, ils
sont refermés sous I’eau pour éviter la formation de bulles d’air et tout risque de

contamination lors du transport.

Pour la surveillance des eaux cdticres, 1’analyse au laboratoire débute dans un délai
maximum de 8 heures apres le prélevement de 1’échantillon selon les recommandations de

(Rodier, 1984).



Les prélévements d’eau destinés a 1’analyse de la chlorophylle a et a la matiére en
suspension seront effectués mensuellement durant la méme période d’étude des moules, a
I’aide d’une bouteille d’échantillonnage de 1,5 litres, conservées a I’abri de la lumicre a basse

température dans une glaciére.

Tout prélévement doit étre accompagné d’une fiche de renseignement sur laquelle on

note :
o Lieu de prélevement
o Date et heure de prélévement
o L’état de la mer
o Levent (ladirection).
3.2. Récolte des bivalves :

L’espéce de bivalves utilisée dans la présente étude est la moule Perna perna; Un
échantillonnage mensuel est réalisé dans les 4 sites (Cap de garde, saint Cloud, Sidi Salem et
Hnaya) durant la période s’¢étalant de février 2009 jusqu’a février 2010. La récolte de la moule

P. perna est effectuée a la main a raison de 50 individus par mois et par site.

Les moules sont immédiatement transportées dans des glacieres a T°C de +4°C
jusqu’au laboratoire pour étre triées, nettoyées et débarrassées de leurs épibiontes ; elles sont

ensuite pesées et mesurées.

L’¢étude bactériologique a nécessité 1’utilisation de 4 a 7 individus (selon la taille); les
moules destinées a cette étude sont recueillies dans des sacs de congélations propres et
étiquetés (date, site, espéce) puis entreposés dans une glaciére maintenue a une température

comprise entre 4°C a 10°C (A.C.I.A, 2004) jusqu’a leur traitement (le jour méme).

4. Mesure des paramétres physico-chimiques :

Les parametres physico-chimiques étudiés sont: la température, le pH, la salinité,

I’oxygene dissous, la matic¢re en suspension et la chlorophylle a.



Les mesures de la température (T°C), le PH, la salinité et I’oxygéne dissous ont été
réalisés «in situ» mensuellement a 1’aide de multiparamétres (Consort 525 pour le pH ;
Radiometre analytique (Pionneer 20) pour I’oxygeéne dissous et la température). Chaque
appareil doit étre calibré avant d’effectuer les mesures ; L’utilisation de ces appareils consiste
a: - Faire plonger la sonde dans ’eau ; - Attendre quelques secondes la stabilisation de

I’affichage sur I’écran ;- Lire le résultat de la mesure sur 1’écran avec son unité de mesure.

Le résultat affiché est reporté sur des fiches préalablement préparées. Dans le but
d’éviter que les résultats ne soient erronés, les sondes sont rincées a 1’eau distillée puis

tamponnées avec du papier absorbant aprés chaque mesure et pour chaque échantillon.

La détermination de la matiere en suspension dans I’eau a été réalisée par 1’application
de la méthode de pesée différentielle apres filtration d’échantillon sur un filtre en fibre de
verre WHATMAN GF/C 47um de porosité. Le filtre a été pesé avant et apres filtration. La
différence de poids permet de connaitre le poids sec total de la matiere en suspension dans le

volume filtré correspondant (Annexe) (Aminot et Chaussepied, 1983).

L’analyse des principaux pigments chlorophylliens (chlorophylles a, b, ¢ et leurs
phéopigments) et celle des caroténoides nécessite 1’extraction. La chlorophylle «a» est
facilement et rapidement transformée en phéophytine par acidification, ce qui entraine une
diminution de I’absorption alors qu’aucune modification n’intervient pour la phéophytine
acidifiée. La difféerence d’absorbance avant et aprés acidification permet donc de déterminer
la teneur en chlorophylle « a ». (Méthode monochromatique de LORENZEN (1967) solvant :
acétone a 90%) (Annexe).

5. Traitement des échantillons :
5.1. Analyses bactériologiques :

Dans cette étude, nous avons recherché les bactéries indicatrices de pollution fécale

(coliformes, streptocoques), puis les bactéries pathogénes strictes (Salmonelles).

En ce qui concerne les bactéries indicatrices de pollution fécale, nous avons procédé a
un dénombrement en utilisant une méthode simple, qui est la colimétrie (Annexe). Celle-ci
désigne « la technique de numération en tubes multiples »(TNTM) avec détermination du
nombre de germes le plus probable (NPP) a partir de la table de Mac Grady extraite de la

norme NF T90-413, préconisée par 1’unité de coordination de PAM (Plan d’Action pour la



Me¢éditerranée) (Anonyme, 1987). C’est I’examen le plus pratiqué dans les analyses de 1’eau ou

de fruit de mer, répondant a des préoccupations sanitaires (Rodier, 1978)

Quant aux bacteries pathogénes (Salmonelles) la recherche a été faite par la méthode
présence /absence conformément a la norme AFNOR V 08 013. (Contr6le microbiologique

des aliments — Manuel technique. Polytech Département STIA.)
5.1.1. Préparation des échantillons :

Quelle que soit la nature initiale du produit, I’analyse microbiologique s’effectue
toujours a partir d’une suspension. Aprés ouverture aseptique, 1’échantillon sera
“homogénéisé¢” (liquide) ou broyé dans un volume connu de diluant stérile (solide) ce qui

constitue en fait la premiére dilution.
Les dénombrements sur 1’eau ont été réalisés sans aucune préparation.

Les moules ont été débarrassées des byssus et des épizoaires présents sur leurs
coquilles, puis brossées sous 1’eau du robinet, et enfin désinfectées superficiellement par un

jet d’alcool et flambage rapide.

Aprés ouverture aseptique, le contenu entier : chair et liquide intervalvaire est recueilli
stérilement, puis dilué, et soumis au broyage par un broyeur homogénéisateur, Ultra-Turrax,
préalablement nettoyé (15000 tr/mn pendant 30secondes), afin d’obtenir un broyat homogene
considéré comme la dilution mére de I’échantillon a tester (OMS, 1983). L’analyse porte donc

sur la chair et le liquide intervalvaire. (Plusquellec et al., 1986 ; Guiraud, 2003).
5.1.2. Analyses bactériologiques de I’eau :
1. Préparation des dilutions :

Conformément aux normes AFNOR NF VO8-010 et 1SO 6887-1, on effectue des
dilutions décimales pour chaque échantillon a I'aide d'eau distillée sterile; ou tampon phosphate. Elles
doivent étre effectuées dans des conditions aseptiques et minutieuses. Les dilutions suivent
des séries logarithmiques dont les termes sont en progression géométriques : 0.1; 0.01;
0.001 ;.. .etc.

*Les dilutions :

- Dilution 10° : consiste a la prise directe de la solution mére.



- Dilution 10™ : dans un tube a essai contenant 9 ml d’eau distillée stérile, on ajoute 1

ml d’eau a analyser (10°).

- Dilution 107 : dans un deuxiéme tube & essai, on ajoute 1 ml de la dilution 10 & 9 ml

d’eau distillée stérile (fig.8).

NB : I’agitation du contenu est nécessaire avant de préparer chaque dilution.

iml iml
| Ll
’ oml d’eau 9ml d’eau
100m! &’eau distillée distillée
a analysée stérile stérile
Dilution 10° Dilution 10" Dilution 10

Figure 8 : Préparation des dilutions

2. Dénombrement des coliformes totaux et recherche d’E. coli (Dénombrement en

milieu liquide :

Conformément a la norme NF T90- 413, La numération des coliformes est réalisée par
ensemencement de 1 ml de ’aliment (ou de sa suspension mere) et de ses dilutions dans un
bouillon lactosé bilié au vert brillant simple concentration S/C (BLBVB), dans des tubes munis
de cloches de Durham. La présence des germes recherchés se traduit par :

o Unvirage de couleur dans toute la masse liquide.

o Un dégagement de gaz dans les cloches.

Mode opératoire : la colimétrie comporte deux tests: - Un test présomptif. et un test

confirmatif.

Le dénombrement est effectué suivant la méthode du nombre le plus probable (NPP)
de la table de Mac Grady.

*Test présomptif : dénombrement des coliformes totaux



v On prépare 3 séries de 3 tubes chacun contenant 9 ml de bouillon lactosé bilié au vert

brillant (BLBVB) simple concentration S/C munis de cloches de Durham.

v Chacun des 3 tubes de la premiére série recoit 1 ml de la dilution 10° (solution mere).
Les tubes de la deuxieme et troisieme série recoivent respectivement 1 ml de la
dilution 10 et 1 ml de la dilution 10,

v Nous agitons pour homogénéiser, sans faire pénétrer ’air dans la cloche de Durham.
v L’ensemble des tubes ainsi préparés est incubé a 37°C pendant 24 a 48 heures (fig.9).

Remarque : Cette phase de la colimétrie se base sur la propriété commune des coliformes
pour fermenter le lactose tout en produisant du gaz ; elle ne permet que de présumer de la
présence des coliformes dans I’eau a analyser. De ce fait, ’application du test confirmatif

s’impose.

Dilution 10° Dilution 10 Dilution 107

Solution
meére 100ml
d’eau a
analysée

Iml 1ml \ 1ml \

9ml de bouillon
lactosé bilié au
vert brillant
BLBVB+ cloche
de Durham

V

Incubation 24 a48 ha 37°C

Figure 9 : Recherche et dénombrement des coliformes fécaux (Test presomptif)

*Test confirmatif (Test de Mac KENZIE) Identification des Coliformes thermotolérants

(Escherichia coli présomptifs):



Une 6se d’un tube positif est inoculée dans un tube de BLBVB avec cloche, et une

autre dans un tube d’eau peptonée puis les deux tubes incubés a 44.5°C pendant 48h (fig.10).

Tube positif | . L b
2 a3 gouttes Tube d’eau peptonée

Virage du exempte d’indole

milieu+ Tube de BLBVB

dégagement de

gaz

Incubation 24 a 48h a 44.5°C

///f 3 gouttes de

réactif Kovacs

e

Anneau rouge Virage du milieu +

-
SEw

Dégagement de gaz

Figure 10 : Identification des coliformes thermotolérants et E. coli présomptif dans 1’eau (test

confirmatif).
*|_ecture :

Si aprés incubation a 44.5°C pendant 48h il y a production de gaz (BLBVB) et
d’indole (mis en évidence par addition de réactif de Kovacs dans le tube d’eau peptonée) on
peut soupgonner la présence d’E. coli. Ces recherches peuvent étre confirmées par 1’isolement

et I’identification des bactéries productrices de gaz (isolement sur EMB par exemple).

La formation d’anneau rouge a la surface des tubes d’eau peptonée aprés addition de 2
a 3 gouttes du réactif de kovacs témoignant de la production d’indole par E. coli, suite a la

dégradation de la Tryptophane grace a la Tryptophanase.

Nous notons le nombre de tubes positifs et nous exprimons le nombre le plus probable

de germes dans 100 ml d’échantillon d’eau, selon la table de Mac Grady (Annexe).

3. Recherche et dénombrement des Streptocoques (Entérocoques) et identification des

Streptocoques de groupe srologique D de Lancefield:

La recherche des Entérocoques Streptocoques est associee a celle des coliformes

fécaux d’ou la nécessité de les combiner ensemble (Rodier, 1978).



*Principe de la numération en milieu liquide :

Conformément a la norme NF T 90-411, le principe se résume a la recherche et au
dénombrement des Streptocoques du groupe D en milieu liquide (Rothe et Litzky). Le milieu de
ROTHE (surtout pour I’analyse de I’eau : circulaire du 21 janvier 1960) contient de 1’azide de
sodium (NaN3) qui inhibe la plupart des microorganismes (inhibiteur des phénomenes
respiratoires). Ce milieu est peu favorable a la croissance des Streptocoques fecaux et la
plupart des autres bactéries n’y cultivent pas. Le milieu de ROTHE est cependant moins
sélectif que le milieu de LITZKY, ce qui le fait utiliser d’abord, les germes “adaptés” a 1’effet

inhibiteur de I’azide étant ensuite 8 méme de s’adapter a la présence d’éthyl violet.

*Test présomptif :

On prepare 3 séries de 3 tubes contenant chacun 9 ml de milieu Rothe (simple
concentration). Dans la premiere série de tubes nous rajoutons 1 ml de la solution mére (10°).
On réalise la méme opération avec les 2 autres séries en ajoutant aux 3 premiers 1 ml de la
dilution 107 et aux 3 autres 1 ml de la dilution 10, I’ensemble des tubes ainsi préparés sont
incubés a 37°C pendant 24 a 48h (fig.11). Les tubes présentant un trouble bactérien sont

considérés comme positifs. Ces tubes sont soumis au test confirmatif.

- —_—
o~
Linl
solation mére

N ,

L Rothe {5/} 911]*[

Incubation 48h & 37°0C

LUy

102
1ml
Eothe (8/C) 91al ﬂLJ H H

Figure 11 : Recherche et dénombrement des Entérocoques totaux dans I’eau (test présomptif)
*Test confirmatif : Identification des Streptocoques du groupe sérologique D.

Le milieu Litzky est ensemencé a partir d’une Ose prélevée dans les milieux de Rothe
positifs présentant un trouble bactérien. Aprés 24 h d’incubation (ou 48 h) a 37°C, on

consideére comme positif tout tube présentant un louche bactérien avec parfois formation d’un



culot violet (dans le cas ou il se forme un culot violet, le trouble peut étre tres Iéger) (Rodier,
1975).(Fig.12)
Pour identifier ’espéce, procéder a un isolement a partir d’une dse prélevée sur milieu

de Litzky ou de Rothe sur un milieu de BARNES.

9ml du milizu

neubation 244

23ha L

Pastill

fand du tube

Figure 12 : confirmation de la recherche des Streptocoques.
5.1.3. Analyse bactériologique des bivalves :

L’analyse des échantillons de bivalves doit se faire dans les heures qui suivent afin d’éviter
une prolifération et une modification de la communauté bactérienne. Aucun échantillon ne
doit étre conservé pendant plus de 24h (ACIA, 2004).

1. Préparation des dilutions décimales :
Conformément a la norme NF VVO8-010

- Dilution 10° : dilution meére (25 g de chair et de liquide intervalvaire+ 225ml d’eau

distillée stérile+ broyage et homogénéisation).

- Dilution 10 : dans un deuxiéme tube a essai contenant 9ml d’eau distillée stérile, on

ajoute 1ml du broyat (10°).

- Dilution 107 dans un troisiéme tube & essai, on ajoute 1ml de la dilution précédente
(10" 4 9ml d’eau distillée stérile (fig.13).

NB : I’agitation du contenu est nécessaire avant de préparer chaque dilution.



Iml
Ll

L L

9ml d’eau
distillée
<——  stérile

Dilution mére

25g de chair + liquide inter valvaire 10" 10

+225ml d’eau distillée stérile

Figure 13: Préparation des dilutions des échantillons a analyser

2. Dénombrement des coliformes totaux et recherche d’Escherichia coli :
*Principe :

Conformément a la norme NF T90- 413 et comme pour I’eau la recherche consiste a
utiliser des milieux liquides de bouillon lactosé bilié au vert brillant (BLBVB), dans des tubes
munis de cloches de Durham. La présence des germes recherchés se traduit par le virage de la

couleur avec dégagement de gaz.
*Test présomptif : Dénombrement des coliformes totaux

On prépare 3 séries de 3 tubes chacun contenant 9ml de bouillon lactose bilié au vert
brillant (BLBVB) S/C, munis de cloches de Durham. Chacun des 3 tubes de la premiere série
recoit 1ml de la dilution 10° (dilution mére). Les tubes de la deuxiéme et troisieme série

recoivent respectivement 1ml de la dilution 10" et 1ml de la dilution 107,

Nous agitons pour homogénéiser, sans faire pénétrer I’air dans la cloche de Durham.

Le tout est incubé a 37°C pendant 24 a 48h (fig.14).
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Figure 14 : Recherche et dénombrement des coliformes totaux chez les bivalves (test
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*Test confirmatif: ldentification des coliformes thermotolérants et E. coli
présomptif (test de Mac KENZIE)

Nous prélevons 2 a 3 gouttes des tubes positifs présentant un virage de couleur, ainsi
qu’un dégagement de gaz dans la cloche de Durham, que nous rajoutons a un tube contenant
9ml de bouillon lactose bilié au vert brillant (BLBVB) et 2 a 3 gouttes que nous additionnons
a un tube contenant 9ml d’eau peptonée exempte d’indole. Les tubes ainsi préparés sont

incubés a 44.5°C pendant 24 a 48h (fig.15).



2 a3 gouttes

Tube d’eau peptonée
exempte d’indole

Tube de BLBVB

Tube positif
Virage du
milieu+
dégagement de

gaz

Incubation 24 a 48h a 44.5°C

/ 2 a 3 gouttes de

réactif Kovacs

Anneau rouge Virage du milieu +
& —=

Dégagement de gaz

el

&S < <&l <

Figure 15: Recherche des coliformes thermotolérants et d 'Escherichia coli présomptif chez

les bivalves, (test confirmatif)

3. Recherche et dénombrement des Entérocoques et identification des Entérocoques

fécaux :
*Test présomptif : Recherche et dénombrement des Entérocoques totaux

Conformément & la norme NF T 90-411et comme pour 1’eau. Nous ensemengons 3 séries

de 3 tubes contenant 9ml de bouillon de Rothe simple concentration (fig.16) :
v Une premiére série de 3 tubes avec 1ml de broyat a analyser de dilution mére.
v Une deuxiéme série de 3 tubes avec 1ml de la deuxiéme dilution (10™).
v Une troisiéme série de 3 tubes avec 1ml de la troisiéme dilution (107).

v Nous homogénéisons par agitation du contenu des tubes de fagcon a ce que les bactéries

et la concentration en inhibiteurs soient identiques en tout point.

v Nous incubons les tubes pendant 24 a 48h a 37°C, les tubes présentant un trouble
bactérien sont présumés contenir des streptocoques et sont soumis a un test

confirmatif.
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Figure 16 : recherche et dénombrement des Entérocoques totaux chez les bivalves (test

Incubation 48h 4 37°0C

présomptif).
*Test confirmatif : Identification des Streptocoques du groupe sérologique D.

Aprés agitation des tubes positifs nous prélevons 2 a 3 gouttes de chaque tube positif,
et nous les repiquons dans un tube contenant du milieu Litsky ; nous incubons a 37°C pendant
24 a 48h (fig.12). Nous notons le nombre de tubes positifs et nous exprimons le nombre le

plus probable de germes dans 1’échantillon selon la table de Mac Grady.
Expression des résultats :

Les résultats des quatre étapes d’identification des germes sont exprimés sous forme
de nombre le plus probable des coliformes totaux, E. coli, streptocoques totaux, streptocogques
fécaux présumé par 100ml d’échantillon. La lecture, qui se fait a partir du tableau de Mac

Grady, consiste a relever le nombre des tubes positifs et de se référer a la table.

1- Cas de I’inoculation de chaque dilution d’eau dans 3 séries de 3 tubes de milieu de

culture :

Tableau 1 : Le calcul du nombre probable de germes (exemple d’échantillon d’eau).

Dilutions




Tubes 1/10 1/100 1/1000
Tube 1 + + -
Tube 2 + + -
Tube 3 + + -
Résultat 3 3 0

(+) : Tube positif, (-) : Tube négatif.

o Si nous avons 3 tubes positifs dans la premiére série 1/10 et 3 tubes positifs dans la

deuxiéme série 1/100, et aucun tube positif dans la troisieme1/1000, alors nous lisons
"3.3.0".

o Dr’aprés la table de Mac Grady (annexe), "330" correspond a 240 germes /100ml d’eau
(tab.1).

2-Cas de l'inoculation de chaque dilution de bivalves dans 3 séries de 3 tubes de milieu de

culture :

Tableau 2 : Le calcul du nombre probable de germes (exemple de la moule).

Dilutions
Tubes 1/10 1/100 1/1000
Tube 1 + - -
Tube 2 - - -
Tube 3 - - -
Résultat 1 0 0

o Dr’apres la table de Mac Grady (Annexe), le nombre caractéristique 100 correspond a

0.4 germes dans la dilution 10™

o Multipliant 0.4 par le facteur de dilution (10), donc on aura comme résultat 4 germes/g

de broyat
o Donc 400 germes/100ml de broyat dans la dilution10™ (Brissou et Denis ; 1978)

5.1.4. Détermination de la source de contamination :

Selon Bourgeois (1980), lorsque le rapport Coliformes fécaux (CF)/Streptocoques

fécaux (SF) est supérieur a 1, la pollution est essentiellement d’origine humaine, dans le cas




inverse, la contamination est d’origine animale, si le rapport est égale a 1 la contamination est

d’origine mixte.

5.1.5. Recherche de Salmonella (eau et bivalves) :
Cette étude qui porte sur la recherche et le dénombrement des Coliformes et des
Streptocoques fécaux, a été complétée par la recherche des germes pathogénes chez les

bivalves présents dans le site 3 présumé le plus pollué (Sidi Salem) (Dahel, 2009).

La mise en évidence des Salmonella par la méthode “traditionnelle” nécessite
plusieurs phases:
- un pré-enrichissement (revivification) qui est facultatif pour les produits non soumis a
certains types de traitements technologiques susceptibles de “stresser” les bactéries
- un enrichissement sélectif (obligatoire)
- un isolement sélectif
- une identification biochimique

- un sérotypage

* Pré-enrichissement (AFNOR 1973) :

Conformément & la norme NF EN ISO 6579 et a la norme AFNOR V 08 013 :

Pour les moules : X g de la masse molle et du liquide intervalvaire de chaqu’un des
cing moules prisent au hasard sont broyés dans 10 fois (c a d au 1/10) leur volume ((X*9) ml)
d’eau peptonée tamponnée pendant 2 minutes.

Pour I’eau de mer : 25ml d’eau de mer diluée en 225ml d’eau peptonée tamponnée.

L’incubation est réalisée pendant 16 h au moins et 24 h au plus a 37°C.

* Enrichissement :

Bouillon au sélénite et a la cystine (milieu mieux adapté au contréle des aliments). 10
ml de milieu de pré-enrichissement sont ajoutés a 100 ml de bouillon au sélénite. Deux tubes

sont réalisés, I'un étant incubé a 37°C I’autre a 43°C pendant 24 a 48 h.

+ lIsolement:
A partir d’'une 6se ou d’une goutte d’un des milieux d’enrichissement on réalise un
isolement sur milieu SS ou milieu gélosé sulfite bismuth ou sur gélose au vert brillant et au
rouge de phénol ou sur DCL selon HYNES. La gélose SS (gélose Salmonella — shigella) est

un milieu utilisé¢ pour I’isolement des salmonelles et des shigelles. Le développement de la



flore secondaire est par le vert brillant, les sels biliaires, les fortes concentrations en

thiosulfates et en citrates, le lactose, sucre réactif du milieu, permet de déceler la croissance

éventuelle des coliformes (colonies rouges).

En outre, les bactéries capables de produire de 1’H,S par réduction du thiosulfate

donnent en présence des ions de fer des colonies a centre noir.

L’ensemencement sur gélose SS se fait par stries dans des boites de Pétri. Aprés 24 h

d’incubation a 37°C, les colonies se présentent sous les aspects suivants:

> colonies rouges lactose + (Enterobacter, Klebsiella )
» colonies incolores lactose- (Salmonella a H,S’, Shigella, Serratia, Proteus morganii,
E. hafniae )
» colonies a centre orangé (Proteus rettgeri, Providencia )
> colonies a centre noir (Salmonella a H,S*, Citrobacter, Proteus vulgaris, Proteus
mirabilis ).
» Des colonies rouges a centre noir : Citrobacter freundii (en réalité seul le centre noir
est visible d’ou la confusion avec Salmonella)
Pour plus de certitude on procéde a un deuxieme ensemencement sur
gélose SS d’une colonie suspecte (colonie incolore ou incolore & centre noir) et
aprés incubation de 24h a 37°C on commence une serie de test pour
I’identification de notre bactérie recherchée. (Fig.17)
2ml 7 1ml
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Gélose SS
> ) Stries
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Figure 17 : Recherche des Salmonelles
*Tests d’identification :

Coloration de Gram : On fait une coloration de Gram (annexe) a partir des colonies
suspectes développées sur la gélose SS (batonnet Gram négatif).
Identification sur milieu TSI : (gélose — glucose — saccharose — H,S ou gélose aux trois

sucres et de fer)

Ce milieu est utile pour différencier les bactéries donnant des colonies lactose
négatives et apparaissent donc comme suspectes sur les milieux d’isolement pour la recherche
des salmonelles et des shigelles. Ces bactéries fermentent rapidement le saccharose ;
I’indication principale est la différenciation des Salmonella avec (culot jaune, pente rouge,

gaz) apres 24 heures d’incubation a 37°C des shigella et des Proteus mirabilis et vulgaris.
Test d’oxydase :

On effectue un isolement d’une colonie incolore a centre noir et une autre incolore a
I’aide d’une ance de platine stérile, on 1’étale sur une pastille d’oxydation (disque d’oxydase)

et on lui ajoute une goutte d’eau physiologique.
On laisse quelques secondes puis on observe :
v S’il y a pas de coloration violet => la colonie est oxydase (-).
v' S’il y a coloration violet => la colonie est oxydase (+).

Les derniers stades de la respiration cellulaire font intervenir une chaine de
métalloprotéines : les cytochromes dont le dernier maillon, le cytochrome oxydase qui réagit

directement et instantanément avec 1’oxygéne.(Dr Lebres — IPA).

Test Catalase :



v On préléve une colonie suspecte sur la gélose puis on I’ensemence dans un tube de

H,0,; s’il y a formation de mousse blanche, la colonie est dite catalase (+).
Tests biochimiques miniaturisés (la Galerie AP1 20 E) :

v" Isoler une colonie suspecte (colonie incolore a centre noir et/ou colonie incolore) sur la
gélose SS a l'aide d’une ance de platine stérile ou une pipette Pasteur. Utiliser

préférentiellement des cultures jeunes (18 a 24h).

v" Inoculer la colonie dans un tube a essai contenant Sml d’eau physiologique, d’API

NaCl Medium, ou Api Suspension Medium

v Réaliser une suspension bactérienne en homogénéisant soigneusement les bactéries

dans le milieu. Cette suspension doit étre utilisée extemporanément (Fig.18).

oy Pipetteur
\_(:1 \.;.l{' .

Fan Fau distillée
s 7 stérile
I R
Y
Prélévement d'une colonie Trawvail en zone stérile Reéalisation de la suspension
isolée et prélévement

Figure 18 : isolement de colonie suspecte et réalisation de suspension bactérienne
(Biomérieux, 2006)

v" Inoculation de la galerie :

Introduire la suspension bactérienne dans les tubes de la galerie a ’aide de la méme
pipette (pour éviter la formation de bulles au fond des tubes, poser la pointe de la pipette ou
de la PSlIpette sur le c6té de la cupule, en inclinant 1égeérement la boite d’incubation vers

I’avant) (Fig.19) :

= Pour les tests CIT, VP, et GEL, remplir tube et cupule.

= Pour les autres tests, remplir uniquement les tubes (et non les cupules)



= Pour les tests : ADH, LDC, ODC, H,S, URE, créer une anaérobiose en remplissant

leur cupule d’huile de paraffine.
v" Refermer la boite d’incubation.

v" Incuber a 36°C +2°C pendant 18 a 24h.
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Figure 19: Inoculation de la galerie API 20 E (Biomérieux, 2006).
Lecture et interprétation : voir la notice des API 20 E.
5.2. Etude biométrique des bivalves :
1. Mesures et pesées de la moule

Dans le but de comparer les lots stationnels de bivalves prélevés dans deux sites au
niveau du Golfe d’ Annaba, il a été entrepris sous forme d’équations mathématiques une étude
ponctuelle (février 2009, Février 2010) des relations existant entre les divers parameétres
linéaires et pondéraux des animaux. Ceci permet d’avoir une idée, méme partielle, sur la
croissance relative d’organismes provenant de différents sites et par suite sur la croissance
d’animaux soumis a des conditions abiotiques dissemblables (Trigui-El Menif, 1995). Cette
méthode qui consiste & mettre en évidence les relations d’allométries globale liant les
parameétres métriques et pondéraux, pris deux a deux, constitue 1'une des méthodes les plus
utilisées pour étudier la croissance relative chez la moule (Hamon, 1983 ; Aloui-Bejaoui,
1998).

Pour chacun des deux sites de prélevement (Cap de Garde, et Hnaya), les lots de

moule collectés ont été constitués de 50 individus par mois. Les mesures ont été réalisées le



jour méme du prélévement pour éviter 1’effet du jeline et émission éventuelle des gamétes,
due au stress, ces phénomeénes biologiques diminuant le poids de la masse molle totale et par

la suite I’indice de condition (Beninger et Lucas, 1984).

Aprés avoir nettoyé les moules on mesure les trois parametres linéaires suivants a

I’aide d’un pied a coulisse a 0,5 mm de précision afin d’étudier la croissance (Fig.20) :

e La longueur totale (Lt) correspondant a la plus grande distance, séparant le bord

antérieur du bord postérieur de la coquille.
e Lalargeur (Lg) qui va de charniére dorsale au bord ventral.

e [L’épaisseur maximale (Ep) qui est la largeur maximale de la convexité des deux

valves réunies.

Longueur (Lt) 1 1 Epaisseur (ED)
Figure 20: Les différents paramétres linéaires mesurés

Par ailleurs les individus ont été pesés a I’aide d’une balance de précision (KERN 440-

33, précision 0,01g) afin de déterminer les paramétres pondéraux suivants :

e Poids total (Wt) : qui correspond au poids de la moule débarrassé de son épibionte, et

dont les valves sont essuyées par un linge.

e Poids de la chair (Wh) : c’est le poids des parties molles de I’animal apres 1es avoir
détaché de la coquille et débarrasser de 1’eau intervalvaire subsistante. L.’ensemble de

la masse viscérale fraiche égouttée est ensuite pesé.

e Poids sec de la chair (Wsh) : il est obtenu aprés séchage de la masse molle a 1’étuve
pendant 24 heures a 100°C.

2. Distribution des fréquences de taille :



Les longueurs totales des moules récoltées au niveau des deux sites ont été regroupées
en classe de taille 2 0,5 cm d’intervalle qui a permis de déterminer le nombre d’individu de
chaque sexe dans chaque classe de taille. Cette méme distribution est utilisée pour I'étude des

parametres de croissance de VVon Bertallanfy.
3. Etude des parametres biologiques :
3.1. Etude de I’age :

L’age est une donnée indispensable pour 1’étude de la démographie et de la dynamique
d’une population exploitée (Panifili, 1992). Son estimation peut se faire par deux méthodes a

savoir :

e La méthode directe : elle est basée sur la lecture des structures squelettiques (otolithes,

écailles, vertébres et os operculaires).

e La méthode indirecte : elle consiste soit a analyser les résultats de marquage des
poissons et leurs recaptures, soit par la décomposition des fréquences de tailles, telles
que la méthode de Petersen (1891), Harding (1949), Bhattacharya (1976).

Dans la présente étude la détermination de 1’age a été faite par la méthode de

Bhattacharya (Fisat, 1997) comme 1’explique Gayanilo et al., (1996).
Principes de la méthode :

Cette méthode est basée sur le fait qu’une distribution ne comportant pas de classe
vide peut étre transformée en droite de pente négative, en portant a 1I’ordonnée, pour chaque
abscisse les centres de classe (C.C) la quantité ALn Z étant la différence des logarithmes de

fréquences consécutive dans la distribution (in Oliver et al, 1992).

L’équation de Bhattacharya (1976) s’écrit comme suit :

ALnZ=1Ln Z (x+h) - Ln Z(x) %

Z : effectifs

h : intervalle de classe.

X : centre de classe.



3.2. Etude de la croissance :
3.2.1. Croissance linéaire :

Les parameétres de croissance ont été déterminés par le logiciel FISAT 11 il est explique
par Gayanilo et al., (1996). La longueur asymptotique L., et le coefficient de croissance K de
I'équation de Von Bertalanffy (1938) ont eté estimés par le biais dELEFEN 1 (Pauly et
David, 1981).

Pour Von Bertalanffy, la croissance est considérée comme étant I’action simultanée de
facteurs anaboliques, proportionnels a la surface et de facteurs cataboliques, proportionnels au

niveau du volume du corps ; la loi de croissance linéaire s’exprime par la relation :

L ¢: longueur a I’instant t (mm)
L. : longueur asymptotique (mm)
K : coefficient de croissance de croissance (an™)
to : &ge que la moule aurait eu a la taille 0 (mm).
3.2.2. Croissance relative (relation taille-poids) :

La relation d’allométrie qui permet d’interpréter les changements de la forme des

moules en fonction de la taille est exprimée par la formule suivante :

%Wt:b.LTa

W : le poids total (g).

Lt : longueur totale (cm).

b : indice d’origine.

a : coefficient d’allométrie.

Par transformation logarithmique, cette équation est linéairisée et s’écrit comme suit :



LhnW;=a.LnLt+Lnb %

A partir de cette équation les paramétres a et b sont déterminés, fixant, ainsi le type

d’allométrie, a partir des relations entre :
e Deux variables de dimensions différentes :
a <3 : I’allométrie est minorante, le poids croit moins vite que le cube de la longueur

a = 3: la croissance est dite isométrique, le poids croit proportionnellement au cube de la

longueur
a >3 : I’allométrie est majorante, le poids croit plus vite que le cube de 1a longueur.
e Deux variables de méme dimension :
a <l :’allométrie est minorante, le poids croit moins vite que la longueur.
a=1:la croissance est dite isométrique, le poids croit proportionnellement a la longueur
a>1:’allométrie est majorante, le poids croit plus vite que la longueur.
3.3. Indice de condition et périodes de ponte :

L'indice de condition nous donne une idée de I'état physiologique des individus d'une
population (Bodoy et Massé, 1979; Bodoy, 1980; Lucas et Beninger, 1985) et permet
d'estimer la part de la matiere organique émise lors de la reproduction (Bodoy et Massé,
1979). Selon Pellerin—Massicotte (1994) il est aussi un indicateur général de stress et de la

santé des organismes.

L’indice de condition (IC) choisie pour décrire le cycle de reproduction est celui
proposé par Pellerin-Massicotte et al., (1989), car il est nécessaire lors de suivi
environnemental et permet de connaitre les étapes de la gamétogénese et les périodes des

émissions gamétiques, le calcule de I’indice de condition en chair a été comme suit :

IC = (Poids sec de la masse mole/ poids humide total) . 100




3.4. Détermination de la sex-ratio :

La distinction des sexes est relativement aisée notamment durant la période de
gametogenese avancee ; en effet, elle est basée sur la couleur du manteau qui est blanchatre
chez les males et rose saumon a orange chez les femelles. Pour ce faire, les moules sont
nettoyées, ouvertes et sexées d’apres 1’observation macroscopique de la coloration du

manteau. Le sex-ratio ou (SR) défini par le rapport suivant :

SR = (nombre de méle/nombre de femelle)

5.3. Etude de la reproduction :

1. Maturation des gonades :

Chez les moules en générale, la gonade est un tissu diffus dans le manteau et la masse
viscerale. Elle est formée par des acini qui aboutissent a des gonoductes constitues par un
épithelium cilié uni stratifié. Les gonoductes issus des différents follicules forment dans le
manteau trois troncs principaux qui confluent dans la région dorsale du corps, au niveau de la
partie inférieure du péricarde. Ce tronc commun recoit alors un canal qui draine le c6té
correspondant de la masse viscérale. Le gonoducte terminal suit la paroi latérale du corps et
aboutis au processus génital qui débouche un peu au dessus et avant par rapport a 1’orifice

rénal.

. Gonades males

MGonades de femelle

Figure 21 : Différenciation des gonades males et femelles chez la moule Perna perna.



2. Stades de maturité sexuelle :

Dans notre étude les stades du cycle sexuel sont identifies selon la classification de

Lubet, (1959) reprise par Wilson et Seed, (1975) qui comporte 7 stades :
Stade 0 : (repos sexuel)

Le sexe est indéterminé. Cette phase est caractérisée par I’accumulation de réserves
constituées par des cellules adipogranuleuses et des cellules vésiculeuses. Le manteau est

alors homogeéne et transparent.
Stade I : (reprise de I’activité génitale)

Le développement commence par les premiers stades de la gamétogéneése, les jeunes
groupes de cellules germinales étant éparpillés dans le manteau. Une lignée de

spermatogonies et d’ovogonies apparait sur le mur folliculaire.
Stade II :(gamétogénese)

On y trouve tous les stades de la gamétogénése. Une grande partie du manteau est
occupee par des follicules. Dans ceux des femelles, les ovocytes continuent de croitre en
accumulant du vitellus. Dans les follicules méales apparait une large bande centripéte de
spermatogonie, spermatocytes et spermatides avec quelques spermatozoides libres dans le

lumen.
Stade IITA : (maturité génitale)

Le manteau est envahi par des follicules qui occupent presque toute la surface
gonadique recouvrant ainsi le tissu conjonctif. Chez les males, une bande étroite des produits
gamétogéniques apparait du coté de I’ouverture des follicules, les spermatozoides sont
disposes en lamelles. Chez les femelles, les ovocytes sont bien développés et présentent une
forme polygonale due a leur forte densité dans le follicule. A ce stade, les animaux sont

facilement excitables et libérent leurs gamétes sous I’action des stimuli externes.
Stade IIIB : (émission des gameétes)

La ponte et 1’éjaculation peuvent étre totale ou partielles, un trés grand nombre de

follicules sont vidés, et ne renferment que des gameétes résiduels. L’arrangement laméllique



des spermatozoides disparait et la densité des follicules diminue, on observe donc une

réduction générale de la surface du manteau occupée par le tissu germinatif.
Stade IIIC : (restauration de la gonade)

C’est le stade de redéveloppement. Le renouvellement gamétogénétique a lieu a partir
de ce stade. La bande qui correspond aux premiers stades gamétiques est apparente dans les
follicules males. Chez les femelles, les jeunes ovocytes attachés au pourtour folliculaire sont

abondants. Ce stade pourrait étre confondu avec le stade II puisque dans le méme follicule on
trouve des gameétes pondus et des gameétes en développement. Cependant, quand le
redéveloppement est maximal (comme dans le stade II[A), le paquet de follicules n’occupe
plus toute la surface disponible du manteau, alors le tissu conjonctif devient plus qu’avant la
ponte (stade I B).

Stade IIID : (arrét de ’activité génitale et reconstitution des réserves)

Au cours de ce stade I’activité génitale s’arréte complétement. D’importants
phénomenes ont lieu dans le manteau. Les follicules s’écroulent et dégénérent. Les
amoebocytes attaquent les gametes non pondus. On observe souvent, dans la lumiére,

follicules et cellules. L.’animal se retrouve de nouveau au stade de repos sexuel.
3. Etude histologique :

Les étapes de préparations histologiques faites au cours de cette étude restent a la base
les mémes décrites par Martoja et Martoja (1967) (Annexe), mais notre choix s’est porté sur
une technique les plus modernes ou les plus récentes de I’appareillage automatique « TisSu

Tech 7 » utilisé par les laboratoires d’histologie.

v Apres fixation des tissus gonadiques au liquide de Bouin, on met les pieces dans un
appareil automatique a rotation appelé AUTOMATE « Tissu Tech tissu Processor »
durant 24 heures ou les tissus passent par une série de six bains d’alcool de

concentration croissante (80° - 100°) et subissent une déshydratation, ensuite;

v L’éclaircissement par immersion dans trois bains de xyléne afin de les rendre

transparents (Headden et Williams, 1968 ; Buck, 1972).

v Imprégnation et inclusion a deux bains de paraffine.



v La coupe qui consiste a découpé les blocs obtenus a une épaisseur de 2 a 3 um a ’aide
d’un microtome puis monté sur lames maintenues dans une petite goutte gélatine et
mise sur une platine chauffante a 60°C pour éliminer les plies avant la coloration par
I’hématoxyline-eosine (Gabe, 1968) (Tableau 3)(Annexe).

v' Les coupes sont déparaffinées pour hydrater les tissus. Ainsi elles subissent différents
bains de xyléne puis 1’éthanol de degrés décroissants (100°, 95° puis 70°) et enfin

d’eau distillée.

v" Elles sont ensuite colorées par I’hématoxyline de Harris et 1’éosine, avant d’étre a
nouveau déshydratées par des bains d’éthanol a degrés croissant et de xyléne (Tableau
4)(Annexe) .Cette coloration est reconnue comme standard chez les bivalves, contraste

clairement les différents tissus.

v Enfin les coupes différenciées sont prétes pour I’observation microscopique en
utilisant un microscope. Le protocole utilisé est une adaptation selon 1’appareil de la
procédure énoncée par le N.O.A.A (National Ocianic and Atmosphérique

administration, US departement of Commerce).
6. Biomarqueurs (GSH et GST) :

De nombreux biomarqueurs biochimiques et cellulaires ont été étudiés chez les
organismes aquatiques, et particulierement chez les poissons et les mollusques bivalves.
Depuis le début des années 1990, plusieurs revues de synthése et ouvrages ont été publies sur
les biomarqueurs en écotoxicologie (Huggett et al., 1992 ; Lagadic et al., 1997 ; Kammenga et
al., 2000) et les mécanismes moléculaires mis en cause ont été relativement bien décrits.
Parmi ces biomarqueurs, on peut citer le glutathion S-transférase (GST), le glutathion réduit
(GSH).

6.1. Collecte du matériel biologique :

Afin d’étudier les variations mensuelles de deux biomarqueurs a savoir le GSH et les
GST, il a été collecté mensuellement durant la période allant de février 2009 a février 2010
des échantillons spécifiqgues comprenant 5 individus/station/mois. Les bivalves ont été
collectés au hasard sans tenir compte du sexe, Serafim et al., (2001) ayant démontré, chez la
palourde, que la réponse d’un biomarqueur (comme les métallothionéines) ne varie pas avec

le sexe.



6.2.

v

v

v

6.3.

Préparation de la fraction post-mitochondriale (S9) :
Les bivalves préleveés in situ ont été détaches de leurs coquilles.
Mesurés et sexés puis égouttés sur papier absorbant.
Les branchies et les glandes digestives sont prélevées, pesées séparément.

Chaque organe est repris dans un volume trois fois son poids de tampon phosphate pH
1.

50ul de DTT et 50ul de cocktail anti-protéase sont rajoutés.
Le tout a été broyé et homogénéisé a I’aide d’un broyeur Ultra-Turrax.

Iml de I’homogénat de chaque organe est pris dans un tube épendorf et mis au frigo a

T°C (-20°C) pour dosage ultérieur des GSHs
L’homogénat restante a été centrifugée a 9000g pendant 30mn a 4°C.

Le surnageant (S9) a eté ensuite récupéré {contenant le cytosol, le réticulum
endoplasmique, 1’appareil de Golgi et les protéines cytosoliques} pour le dosage des

protéines ou des activités enzymatiques recherchées.

Toutes les opérations a savoir dissection des animaux, broyage et centrifugation se
sont déroulées a 4°C (dans la glace). Il faut noter qu’un échantillon décongelé n’est
jamais congelé par la suite et qu’il est utilisé le jour méme (Najimi, 1997).

Dosage des protéines :

La quantité de protéines présentes dans les fractions S9 a été déterminée avant la

mesure des activités enzymatiques, grace a la méthode de Bradford (1976), en utilisant le bleu

Brillant de coomassie (G 250, Mreck®) comme réactif (50ul de la gamme étalon ou de

I’échantillon avec 1.5ml du bleu de coomassie). Ce dernier réagit avec les protéines en

donnant des complexes de couleur bleu qui absorbent la lumiére a une longueur d’onde de

595 nm ; I’intensité de la coloration est proportionnelle a la quantité des protéines présente

dans chaque échantillon (la couleur bleu résulte de I’interaction des groupements anioniques

du colorant avec les groupements aminés des protéines). Le complexe ainsi formé est stable

pendant environ 1 heure.



La gamme étalon a été réalisée avec de I’albumine bovine sérique (BSA, fraction V de

Merck®) comme protéine standard (Tab.6 Annexe 2)

6.4. Dosage de I’activité du Glutathion-S-Transférase (GST) :

Les glutathions S-transférases représentent une famille d’enzymes multifonctionnelles
essentiellement cytosoliques, impliquées dans diverses opérations de transports et de
biosynthéses intracellulaires (George, 1990). Les GSTs représentent une importante famille
enzymatique dont la fonction est de conjuguer le glutathion réduit GSH a des composés
¢lectrophiles par formation d’un pont thioéther. Les produits sont ensuite métabolisés en

mercaptures puis excrétés dans les déchets liquides (bile, urine).

Une grande variété de composés chimiques induisent I’activité des GSTs, dont certains

sont inducteurs des cytochromes P450 comme les hydrocarbures polyaromatiques et les PCB.

La méthode utilisée dans cette étude pour doser les GSTs est celle de Habig et al.,
(1974) ; celle-ci consiste a faire agir les GSTs contenues dans le cytosol sur un mélange
GSH+ CDNB a 37°C et a pH 6,5. La variation de la densité optique, due a I’apparition du

complexe GSH-CDNB, est mesurée chaque 15 secondes pendant 1mn a 340nm. (Annexe 2)
6.5. Dosage de I’activité du Glutathion réduit (GSH) :

Le principe de ce dosage repose sur la mesure de 1’absorbance optique (par un
spectrophotométre) de 1’acide 2-nitro-5-mercapturique. Ce dernier résulte de la réduction de
I’acide 5,5’-dithio-bis-2-nitrobenzoique (DTNB) (réactif d’Ellman) par les groupements (-SH)
du glutathion.

Une fois préparé, I’homogénat doit subir une déprotéinisation (par 1’acide
sulfosalicyliqgue 0,25%) afin de protéger les groupements —SH du glutathion. Apres
centrifugation le surnageant est utilisé pour le dosage par spectrophotométrie avec le réactif
DTNB a 0.01M, la lecture se fait a 412nm suivant la méthode simple de Weeckbeker et Cory,
(1988). (Annexe 2)

7. Analyses statistiques :

7.1. Introduction :



Toute étude statistique peut étre décomposée en deux phases au moins: le
rassemblement ou la collecte des données, d’une part, et leur analyse ou leur interprétation,

d’autre part.

La collecte des données a été effectuée sur un cycle de 12 mois pour toutes les
données; Au niveau des quatre sites pour les parameétres physico-chimiques, analyses
bactériologiques et le dosage des biomarqueurs. Quant aux études biométriques des moules,

elles ont été faites pour deux sites uniquement.

L’analyse statistique peut étre décomposée en deux étapes, 'une déductive ou

descriptive et I’autre inductive.

La statistique descriptive a pour but de mesurer et de présenter les données observées
d’une maniere telle qu’on puisse en prendre connaissance aisément, par exemple sous la

forme de tableaux ou de graphiques.

L’inférence statistique permet d’étudier ou de généraliser dans certaines conditions les
conclusions ainsi obtenues a 1’aide de tests statistiques en prenant certains risques d’erreur qui

sont mesurées en utilisant la théorie des probabilités.

Concernant notre travail, tous les calculs on été réalisés pour chaque variable et pour

chacune des 4 stations, a I’aide de logiciels d’analyse et de traitement statistique des données

Minitab version 14.1 (X, 2003), XLSTAT, FiSAT.IL

7.2. Méthodes statistiques univariees :

7.2.1. Description des données :

Pour mieux décrire les différentes caractéristiques obtenues par station pour
I’ensemble des 12 mois, nous avons calculés certains parameétres statistiques de base tels que
la moyenne arithmétique ([ ), qui est un paramétre de position et de tendance centrale, 1’écart
type (s) qui mesure la dispersion des données autour de la moyenne, les valeurs minimales
(Xmin) et maximales (Xmax) qui donnent toutes les deux une idée sur I’étendue des données, et

enfin I’effectif (n) qui nous renseigne sur I’importance des données traitées.

7.2.2. Comparaison entre stations des caractéristiques moyennes : test de I’analyse

de la variance :



Pour comparer entre les quatre stations, les moyennes de chacune des caractéristiques
ou parametres mesurés, nous avons utilisé le test d’analyse de la variance a un critére ou a un
facteur de classification modéle fixe. Ce test consiste a comparer les moyennes de plusieurs
populations a partir de données d’échantillons aléatoires, simples et indépendants (Dagneli,
1970 et 2006).

La réalisation du test se fait, soit en comparant la valeur de Fqps avec la valeur
théorique Fi, correspondante, extraite a partir de la table F de Fisher pour un niveau de
signification a= 0.05 ou 0.01 ou 0.001 et pour k; et k, degrés de liberté, soit en comparant la

valeur de la probabilité p avec toujours les différentes valeurs a= 5% ou 1% ou 0.1%.

Selon que cette hypothése d’égalité des moyennes est rejetée au niveau o= 0.05, 0.01
ou 0.001, on dit conventionnellement que I’écart observé entre les moyennes est significatif,
hautement significatif ou trés hautement significatif. On marque généralement ces €carts d’un,

deux ou trois astérisques (Dagneli, 1970 et 2006).

Ce test a été utilisé pour comparer, d’une part, entre les 4 stations les moyennes de
chacune des variables pour chaque mois séparément et d’autre part, pour comparer entre les

stations, les moyennes des variables étudiées pour 1’ensemble des mois d’étude.

Les calculs sont réalisés a 1’aide de la procédure GLM du logiciel Minitab 14 (X,

2003) pour chacune des variables des 4 stations.

Le modéle linéaire généralisé (GLM) est une technique descriptive permettant
d’analyser la variance, la covariance et la régression; il repose sur la réponse et la

comparaison des différents paramétres choisis au cours d’une expérimentation (Dagneli,

2000).

P: c’est la probabilité qui met en évidence les différences significatives entre la valeur du

coefficient de corrélation « r » et la valeur zéro.

- SiP<0.05:ilyaune corrélation significative entre les deux caracteres.

- SiP>0.05:iln’y a pas de corrélation significative entre les deux caracteres.

Les résultats obtenus ont été exprimés par la moyenne plus au moins 1’écart type (m %S).



Pour la comparaison des effets mois, sites, paramétres physico-chimique et parameétres
de croissance ainsi que les parametres bactériologiques, nous procédons a une analyse de la

variance a deux critéres de classification (ANOVA).






1. Les parametres physico-chimiques de I’eau du littoral

1.1.

plus élevées sont enregistrées durant la saison estivale avec un maximum en juillet et ao(t (29°C) au

La Température:

La température présente des variations similaires dans 1’ensemble des sites. Les valeurs les

niveau de Sidi Salem (fig.22).

Dés le début de I’automne (Septembre), on assiste a une baisse progressive de la température

de I’eau qui atteint sa valeur minimale (7°C) en février et mars a Hnaya (fig.22).
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Figure 22 : Variations mensuelles de la température de 1’eau du littoral d’ Annaba




1.2.La Chlorophylle a :

Les teneurs en chlorophylle a montrent, des variations qui différent d’un site a ’autre et d’un
mois a I’autre ; les valeurs maximales sont relevées en juillet au Cap de Garde (202.92 pg/l) et a
Hnaya (72.09 pg/l) en aolt a Rezgui Rachid (200.25 ug/l) et en novembre a Sidi Salem (176.22 ug/l).
C’est a Hnaya que les teneurs en chlorophylle a sont les plus basses et au Cap de Garde qu’elles sont

les plus élevées (fig. 23)
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Figure 23 : Variations mensuelles de la Chlorophylle « a » de I’eau du littoral d’ Annaba



1.3.La matiére en suspension :

Les maticres en suspension montrent des fluctuations d’un mois a 1’autre et d’un site a 1’autre.
Des teneurs supérieures a 0,15mg/l sont notées a Rezgui Rachid pendant 10 mois sur 12, au Cap de
Garde et Sidi Salem pendant 7 mois et a Hnaya pendant seulement 6 mois. C’est a Rezgui Rachid que
la valeur maximale (proche de 0,3 mg/l) est enregistrée ; Par ailleurs, des teneurs en MES inférieures a
0,05mg/1 sont notées au printemps et en automne au Cap de Garde, au mois d’aolit et en automne a

Hnaya, mais seulement au mois de juin a Rezgui Rachid et Sidi Salem (fig. 24).
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Figure 24 : Variations mensuelles de la matiere en suspension de I’eau du littoral d’ Annaba



1.4.L’oxygéne dissous :

L’oxygene dissous montre des fluctuations similaires au niveau de tous les sites ; nous notons
2 pics de plus de 10mg/l en février et mars (au Cap de Garde, Sidi Salem, Rezgui Rachid et Hnaya),
puis une chute au mois d’avril suivie d’un maintien des teneurs a 6mg/l en période estivale et une
1égere hausse a 8 mg/l en automne (fig. 25). C’est toutefois au mois de mars qu’une teneur en oxygene

dissous de plus de 15mg/l est relevée a Rezgui Rachid.
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Figure 25 : Variations mensuelles de 1’oxygéne dissous de 1’eau du littoral d’ Annaba



1.5.La Salinité :

Dans 1’ensemble des sites, ce parametre montre des variations similaires illustrées par
’apparition d’un pic en juillet et des teneurs assez élevées en février. C’est, par ailleurs, au Cap de
Garde que d’importantes fluctuations sont relevées d’un mois a 1’autre. La salinit¢ montre les
fluctuations les plus faibles (de 36 a 37g/1) durant la période s’étalant d’aolt a janvier a Sidi Salem,
Rezgui Rachid et Hnaya (fig.26).
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Figure 26 : Variations mensuelles de la salinité de I’eau du littoral d’ Annaba



1.6.Le potentiel d’hydrogéne :
Le pH est Iégérement alcalin ; dans I’ensemble des sites, sa valeur varie entre 7,4 et 8,8. La
valeur la plus basse (7,21) est enregistrée & Rezgui Rachid au mois de février ; c’est a Sidi Salem que

la valeur la plus élevée (8,70 en novembre) est notée (fig.27).
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Figure 27 : Variations mensuelles du potentiel d’hydrogéne de I’eau du littoral d’ Annaba



2. Les paramétres bactériologiques ( Eau et bivalves)
2.1. Distribution des germes pathogenes dans I’eau et les moules

L’utilisation de I’Api 20E comme test confirmatif pour la recherche et I’identification des
Salmonelles dans 1’eau et les moules de Sidi Salem nous a permis de mettre en évidence la présence,
de Citrobacter frundii, Citrobacter braakii (faible discrimination), de Proteus vulgaris, de Salmonella
arizonae, Salmonella spp (faible discrimination) et Salmonella paratyphi A (faible discrimination),

d’Escherichia coli I, et enfin de Klebsiella ornithinolytica (tab.3).

Tableau 3 : Résultat des tests confirmatifs destinés a la recherche et I’identification des Salmonelles

dans I’eau et les bivalves prélevés a Sidi Salem

Bac

Salmonella E.coli I Proteus vulgaris Citrobacter braakii Citrobacter K. ornithinolytica Salmonella spp

arizonae freundii

Salmonella

paratyphi A

mois

EAU

MOULE | EAU | MOULE | EAU | MOULE | EAU | MOULE | EAU | MOULE | EAU | MOULE | EAU | MOULE

EAU

MOULE

fév

mars

avr

mai

jui

juillet

aout

sep

oct

nov

déc

jan

(+) : présence / (-) : Absence.

Il ressort du tableau 3 que les moules montrent une contamination par les germes pathogénes
plus importante que celle de 1’eau ; nous notons dans 1’eau seulement la présence de Salmonella
arizona et E coli mais en revanche dans les moules les 8 germes ont été retrouvés mais a des périodes
différentes de I’année. Nous notons, en effet, la présence de Salmonella arizonae en avril et en
juillet et celles de Salmonella. spp. et Salmonella. paratyphi A en janvier. Le germe Citrobacter

braakii est rencontré en avril et en janvier et Citrobacter freundii seulement en avril. En ce qui




concerne les autres germes, Klebsiella ornithinolytica est isolée en mai et Proteus vulgaris et E coli en

avril.

C’est en avril que le plus grand nombre de germes pathogéne (5) est rencontré ; en janvier on en

dénombre trois et en mai et juillet un.



2.2.Distribution des germes indicateurs de pollution fécale dans I’eau et les bivalves
2.2.1. Distribution des germes dans I’eau de mer
1. Les Coliformes totaux
Le dénombrement des Coliformes totaux montre que leur teneur varie d’un site a ’autre et

d’un mois a ’autre.

Nous notons, des teneurs en Coliformes totaux, inferieures aux valeurs guides (500
germes/100ml selon le décret exécutif n° 93-164 du 10/07/1993 JORA n° 46), au Cap de Garde,
Hnaya et Rezgui Rachid, pendant presque toute la période d’étude, a I’exception du mois de juin a
Hnaya (un pic 2400germes/100ml), de janvier a Rezgui Rachid (2400germes/100ml) et de mai et juin
au Cap de Garde(2400germes/100ml).

A Sidi Salem, durant presque toute I’année les teneurs dépassent le plus souvent la valeur
guide ; elles sont de 1’ordre de 1100 et 2400 germes/100ml. C’est seulement en avril, septembre et
octobre que sont enregistrées des teneurs bien inférieures a la valeur guide de référence (fig. 28).
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Figure 28 : Variations spatio-temporelles des teneurs en Coliformes totaux dans 1’eau du littoral
d’ Annaba



2. Les Coliformes thermotolérants (Escherichia coli) :

Les concentrations en Coliformes thermotolérants (E.coli), enregistrées dans 1’eau du Cap de

Garde et de Hnaya, sont relativement faibles ; elles ne dépassent pas 20 germes/100ml ; et sont de ce

fait inferieures aux valeurs guides fixées a 100germes/100ml selon le décret exécutif n° 93-164 du
10/07/1993 JORA n° 46.

A Sidi Salem, 3 pics de 460, 1100 et 2400 germes/100ml sont relevés respectivement en mars,

mai et juin.

Au niveau de Rezgui Rachid, les teneurs restent inferieures aux valeurs guides durant presque

toute I’année, a I’exception du mois d’avril ou une valeur proche de la valeur guide (75germes/100ml)

est atteinte (fig. 29).
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Figure 29 : Variations spatio-temporelles des teneurs en Coliformes fécaux relevées dans I’eau du
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3. Streptocoques Totaux :

d’un mois a I’autre (fig.30).

(ne dépassent pas 23germes/100ml) durant toute la période de prélévement.

Les concentrations en Streptocoques totaux contenus dans 1’eau, varient d’un site a 1’autre et

Dans le Cap de Garde, les teneurs en Streptocoques totaux restent inférieures a la valeur guide

A Rezgui Rachid et Hnaya les teneurs restent au dessous de la valeur guide admise pendant 11

mois sur 12, avec toutefois des valeurs proches de la valeur guide en avril (93germes/100ml) a Hnaya

et en février, septembre et octobre (75, 93, et 93 germes/100ml) a Rezgui Rachid ; nous enregistrons,

par ailleurs, un pic de 2400germes/100ml en juin a Hnaya et un pic de 460germes/100ml en avril a

Rezgui Rachid.

A Sidi Salem, les teneurs enregistrées dépassent, durant presque toute 1’année, la valeur guide,

a ’exception des mois d’avril et janvier ou des teneurs de I’ordre de 30 germes/100ml sont notées.
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Figure 30 : Variations spatio-temporelles des teneurs en Streptocoques totaux relevées dans I’eau du
littoral d’ Annaba




4. Streptocoques fécaux :

Dans le Cap de Garde et Hnaya, les eaux présentent des teneurs en Streptocoques fécaux qui
ne dépassent pas 23 germes/100ml (teneurs bien inférieures aux valeurs guides fixées a 100 germes
/100ml selon le décret exécutif n° 93-164 du 10/07/1993 JORA n° 46) ; Cependant, une teneur proche
de la valeur guide (93germes/100ml) est notée, a Hnaya, dans 1’échantillon d’eau du mois d’avril (fig.
31).

Les eaux de Rezgui Rachid, montrent une importante contamination par les Streptocogues
fécaux en avril (pic de 460 germes /100ml) et des teneurs proches des valeurs guides en février,
septembre et octobre.

Quant aux eaux de Sidi Salem, les teneurs en Streptocoques fécaux relevées durant presque
toute I’année sont nettement supérieures aux valeurs guides ; un maximum de 2400germes/100ml est
noté en mars et en aodt ; seuls les mois d’avril, mai, novembre et janvier enregistrent respectivement
des teneurs de 28, 43, 21 et 9 germes /100ml.
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Figure 31 : Variations spatio-temporelles des teneurs en Streptocoques fécaux relevées dans I’eau du
littoral d’ Annaba



2.2.2. Distribution des germes chez les moules
1. Les Coliformes totaux
Les moules prélevées dans 1’ensemble des sites hébergent, durant toute 1’année, des coliformes
totaux a des teneurs dépassant largement les valeurs guides fixées a 1000 germes/100ml de broyat
selon la directive européenne du 8 décembre 1975, reprise par le décret exécutif n° 91-980 du
20 septembre 1991(fig.32).

Des teneurs de 140000 germes/100ml de broyat sont, toutefois, enregistrées a Sidi Salem,
pendant 7 mois de ’année, au Cap de Garde pendant 11 mois, a Rezgui Rachid, pendant 8 mois et a

Hnaya durant seulement 3 mois.
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Figure 32 : Variations spatio-temporelles des teneurs en Coliformes totaux relevees dans les bivalves
du littoral d’ Annaba



2. Les Coliformes thermotolérants (Escherichia coli)
Les moules du Cap de Garde et de Rezgui Rachid hébergent des Coliformes thermotolérants,
pendant 6 mois sur 12, a des teneurs variant respectivement de 300 et 140000 germes/100ml de broyat
et de 400 a 11000germes/100ml de broyat; ces concentrations dépassent les valeurs guides fixées a

230 germes/100ml de broyat selon I’arrété européen du 23 mars 1993.

A Sidi Salem, les moules abritent les coliformes thermotolérants durant 10 mois de 1’année et
a des taux supérieures aux valeurs guides; des teneurs de 1’ordre de 110000, 30000 et 11000

germes/100ml de broyat sont respectivement relevees en mars, mai et juillet (fig. 33).

En ce qui concerne, les moules de Hnaya, la contamination est assez marquée de juin a

octobre ; durant cette période, les teneurs enregistrées varient de 2000 a 11500 germes/100ml de

broyat.
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Figure 33: Variations spatio-temporelles des teneurs en Coliformes fécaux relevées dans les bivalves

du littoral d’ Annaba




3.

Les Streptocoques totaux :

Les moules provenant de I’ensemble des sites (fig.34), montrent une forte contamination par

les Streptocoques totaux, illustrée par des teneurs le plus souvent proche de 140000 germes/100 ml de

broyat (dépassant largement la valeur guide admise, en référence a 1’arrété européen du 23 mars 1993).

Des teneurs proche de 20 000 germes/100 ml de broyat sont enregistrées en février chez les moules de

Sidi Salem, de Rezgui Rachid et du Cap de Garde ; Ce sont toutefois les moules de Hnaya du mois de

juin, qui enregistrent la teneur en Streptocoques totaux la plus basse.
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Figure 34 : Variations spatio-temporelles des teneurs en Streptocoques totaux relevées dans les
bivalves du littoral d’ Annaba




4. Les Streptocoques fécaux
Les moules, de pratiquement 1’ensemble des sites, présentent une forte contamination par les
Streptocoques fécaux (fig. 35); les teneurs relevées, varient de 20 000 a 140000 germes/100 ml de
broyat durant pratiquement toute I’année. C’est a Rezgui Rachid que des teneurs relativement basses
(inférieures aux valeurs guides fixées a 2.5.10° germes /100ml de broyat, selon arrété européen du 23
mars 1993), sont enregistrées en septembre et octobre (1100 germes/100 ml de broyat).
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Figure 35 : Variations spatio-temporelles des teneurs en Streptocoques fécaux relevées dans les
bivalves du littoral d’ Annaba



2.3.0rigine de la contamination de I’eau

Le calcul de lindice de Bourgeois (1980), basé¢ sur le rapport, Coliformes
fécaux/Streptocoques fécaux (CF/SF), fait apparaitre 1’existence, le plus souvent, de contamination
d’origine animale dans 1’eau de 1’ensemble des sites échantillonnés ; toutefois, une origine mixte de la
contamination est notée aux mois d’aolit et septembre au Cap de garde, en juillet 8 Rezgui Rachid, en
juin et janvier a Sidi Salem. Une contamination d’origine humaine est observée en mai a Sidi Salem.
En ce qui concerne la contamination des eaux de Hnaya elle aurait une origine animale durant toute
I’année (fig. 36).
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Figure 36 : Variations spatio-temporelles de 1’ origine de la contamination des eaux du littoral
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humaine ; selon Bourgeois (1980)).



3. Les paramétres biométriques :
3.1.Sex-ratio :
4+ Cap de Garde
Dans les échantillons de moules récoltées dans le Cap de Garde, nous notons une
prédominance des individus de sexe male pendant 5 mois sur 12 (février, avril, aolt, octobre et
décembre); une égalité entre les deux sexes durant 4 mois de I’année (mars, juin, juillet et septembre)

et une légére prédominance des femelles durant les trois mois de I’année qui restent.

+ Hnaya:

Sur les 12 échantillons de moules prélevés a Hnaya, les échantillons d’avril, mai, novembre et
janvier (4) présentent une prédominance des individus de sexe males; ceux de juin juillet, aolt
septembre et octobre (5) montrent une légére prédominance des individus de sexe femelle (du fait que
les valeurs du sexe ratio soient assez proche de 1). Les échantillons de moules de février, mars et
décembre présentent une égalité entre les deux sexes (fig. 37).
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Figure 37: Variations spatio-temporelles des valeurs du sexe ratio des moules récoltées a Hnaya et au
Cap de garde



3.2.Indice de condition et périodes de ponte :

Les valeurs de l'indice de condition des moules provenant des deux sites montrent des
fluctuations similaires ; elles sont élevées au printemps puis affichent une baisse progressive en été
pour atteindre un minimum en septembre au Cap de Garde (2,50) et en octobre a Hnaya(2,55) ; ces
valeurs marquent une légere hausse en octobre au Cap et en novembre a Hnaya puis rechutent a

nouveau en novembre au Cap (2,08) et en décembre a Hnaya (2,42).

Si nous tenons compte des variations de I’IC pour déterminer les phases du cycle de
reproduction des moules récoltées nous pouvons dire, compte tenu des valeurs obtenues, qu’il existe

un décalage entre les différentes phases du cycle d’un site a 1’autre.

Tableau 4 : Variations mensuelles de I'indice de condition (mzs, n=10) chez P. perna récoltée au Cap
de Garde et a Hnaya

Mois Cap de Garde Hnaya
Fev.09 3.25+0.80 4.19+0.66
Mar.09 3.47+0.61 5.32+0.85
Avr.09 4.04+0.69 5.87+0.70
Mai.09 5.47+1.36 5.66+0.82
Juin.09 4.78+1.20 4.41+0.84
Juill.09 464+1.11 3.96+0.33
Aout.09 4.55+1.26 3.84+0.53
Sept.09 2.50+1.33 3.06+0.49
Oct.09 3.34+1.10 2.55+0.41
Nov.09 2.08+£1.41 3.17+0.71
Dec.09 4.38+1.05 2.42+0.29
Jan.10 4.07+0.81 3.21+0.90




Si nous considérons que la chute de I’indice de condition des moules correspond a la perte de
matiere relative a I’émission de gamétes, nous pouvons dire que la phase de ponte se déroulerait en

période automnale dans les deux mouliéres échantillonnées (fig. 38).
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Figure 38 : Variations spatiotemporelles des valeurs de I'indice de condition des moules récoltées au
Cap de Garde et a Hnaya

3.3.  Lacroissance linéaire
L’analyse, a I’aide du logiciel FiSAT II, des données relative a la moule P. perna provenant
des 2 moulieres (Cap et Hnaya), nous a permis d’obtenir les valeurs des paramétres de croissance

consignées dans le tableau 5.

Tableau 5 : Paramétres de croissance de la moule Perna perna provenant du Cap et de Hnaya.

Parametres de croissance Cap de Garde Hnaya

La longueur asymptotique Loo en mm 80.33 127.58

Le coefficient de croissance K (ans™) 0.85 0.48

La longueur maximale (mm) 76.50 121.50
Intervalle de confiance a 95% (mm) 73.32 -86.43 111.5-145.36




+ Paramétres de croissance des moules récoltées a Hnaya :
A Hnaya la longueur asymptotique Loo atteint la valeur la plus élevée (127.58 mm) avec un
coefficient de croissance (K) 0.48 ans™; le tracé de la courbe de croissance réalisé & partir de ces

parametres est représenté a travers la distribution des longueurs restructurées dans la figure 39.
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Figure 39 : Distribution des fréquences de longueur restructurées et courbe de croissance chez
P.perna provenant de Hnaya (données obtenues a I’aide du logiciel ELEFEN-I pour Lo=127.58 mm
et K=0.480ans™).

Chez les moules de Hnaya, la longueur maximale observée est de I’ordre de 121.50 mm et la
longueur maximale estimée est de I’ordre de 128,43 mm avec un intervalle de confiance a 95% de

111.5 — 145.36mm (fig.40)
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Figure 40 :Estimation de la longueur maximale de P.perna de Hnaya.



La meilleure valeur estimée du coefficient de croissance (K) des moules de Hnaya est égale a

0.48 ans™
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Figure 41 : Estimation du coefficient de croissance (K) de P.perna de Hnaya.

1l est admis dans 1’analyse de 1’age et de la croissance que la valeur du 3°™ paramétre de

1I’équation de croissance de Von Bertalanffy t, est nulle (Pauly et David, 1981) ; De ce fait, les tailles

atteintes par les moules de Hnaya seraient de 9.8 mm, 18.86 mm, 27.22 mm, 34.93 mm, 42.06 mm et

48.63 mm a la fin des mois de février, avril, juin, aolt, octobre et décembre (fig.42)
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Figure 42 :

Trace de la courbe de croissance, de P.perna récoltée a I’Hnaya, réalisé a partir des

parametres de croissance calculés.



+ Paramétres de croissance des moules récoltées au Cap de Garde
La longueur asymptotique Loo atteinte par les moules du Cap de Garde est égale a 80.33mm
avec un coefficient de croissance (K) de 0.850ans™; le tracé de la courbe de croissance effectué a
partir des parametres calculés est représenté a travers la distribution des longueurs restructurées dans

la figure 43.
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Figure 43 : Distribution des fréquences de longueur restructurées et courbe de croissance chez
P.perna provenant du Cap de Garde (données obtenues a 1’aide du logiciel ELEFEN-I pour Loo=
80.33mm et K= 0.850ans™).
Chez les moules du Cap de Garde, la longueur maximale observée est de 76.50 mm et la
longueur maximale estimée est de 79.87mm avec un intervalle de confiance a 95% de 73.32 —
86.43mm (fig.44)
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Figure 44 :Estimation de la longueur maximale de P.perna du Cap de Garde.



La meilleure valeur estimée du coefficient de croissance (K) des moules du Cap de Garde est
de 0.850ans™ (fig.45)
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Figure 45 : Estimation du coefficient de croissance (K) de P.perna du cap de Garde.

Pour une valeur de to nulle, 1’équation de croissance de Von Bertalanffy appliquée aux
données relatives aux moules du Cap de Garde donne les tailles de 10.60 mm, 19.64 mm, 27.81 mm,
34.49 mm, 40.65 mm et 45.99 mm pour les mois 2, 4, 6, 8, 10 et 12 (fig.46)
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Figure 46 : Tracé de la courbe de croissance, de P.perna récoltée au Cap de Garde, réalisé a partir des
parametres de croissance calculés.



3.4.Croissance relative :

+ Croissance relative a caractére métrique

Les résultats de 1’équation de régression reliant les paramétres linéaires deux a deux (longueur total

(Lt) et largeur (La) ; longueur totale (Lt) et épaisseur (Ep) ; largeur (Lt) et épaisseur (Ep)) chez la

moule P. perna récoltée dans le littoral d’Annaba (Cap de garde et Hnaya) sont résumés dans le

tableau 6.

Tableau 6 : Equation de régressions reliant, deux a deux longueur totale (Lt), largeur (La) et épaisseur

(Ep), chez la moule P. perna récoltée dans le littoral d’ Annaba.

Sites N X Y Equation R? Relation Seuil de
biométrique
biométrique significativité
Longueur Largeur La=0.679 Lt > 84.6 Allométrie 0.000 ***
négative
Allométrie
Hnaya | 600 | Longueur Epaisseur Ep = -0.116 Lt*%* 85.5 L 0.000***
négative
Allométrie
Largeur Epaisseur Ep = -0.478 La"%®* 72.1 positive 0.000%**
Longueur Largeur La=0.304 Lt *°"® 81.3 Allométrie 0.000%**
négative
Cap de
Garde Allométrie
600 | Longueur Epaisseur Ep= 0.025 Lt>*" 83.9 o 0.000%**
négative
Allométrie
Largeur Epaisseur Ep=0.141 La *™® 65.5 négative 0.000***

+ Relation entre longueur totale et largeur:

Chez la moule P. perna prélevée dans les deux sites, I’analyse des résultats obtenus aprés

détermination des différentes droites de régression montre I’existence de bonnes corrélations entre la

longueur totale & la largeur, avec de bons coefficients de détermination R? (2 Hnaya : 84,6 %, au Cap

de Garde : 81.3%) témoignant de I’existence d’une différence trés hautement significative (P = 0.000)

entre I’évolution de la largeur et la longueur totale des individus. Cette allométrie négative fait




ressortir que, chez les moules provenant du littoral d’Annaba, la largeur croit moins vite que la

longueur (Tab.6, fig. 47).
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Figure 47 : Régression entre la longueur totale et la largeur chez la moule P. perna provenant du
littoral d’ Annaba.

+ Relations entre longueur totale et épaisseur
L’analyse des résultats obtenus aprés détermination des différentes droites de régression
montre, chez les moules P. perna prélevées dans les deux sites, I’existence de bonnes corrélations
entre la longueur totale et I’épaisseur avec de bons coefficients de détermination R® (3 Hnaya : 85.5 %,
au Cap de Garde : 83.9%) témoignant de I’existence d’une différence trés hautement significative (P =
0.000) entre 1’évolution de 1’épaisseur et la longueur totale des individus. Cette allométrie négative fait
ressortir que, chez les moules provenant du littoral d’Annaba, I’épaisseur croit moins vite que la

longueur (Tab.6, fig.48).
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Figure 48 : Régression entre la longueur totale et 1’épaisseur chez la moule P. perna provenant du
littoral d’ Annaba.

4+ Relations entre largeur et épaisseur

L’analyse des résultats obtenus aprés détermination des différentes droites de régression
montre, les moules P. perna provenant des deux sites, 1’existence de bonnes corrélations entre la
largeur et I’épaisseur, avec de bons coefficients de détermination R® (& Hnaya : 72.1 %, au Cap de
Garde : 65.5%) témoignant de 1’existence d’une différence trés hautement significative (P = 0.000)
entre 1’évolution de la largeur et 1’épaisseur des individus (Tab.6, fig.49). L’allométrie négative fait
ressortir, chez les moules provenant du Cap de Garde, que 1’épaisseur croit moins vite que la largeur
(Tab.6, fig.49); chez les moules de Hnaya, il est noté I’existence d’une allométrie positive entre

largeur et épaisseur, faisant ressortir que 1’épaisseur croit plus vite que la largeur.
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Figure 49 : Régression entre la largeur et I’épaisseur chez la moule P. perna provenant du littoral
d’ Annaba.

4+ Croissance relative (taille-poids)
Les résultats de 1’estimation de la croissance relative de la moule P. perna par I’application de

I’équation allométrique reliant la longueur totale au poids total sont consignés dans le tableau 7.

Tableau 7 : Equation de régression reliant la longueur totale (Lt) et le poids total (Pt), chez P. perna
provenant du littoral d’ Annaba.

Sites N X Y Equation R Relation | Seuil de

o biométrique | =
biométrique significativité

Hnaya |600 | Longueur | Poids | Pt=-30.39Lt"®" [90.9 | Allométrie | 0.000%**




positive

Capde |600 |Longueur | Poids |Pt=-8.315Lt*™?® |785 | Allométrie | 0.000***

Garde o
positive

+ Hnaya:

Chez la moule P. perna prélevée a Hnaya, la croissance relative estimée par I'équation reliant la
longueur totale au poids total, a partir de 600 individus, montre 1’existence d’une allométrie majorante
avec un coefficient de détermination R? de 90.9 % témoignant d’une différence trés hautement
significative (P = 0.000) entre 1’évolution du poids et la longueur totale des individus. Cette allométrie

fait ressortir que chez les bivalves de Hnaya le poids croit plus vite que la taille (Tab.7, fig.50).
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Figure 50 : Régression entre la longueur totale et le poids total chez la moule P. perna récoltée a

Hnaya

+ Cap de Garde

La croissance relative estimée par I'équation reliant la longueur totale au poids total, a partir de
600 individus de I’espéce P. perna provenant du Cap de Garde, montre 1’existence d’une allométrie
majorante avec un coefficient de détermination R* de 78.5 % témoignant d’une différence trés
hautement significative (P = 0.000) entre 1’évolution du poids et la longueur totale des individus ;
L’allométrie observée fait apparaitre que le poids croit plus vite que la taille chez les bivalves du Cap

de Garde (Tab.7, fig.51).
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Figure 51 : Régression entre la longueur totale et le poids total chez la moule P. perna provenant du

Cap de Garde.




3.5. Distribution des fréquences de taille :

4+ Cap de Garde

Les individus récoltés dans le cap de Garde montrent des tailles variant de 6.5 a 76.5 mm. Les
effectifs les plus faibles (moins de 20 spécimens) sont enregistrés dans les classes de taille inférieures
a 36.5 mm et supérieures a 61.5 mm. Les individus dont la taille est comprise entre 41.5 et 56.5 mm
représentent le plus gros des effectifs (de 71 a 176 spécimens/ classe) de la population de moules
récoltées dans le Cap de Garde (fig.52).

En ce qui concerne le sexe des individus récoltés, nous notons une nette prédominance des
males dans les classes de taille de 41.5 a 56.5 mm ; les individus de sexe femelles montrent une Iégere
prédominance seulement dans les classes de taille de 26.5, 36.5, 61.5, et 66.5 mm. Les individus de
sexe indeterminé sont rencontres dans les classes de taille de moins de 26.5 mm.

Cap de Garde

m N males
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N indéterminé

B TOTAL
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Figure 52 : Distribution des fréquences de taille des moules récoltées dans le Cap de Garde

+ Hnaya
La mouliére de Hnaya abrite des moules présentant une large fréquence de taille ; les tailles
relevées sont comprises entre 6.5 mm et 121.5 mm (fig.53).

Les stades immatures sont enregistrés dans les classes de taille de moins de 31.5 mm ; ces
derniéres représentent de faibles effectifs (moins de 10 spécimens/classe). En ce qui concerne le stade
de maturation, nous notons 1’apparition d’individus matures de sexe méle a partir de la classe de taille
29-34 mm ainsi que les individus femelles (fig.53). Nous relevons, par ailleurs, une nette
prédominance des méles dans 1’ensemble des classes de taille (de 31.5 a 76.5 mm) a I’exception de la
classe de taille de 61.5 et de 66.5 ou nous notons respectivement une prédominance de femelles et une
égalité entre les. Ce sont les classes de taille 36.5 a 71.5 mm qui abritent des effectifs de plus de 20
spécimens ; mais les effectifs de plus de 60 spécimens sont, surtout, rencontrés dans les classes de
taille variant de 46.5 &4 61.5 mm.
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Figure 53 : Distribution des fréquences de taille des moules récoltées a Hnaya

4. Etude du cycle de reproduction:

+ Hnaya:
Les moules femelles provenant de Hnaya montrent un processus de gamétogenese et de maturité
génitale de novembre a février (une phase de restauration des gonades est notée de mars a mai) ;
I’émission des gamétes a lieu de novembre a décembre ; de janvier a mars, un processus de
reconstitution des réserves fait suite a la phase d’émission des gamétes d’octobre (tab. 08 ; fig.55).

Les moules de sexe male de Hnaya sont en phase de gamétogenese et de maturité génitale de
janvier a février et de mars a mai ; 1’émission des gameétes a lieu d’aot a septembre, et en octobre a
novembre. La reconstitution des reéserves est observée de décembre a février; une phase de
restauration des gonades est relevée en février (tab.08 ; fig.54).

4+ Le Cap de Garde
Les moules femelles du Cap de Garde présentent des gonades en phase de gamétogenése en avril
et en phase de maturité génitale de mai a aoQt et de décembre a février ; un processus d’émission des
gametes lui fait suite en septembre jusqu’au mois de novembre. Une phase de restauration des gonades
précéde en décembre (tab. 08 ; fig. 55).

Les moules de sexe male du Cap de Garde présentent des gonades en phase restauration de
novembre a décembre ; la gamétogenése apparait en mai et des phases de maturité génitale ont lieu en
mai et en décembre. L’émission des gamétes se produit de septembre a novembre (tab.08 ; fig.54).

Tableau 08 : Résultats des différents stades sexuels de la moule Perna perna observe en histologie
pour chaque site et par sexe.



Stades sexuels

Gonades des moules du Cap

Gonades des moules de

de Garde Hnaya
male femelle male femelle
Stade I Mai _ _ _
(reprise de
I"activité sexuel)
Mai Auwril Janvier a Janvier a

février février
Stade IT
(gamétogenese)
Stade ITIA Mai Mai a aout Mars a mai Mars & mai
(maturité
génitale)

Décembre. Décembre a
février

Stade IIIB septembre a Septembre Aolt a Octobre a
(émission des novembre septembre novembre
gameétes) anovembre

Octobre &

novembre
Stade IIIC Novembre a Novembrea | Décembre a Janvier a
(restauration des | décembre décembre février mars
gonades)
Stade IIID

(arrét de I'activité
génitale et
reconstitution des
réserves)




Figure 54 : Coupe histologiques montrant les différents stades du développement de la gonade male
chez lamoule Perna perna . a: stade I reprise de I’activité génitale, b : Stade 11 Gamétogenése, c :
Stade I11A Maturité sexuelle, d : Stade 111B Emission des gametes, e stade 11IC restructuration de la
gonade, f : Stade ITID Arrét de I’activité génitale et reconstitution des réserves. —fp=follicule
primaire,tc=tissu conjonctif ,et sz=spermatozoide.(GRx40 colorées par I'nématoxyline de Harris et
I'éosine).



Figure 55 : Coupe histologiques montrant les différents stades du développement de la gonade
femelle chez la moule Perna perna . a: stade I reprise de 1’activité génitale, b : Stade
Il Gamétogenése, ¢ : Stade I1IA Maturité sexuelle, d : Stade 11IB Emission des gamétes, e stade 11IC
restructuration de la gonade, f : Stade IIID Arrét de I’activité génitale et reconstitution des réserves.
fp : folicule primair, og : ovogonie, ov : ovocyte, Tc :tissu conjonctif.(GRx40 colorées par
I'nématoxyline de Harris et I'éosine).



5. Biomarqueurs

5.1. Glutathion réduit (GSH):
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Figure 56 : Taux de glutathion en uM GSH/mg de protéines dans les Branchies et les glandes
digestive de Perna perna prélevée aux quatre sites d’étude de Février 2009 a janvier 2010

La concentration en GSH la plus faible est notée a Sidi Salem au mois de juillet dans les
branchies (1.50*10°) et dans la glande digestive (7.44*10° pM GSH/mg protéine) ; la plus forte
teneur en GSH est relevée dans le Cap de Garde au mois d’aoiit dans les branchies (4.72*10™ uM
GSH/mg protéine) et au mois de février dans la glande digestive (8.93*10™ uM GSH/mg protéine).

4 Dans le Cap de Garde, les teneurs en GSH relevées dans les branchies sont le plus souvent
inférieures a 0,0001 UM GSH/mg de protéines (fig. 56); Les 3 valeurs les plus élevées sont notées en
février (0,0003 uM GSH/mg de protéines), en mai (0,00015 uM GSH/mg de protéines) et en aodt
(0,0005 uM GSH/mg de protéines). Dans la glande digestive, trois pics sont enregistrés, le premier en
février (0,0009 uM GSH/mg de protéines), le second en juin 0,0003 uM GSH/mg de protéines) et le
troisiéme en aott (0,005 uM GSH/mg de protéines); durant le reste de ’année les teneurs en GSH
restent inférieures a 0,0001 uM GSH/mg de protéines)

4+ A Rezgui Rachid, dans les branchies, les teneurs en GSH supérieures a 0,00015 uM GSH/mg
de protéines sont relevées de février a avril et de juillet a septembre; des pics sont notés en mars et en
aolt (valeurs proches de 0,0002 UM GSH/mg de protéines) durant les autres mois de 1’année les
valeurs relevées n’excedent pas 0,0001 uM GSH/mg de protéines (fig. 56). Dans la glande digestive,
les teneurs en GSH n’excédent pas 0,00015 pM GSH/mg de protéines; un pic de I’ordre de 0,0005 uM
GSH/mg de protéines est enregistré en aodt et des valeurs de plus de 0,0001 sont notées en mars, avril



et décembre; durant le reste de I’année les teneurs en GSH ne dépassent pas la valeur 0,0001 uM
GSH/mg de protéines (fig.56).

+ A Hnaya, la GSH montre le plus souvent des teneurs de moins de 0,0001 pM GSH/mg de
protéines au niveau des branchies ; Les teneurs les plus élevées sont enregistrées en février (0,00045
MM GSH/mg de protéines), en avril (0,00015 pM GSH/mg de protéines) et en aodlt (0,00027 uM
GSH/mg de protéines). En ce qui concerne la glande digestive, les teneurs en GSH les plus élevées
sont enregistrées en février (0,00032 uM GSH/mg de protéines), en mars (0,00017 uM GSH/mg de
protéines) et en aodt (0,0002 uM GSH/mg de protéines) ; durant la période s’étalant du mois d’avril au
mois de juillet les teneurs n’excédent pas 0,00005 uM GSH/mg de protéines et de septembre a
décembre les teneurs varient entre 0,00005 et 0,0001 uM GSH/mg de protéines.

+ A Sidi Salem, les teneurs en GSH obtenues dans les branchies sont le plus souvent supérieures
a 0,0001 uM GSH/mg de protéines ; des teneurs proches de 0,0002 uM GSH/mg de protéines sont
notées en avril, et de novembre a janvier et des teneurs de moins de 0,00005 uM GSH/mg de protéines
sont enregistrées en juin et en juillet ; les valeurs maximales sont relevées en mai et en aoQt (0,00045
UM GSH/mg de protéines). Dans la glande digestive, des teneurs de moins de 0,0001 uM GSH/mg de
protéines sont le plus souvent notées ; Nous enregistrons, par ailleurs, des teneurs proches de 0,00015
uM GSH/mg de protéines en mars, avril et mai et un pic de I'ordre de 0,0006 pM GSH/mg de
protéines en aodt (fig.56).



5.2.Glutathion-S-transférase (GST) :
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Figure 57 : Activités de la GST en uM/min/mg de protéines dans les branchies (Br) et la glande
digestives (GD) de Perna perna prélevée au niveau des quatre sites d’échantillonnage durant 12 mois
d’étude.

4+ Dans le Cap de Garde, de février a juin, I’activité GST enregistrée dans les deux organes est
plus élevée que celle notée de septembre a janvier; ’activité maximale étant relevée en aolt (0,0045
UM/min/mg de protéines dans les branchies et 0,0078 uM/min/mg de protéines dans la glande
digestive).

4+ A Rezgui Rachid, I’activité de la GST varie, généralement, entre 0,001 et 0,003 puM/min/mg
de protéines au niveau des deux organes; elle présente un maximum en aodt (valeur proche de 0,005
UM/min/mg de protéines) et un minimum en octobre (dans les branchies) et en novembre (dans la
glande).

4+ A Sidi Salem, I’activité de la GST montre de grandes variations d’un mois a ’autre. Dans les
branchies, trois pics sont relevés, I’'un en mars (>0,006 uM/min/mg de protéines), 1’autre en aott
(>0,004 uM/min/mg de protéines) et le troisieme en octobre (>0,002 uM/min/mg de protéines) ; les
valeurs de I’activité les plus basses sont notées en février, en mai et de novembre a janvier (fig.57).

+ A Hnaya, c’est en avril que la valeur de ’activité maximale de la GST est relevée (0,08 et 0,02
HM/min/mg de protéines respectivement dans les branchies et la glande digestive) ; a I’exception du
mois de mars ou des valeurs dépassant 0,03 uM/min/mg de protéines sont relevées dans les deux
organes, durant le reste de I’année les valeurs de D’activité de la GST ne dépassent pas 0,0025
HM/min/mg de protéines (fig.57).



1. Paramétres physico-chimiques :
Le modéle linéaire généralisé, sites en fonction des parametres physicochimique, montre
I"existence d’une différence non significative pour tous les paramétres mesurés entre les quatre sites

d’études.
L analyse statistique des données montre ainsi 1’existence :
-de corrélations négatives significatives entre 1’oxygene dissous et le pH,

-de corrélations négatives hautement significatives entre la température-oxygene dissous et

entre pH-salinité ;

- de corrélations négatives trés hautement significative entre pH et matiéres en suspension.

Tableau 9 : Modele linéaire généralisé appliquée pour I'ensemble des sites en fonction de facteurs
physicochimique (O, dissous, pH, MES, chlorophylle a, température, salinité) chez la moule P. perna

du littoral d’ Annaba.

Variables variation ddl SCE CM Fobs P
temp sites 3 82.73 27.58 0.72 1 0.544 NS
S% sites 3 7.873 2.624 0.820.491 NS
pH sites 3 0.0094 0.0031 0.02 [ 0.995 NS
02 sites 3 13.725 4.575 0.76 | 0.523 NS
Chir sites 3 15636 5212 1.61]0.201 NS
MES sites 3 0.028146 0.009382 1.26 1 0.299 NS

NS: non significatif (p<0.05)*: hautement significatif (p<0.01)**;

tres hautement significatif (p<0.001)***.

2. Parametres bactériologiques :

+ FEau:
Le modele linéaire généralisé, révéle I’existence d’une variation dans la distribution des

contaminants, entre les eaux des différents sites.

Nous notons, en effet, I’existence d’une différence hautement significative entre les sites dans
la distribution des Coliformes totaux (P=0,004**); alors que la différence est non significative dans la
distribution d’E. coli (P=0,068 ™).



De plus, cette analyse fait apparaitre que les paramétres physico-chimigques ont un impact
différent sur 1’évolution de la contamination ; ceci est révélé, d’une part, par I’existence d’un
coefficient de régression différent et, d’autre part, par 1’existence d’un coefficient de détermination
significatif; il est ainsi noté 1’existence d’une corrélation positive hautement significative entre la

température et la fréquence de la distribution des Coliformes totaux (P= 0.008**).

En ce qui concerne, les Streptocoques, la différence dans la distribution des Streptocoques
totaux et des Streptocoques fécaux entre les sites est respectivement significative (P=0.015%*) et trés

hautement significative (P=0.001 ***),

L’analyse statistique montre 1’existence d’une corrélation négative significative (P=0.033%*) et
hautement significative (P=0.009**) entre la salinité et la fréquence de la distribution des
Streptocoques totaux et Streptocoques fécaux respectivement.

+ Moules.
Le modeéle linéaire généralisé, révéle 1’existence d’une variation entre les différents sites dans la

distribution des contaminants chez les moules.

= Nous notons 1’existence d’une différence significative dans la distribution des coliformes
totaux entre les sites (P=0,01%*) ; mais en ce qui concerne E. coli, la différence de distribution entre les
sites est non significative (P =0,972 NS).

= Les parametres physico-chimiques, ont également, un impact différent sur 1’évolution de la
contamination ; il est en effet, noté :

- ’existence d’une corrélation positive trés hautement significative et significative entre la
température et la fréquence de la distribution entre les sites des coliformes totaux (P=0.000***) et des
E.coli (P=0.043*) respectivement.

- L’existence d’une corrélation négative hautement significative entre le pH et la distribution
entre les sites de E. coli (P=0.004**).

- L’existence d’une corrélation négative trés hautement significative entre 1’oxygeéne dissous et
la distribution, entre les sites, des Streptocoques totaux (P=0,000***) et des Streptocoques
fécaux (P=0,000***)

- L’existence d’une corrélation positive hautement significative (P=0.004**).entre la

température et la distribution entre les sites des Streptocoques fécaux ;

- L’absence de différence significative dans la distribution des Streptocoques totaux et fécaux

entre les sites ;



e Lesrésultats de I’analyse de la variance a un critére de classification appliquée aux parametres
bactériologiques mesurés, montrent qu’il n’existe pas de différence significative entre les saisons dans
les quatre sites aussi bien pour 1’eau que pour les moules, sauf chez les moules de Rezgui Rachid dont
les teneurs en coliformes totaux montrent une différence significative (P=0.014%*) d’une saison a

I’autre.

1. Parametres de croissance (biométrie) :

+ L'analyse de la variance a deux criteres relative aux paramétres linaire ( Lt ,La et Ep) et
pondéral (Wt) de la moule P. perna du littoral d’Annaba montre I'existence d'une différence tres
hautement significative de chaque paramétre linéaire et pondéral aussi bien entre les sites qu’entre les

mois (tab.9).

Tableau 10 : Résultats d’ AV2 appliquée sur les parameétres linéaires et pondéraux de la moule P.
perna du littoral d’ Annaba en fonction des sites et des mois

sources parameétres CM Fobs P
Sites Lt 461.40 236.05 0.000%***
mois Lt 183.354 7.56 0.000%***
Sites La 53.088 209.86 0.000%***
mois La 26.3831 8.64 0.000%***
Sites Ep 42.300 127.63 0.000%***
mois Ep 36.2927 9.72 0.000%***
Sites Wit 13726 131.26 0.000***
mois Wt 14615.3 12.69 0.000%***

NS:non significatif (p<0.05)*: hautement significatif (p<0.01)**;

tres hautement significatif (p<0.001) ***.

+ Les résultats de 1'analyse de la variance a deux critéres controlés révélent 1’existence de
différences non significatives (p> 0.05) de l'indice de condition de la moule P. perna du littoral
d’ Annaba aussi bien entre les mois qu’entre les sites (tab.10).

L’analyse statistique des données montre, par ailleurs, I’existence d’une corrélation négative

significative entre le pH et I’indice de condition (P=0.027%)



Tableau 11: Résultats de AV2 applique dans la comparaison de I'indice de condition (IC) de moule P.
perna du littoral d’ Annaba en fonction des sites et des mois

SOurces DDL CM Fobs P
Sites 1 0.050 0.04 0.838 NS
mois 11 17.9587 2.53 0.063 NS

NS: non significatif (p> 0.05) ; significatif (p<0.05)*: hautement significatif (p<0.01)**;

tres hautement significatif (p<0.001)***.

+ Les résultats de I’AV2 montrent 1’existence d’une différence non significative des valeurs de

la sex ratio entre les deux sites et entre les mois (tab.11).

Tableau 12: Résultats d’AV2 appliquée pour la comparaison de la sex-ratio (S/R) en fonction des
mois et des sites

sources DDL CM Fobs P
Sites 1 0.0005 0.00 0.958 NS
mois 11 1.5874 0.72 0.702 NS

NS: non significatif (p<0.05)*: hautement significatif (p<0.01)**;

Trés hautement significatif (p<0.001)***.

2. Biomarqueurs (GSH et GST) :

+ Le modéle linéaire généralisé, révéle I’existence d’une variation non significative des
biomarqueurs mesurés entre les différents sites (tab.10)

Tableau 13 : Modele linéaire généralisé appliquée pour les biomarqueurs mesurés en fonction des
sites chez la moule P. perna du littoral d’ Annaba.

Variables | variation ddl SCE CM Fobs P

GSH Gd sites 3 0.000 0.000 0.416 0.742 NS
GSH Br sites 3 0.000 0.000 0.806 0.497 NS
GST Gd sites 3 0.000 0.000 0.436 0.728 NS
GST Br sites 3 0.000 0.000 0.996 0.403 NS




+ Le modeéle linéaire généralisé, révele I’existence d’une variation non significative entre les
différentes saisons pour 1’ensemble des biomarqueurs mesurés, a 1’exception de 1’activité de la GST au
niveau de la glande digestives ou on note une différence significative (P=0.043%*).

La matrice de corrélation appliquée sur les biomarqueurs mesurés au niveau des deux tissus (glande
digestive et branchies) montre 1’existence de corrélation positive trés hautement significative entre

glande digestive et branchies pour les deux biomarqueurs mesurés (GSH et GST).

Aussi nous notons en ce qui concerne l’impact des paramétres physico-chimiques, une
corrélation négative significative entre GST Gd (glande digestive) et oxygéne dissous (P=0.003*) et
une corrélation négative hautement significative entre GST Br (branchies) et oxygéne dissous
(P=0.009**).

Tableau 14 : Modele linéaire généralisé appliquée pour les biomarqueurs mesurés en fonction des
saisons chez la moule P. perna du littorald’ Annaba.

Variables | variation ddl CM Fobs P

GSH Gd saison 3 0.0000002 |2.13 0.110 NS
GSH Br saison 3 0.0000001 |1.36 0.268 NS
GST Gd saison 3 0.0000810 |2.94 0.043*
GST Br saison 3 0.0005676 |1.37 0.266 NS




Discussi()n

Discussion :



Notre étude nous a permis d'évaluer I’action anthropique sur la qualité bactériologique

des eaux du littoral d’ Annaba et des moules de I’espéce Perna perna qui peuplent cette zone.

+ Parameétres physico-chimiques.

La mesure des paramétres physico-chimiques de 1’eau, montre que la température, la
salinité, I’oxygéne dissous, et le pH présentent des fluctuations saisonnicres ; en ce qui
concerne les teneurs en Chlorophylle a et en matieres en suspension, ces derniéres présentent
des variations spatio-temporelles.

Les valeurs thermiques des eaux affichent des variations similaires dans I’ensemble des
sites de prélevement et montrent l'existence d'un cycle saisonnier avec deux périodes bien
distinctes : I'une froide allant de novembre & avril, avec un minimum de 7°C enregistré en
février et mars a Hnaya, et ’autre chaude, qui s'étale du mois de mai a octobre avec un
maximum de 29°C enregistré en juillet & Sidi Salem; Cet écart de température est le reflet du
caractere méditerranéen de la région ou les contrastes entre saisons froide et chaude sont tres
séveres. Des résultats similaires sont rapportés dans le golfe d’Annaba par Chaoui, (1993) et
Khati-Hadj Moussa, (2009). Selon Farhi (1995), la température de I’eau du golfe d’ Annaba, varie entre
16°C, I’hiver et 28,8°C, I’¢ét¢, avec une amplitude de 12,8°C. Les fluctuations de ce parametre abiotique
sont en relation avec les conditions climatiques locales et plus particuliérement avec la température de Iair.

En ce qui concerne la salinité, les fluctuations observées sont en relation avec les conditions
climatiques, telles I'évaporation liée aux fortes températures estivales et les précipitations. La plus faible
valeur (32 g/l) est mesurée au niveau de Sidi Salem en mars; ceci s expliquerait par la forte dilution
des eaux engendrée par les apports élevés en eau douce, ayant pour origine les fortes
précipitations, combinée a la faible évaporation de I'eau. La valeur la plus forte (41.4 g/1) est
relevée a Rezgui Rachid en juillet, du fait de I'action combinée des fortes températures
engendrant de fortes évaporations et la baisse des précipitations a | origine de la baisse des
apports en eau douce. Ces chiffres montrent que les eaux cotieres d’Annaba sont moins salées en
periode hivernale avec une exception pour le mois de février au niveau des quatre sites ou on enregistre
des valeurs élevées de salinité allant de 39.4 a 40.3 g/l ; ceci s’expliquerait par les températures un peu
élevées auxquelles s’ajoutent les faibles précipitations durant cette période de préléevement. Semroud
(1983); De Casabianca-Chassany et al,(1991) estiment, en effet, que le régime de la salinité est régi
par celui des précipitations, d’ou l'importance de ces dernieres dans la régulation de la salinité.

La concentration en oxygene dissous est une variable d'état fondamental, qui
intervient dans beaucoup de processus ; C'est également un bon indicateur de la santé d’un

écosysteme (Bourlange, 2000).



La forte oxygénation du milieu, relevée en période froide, est due, vraisemblablement,
aux basses températures et aux agitations mécaniques provoquées par les vents; Les
températures sont, selon Autoine & Bowker (1996), des facteurs dominants dans le contréle
de la concentration en oxygéne dissous de I’eau. Selon Khattabi (2002), la teneur en oxygéne
dissous serait la résultante d'un grand nombre de facteurs biotique et abiotique ; elle
dépendrait de l'activité biologique du milieu, c'est a dire I'équilibre photosynthése-

respiration, des vents et de la température.

La baisse du taux d’oxygéne dissous relevées en période estivale serait, en revanche, liée non
seulement a la forte élévation de la température et la salinité mais aussi a la respiration des organismes
aquatiques vivants (faune, flore immergée) et au calme hydrodynamique, qui empéche le brassage de
I’eau (Lacaze, 1996). A cela s’ajoute la dégradation bactérienne des détritus qui consomment
énormément d’oxygene, a raison de 1 g d’O2/Kg de matiere seche (Belaud, 1996). L’étude statistique
vient conforter nos résultats avec une corrélation négative hautement significative entre la température

et ’oxygene dissous. Des résultats similaires ont été apportés par Benchikh, (2009) et Dahel (2009).

En France, Beaupoil et Bornes (1997) ont fixes, apres une étude concernant I’effet des hypoxies
sur la faune, les seuils en oxygene dissous dans les estuaires bretons, comme suite: supérieurs a 5mg/I
(qualité excellente a acceptable), de 3 a 5 mg/1 (qualité moyenne a médiocre), de 2 a 3mg/l (qualité
mauvaise a trés mauvaise), de 1 a 2 mg/l (hors classe niveau 1), inférieur a 1 mg/1 (hors classe niveau
2). Ce qui nous permet de dire que, durant la période d'étude, les eaux du littoral Nord- Est
algérien, présentent une qualité excellente a acceptable (les teneurs en oxygéne dissous dépassant 5
mg/1) sauf en avril ol une baisse de la teneur est enregistrée (en dessous de 5 mg/1), ce qui a été démontré
par Dahel (2009) et Benchikh (2009) pour les mémes sites du golfe d’ Annaba.

En ce qui concerne le pH des eaux des 4 sites, il est légérement alcalin; il oscille entre 7,21
au mois de février a Rezgui Rachid et 8.7 au mois de novembre a Sidi Salem; des études
récentes ont enregistrées les mémes resultats pour les mémes sites (Dahel, 2009) ; selon
Barnabe (1991), les eaux cotieres méditerranéennes ont un pH qui varie entre 7.9 et 8.3. La
tendance basique du pH est rencontrée dans toutes les eaux, elle peut étre expliquée par les rejets
industriels, les rejets urbains et les apports des Oueds Bedjiméaa et Seybouse.

Quant aux matiéres en suspensions (MES), les valeurs les plus basses sont enregistrées en
juin (0.012mg/l) a Sidi Salem. Les valeurs les plus élevées, sont observées en février au Cap
(0.238 mg/l, en mars a Sidi Salem (0.222mg/l), en avril a Hnaya (0.275mg/l), et en mai a
Rezgui Rachid (0.294mg/l). L’apparition de blooms phytoplanctoniques importants pourrait

engendrer des augmentations de la teneur en MES, ce qui pourrait étre le cas dans notre



étude ; toutefois, les fluctuations de ce parameétre, seraient en relation avec les conditions climatiques et
plus particulierement les précipitations abondantes, qui seraient a I’origine des apports allochtones (Dakki,
2003). Les résultats statistiques montrent une corrélation négative tres hautement significative entre le pH et
les matiéres en suspension.

L estimation de la chlorophylle a constitue vraisemblablement la mesure la plus
accessible de la biomasse phytoplanctonique. Selon lzaguirre (2001), dans une logique
d étude de fonctionnement d’'un écosystéme, la teneur en chlorophylle a et les fluctuations
relevées sont fortement influencées par la température et 1’intensit¢ lumineuse. La faible
teneur en chlorophylle a, enregistrée en période froide, s’expliquerait par les basses
températures et 1I’importance des apports en eau (fortes crus) a I’origine de la dilution qui
affectent les communautés phytoplanctoniques (Zolocar de Domitrovie, 1992 ; Engel et
Melck, 1993 ; Garcia de Emilliani, 2001 ; Huszar & Reynolds, 1971). Selon Dufour et Merle
(1972), la forte amplitude des variations thermiques jouerait un role direct dans la succession
des especes planctoniques. Les efflorescences planctoniques représentent un apport
alimentaire essentiel pour la moule; elles stimuleraient la maturation sexuelle, tant par leur
importance que par la soudaineté de leur apparition (Cayre, 1976). Les résultats rapportés par
Benchikh (2009), sur les eaux du golfe d’Annaba, sont similaires aux ndtres et sont appuyés
par ’analyse statistique qui montre 1’existence d’une corrélation positive significative entre la

température et la Chlorophylle « a ».
+ Analyses bactériologiques des eaux.

Les analyses bactériologiques des eaux ont révélés, 1’existence de pollution en rapport
avec les sources de contaminations et les saisons dans I’ensemble des sites. Selon Dawe et
Pentose, (1978), Gauthier et Pietri, (1989), la survie de ces microorganismes varie d'un site a
l’autre et d'une saison a I’autre; de ce fait, la qualité intrinseque du milieu récepteur joue un réle
important vis-a-vis du devenir des germes fécaux dans le milieu naturel. Ces derniers ont démontré
qu'un prélévement réalisé au niveau du sédiment apres une crue, révéle une charge bactérienne plus
importante (de I’ordre de 10* E.coli /ml ou par gramme). Il est aussi rapporté que la bactérie Escherichia
coli a une bonne croissance a un pH proche de la neutralité (pH compris entre 6 et 8) et elle est
capable de resister a des températures extrémes allant de 8°C a 48°C (Nerdhadt et a/., 1994). De ce fait
les eaux du littoral d’Annaba, semble offiir un milieu propice au développement de ces germes
fécaux ; les valeurs des paramétres mesurés (température, salinité, pH, O, dissous et MES) ne

constituent pas un frein a leur développement et leur croissance durant la période d’étude.



A cela s’ajoute Ieffet du réchauffement climatique; le changement climatique se
manifeste par un réchauffement global et donc une augmentation de la température des eaux
de surface (cours d’eaux, lacs, mers). Or une augmentation de la température de I’eau modifie
les conditions de vie des microorganismes qui y vivent. En particulier, une augmentation de
quelques degrés peut favoriser la prolifération d’amibes, de bactéries (comme vibrio),
d’algues et de phytoplancton toxique. La qualité¢ des eaux de baignades se trouve ainsi altérée,

de méme que la salubrité des produits de la mer.

Des pics de 2400 germes/100ml d’eau sont observés au niveau de Sidi Salem durant
presque toute la période d’¢étude (a I’exception des mois d’avril, septembre, octobre, et
décembre), Hnaya (en juin), Cap (en mai et juin) et Rezgui Rachid (en janvier) dépassant
largement le seuil toléré fixé a 500 germes/100ml, la présence de ces pics peut sexpliquer par le
phenomeéne de lessivage des sols par les pluies (Lebaron et al., 1990) et aussi par la forte affluence des

estivants en période estivale.

En ce qui concerne, les concentrations des Coliformes thermotolérants (E, coli), elles sont
moins importantes et restent relativement basses dans les eaux du Cap de Garde, Hnaya et de Rezgui
Rachid ; quant aux fortes concentrations d’E. coli, elles sont enregistrées en mars, mai et juin a Sidi
Salem (dépassent les valeurs guides, fixée a 100germes/100ml), traduisant ainsi une
contamination récente (Rodier, 1996 ; CCME, 2002) qui peut s’expliquer par le rejet en continu
des eaux usées qui ne subissent aucun traitement et les conditions climatiques favorables a la
survie et a la prolifération de ces bactéries. Des résultats similaires ont été rapportés par Dahel

(2009) pour les mémes sites.

Les résultats du dénombrement des Streptocoques montrent que les teneurs en
streptocoques totaux sont faibles durant toute la période d’étude au Cap de Garde, et ne
montrent qu’un pic en avril a Rezgui Rachid et en juin @ Hnaya ; ces pics peuvent étre du a
une période de crue précédant la date de prélévement (Sophie et al., 1998). Alors qu’a Sidi
Salem les teneurs dépassent le seuil toléré (fixé a 100germes/100ml d’eau) durant toute la
période d’étude sauf en avril et janvier. Cela peut s’expliquer par les rejets urbains et industriels

charriés par les oueds Seybouse et Bedjima ainsi que les crues.

Les Streptocoques fécaux, montrent un pic a Rezgui Rachid en avril et des teneurs

supérieures a la valeur guide a Sidi Salem, durant 8 mois sur 12 ; ces fortes teneurs relevées a



Sidi Salem seraient la conséquence d’un lessivage des sols par les pluies en plus de la proximité de ce
site des rejets urbains et industriels charriés par les oueds, Seybouse et Bedjima auquel s’ajoute,
probablement, un hydrodynamisme particulier a cette partie du Golfe d’Annaba. En effet, d’aprés
Gleeson et Gray (1997), comparativement aux Coliformes (incluant E. coli), les
Streptocoques sont plus résistants aux conditions environnementales difficiles et persistent

plus longtemps dans I’eau.

En comparant nos résultats avec ceux rapportes par Dahel (2009), nous nous rendons compte gque
la pollution par ces germes a augmenté cette année ; la forte concentration en germes dans I’eau de
mer serait la résultante d’une pollution bactériologique ¢€levée due a 1’absence totale de
traitement des eaux et pourrait aussi trouver son origine dans I'impact du changement global qui

favoriserait la prolifération de ces germes suite a la hausse de température.

En référence aux normes de la qualité¢ de 1’eau édictées par la directive européenne
(qui limite les seuils & 10? E. coli /200ml pour les eaux de baignade et 2.3 10 E.coli /100ml
pour les eaux conchylicoles), il s’avere que les eaux du Cap de Garde, Hnaya et Rezgui
Rachid sont de bonne qualité bactériologique aussi bien pour la pratique de la conchyliculture
que pour la baignade. Mais en ce qui concerne, les eaux de Sidi Salem, elles se situent dans la
catégorie C, et sont de ce fait de mauvaises qualités car elles sont soumises a des
contaminations assez fréquentes. Nous remarquons, par ailleurs que selon les normes admises,
le Cap de Garde et Hnaya représentent des sites potentiels pour la pratique d’une activité
conchylicole, du fait de I’absence de contamination bactériologique de leurs eaux

probablement liée a leur éloignement des principales sources de contaminations.

D’apres le calcul de I’indice de Bourgeois (1980), basé sur le rapport Coliformes
fécaux/Streptocoques fécaux (CF/SF), la source probable de la contamination de 1’eau est
principalement d’origine animale; en effet, ces zones sont régulierement fréquentées par les
animaux domestiques, surtout au niveau de la région de Hnaya; quant a Sidi Salem, les rejets
émanant des abattoirs situés a proximité de la plage, expliqueraient cette origine animale de la
contamination. D’aprés Bitton, 1999 ; Clausen et al., 1977 ; Farow et al.,, 1984, les
Streptocoques du groupe D susceptibles de contaminer les eaux sont typiques des déjections
animales (S. bovis ; S. equinus); Ces especes colonisent le bétail, les chevaux et les volailles

bien qu’elles peuvent, parfois, étre présentes chez 1’humain (Devriese et al ., 1998 ;Ruoff et



al.,1989). Les contaminations humaine et mixte décelées a Rezgui Rachid, au Cap de Garde et

a Sidi Salem, auraient pour origine, les rejets domestiques des riverains et des estivants en eteé.

+ Analyses bactériologiques des moules.

Les analyses bactériologiques des moules peuplant les sites d’étude, font apparaitre des
contaminations importantes par les Coliformes totaux avec des teneurs maximales pouvant
atteindre 140000 germes/100ml de broyats.

En ce qui concerne les Coliformes thermotolérants (E, coli), les pics de contamination
de I’eau relevés sont de moindre intensité par rapport a ceux relevées au niveau des bivalves ;
ceci peut s’expliquer par la fragilit¢ de ces germes et leur bréve durée de vie dans I’eau de
mer d’une part (Rodier, 1996 ., CCME, 2002 ) et le pouvoir bio-accumulateur des bivalves

d’autre part.

Quant aux Streptocoques (totaux et fécaux), leur présence de fagon continue a des taux
dépassant le seuil toléré, peut s’expliquer par la résistance de ces indicateurs de pollution
(Gleeson et Gray, 1997), et témoignerait aussi de possibles contaminations anciennes
(Rodier.1996).

En référence aux normes de salubrité des fruits de mer, édictées par la communauté
européenne en 1991 (tab.9), les bivalves peuplant les sites d’étude, seraient impropres a la
consommation directe, du fait que les taux de contamination mesurés sont nettement
supérieurs aux valeurs admises en Europe, préconisant moins de 230 E.coli / 100 g de chair et
de liquide intervalvaire. Ces mémes résultats sont rapportés par Dahel (2009) pour la méme
espece et les mémes sites d’étude avec toutefois des différences dans les fréquences de

distribution des germes étudiés en fonction des sites et des mois.

Nous notons toutefois, qu’en fonction de la période de récolte chaque site présente des
teneurs en bactéries différentes; de ce fait, nous pouvons classer le Cap de Garde, Hnaya et
Rezgui Rachid comme zones de productions de la classe C et Sidi Salem comme zone de

production de la classe D.

Tableau 15 : Critéres microbiologiques pour les mollusques bivalves et niveau de

salubrité des zones de production (Communauté Européenne, 1991).

E.coli (E.C)/ 100g de Zones Exploitation Exploitation
chair et de liquide
intervalvaire




résultats >46000 E.C.

coquillages pour la
consommation humaine.

Seuils microbiologiques Classement Elevage Péche professionnelle,
gisement naturel

Au moins 90% des A | Autorisé pour une Autorisé pour une

résultats <230 E.C. consommation directe consommation directe

Aucun >1000 E.C.

Au moins 90% des B | Autorisé a étre consommé Autorisé mais aprés

résultats <4600 E.C. apres reparcage ou reparcage ou purification
purification. nécessaire avant

Aucun >4600 E.C. commercialisation

Au moins 90% des C | Autorisé a laconsommation | Autorisé & la consommation

résultats <46000 E.C. apres reparcage (sur une apres reparcage (sur une
longue période) ou apres longue période) ou aprés

Aucun >46000 E.C. purification intensive. purification intensive

Au moins 90% des D Impossible de récolter des Impossible de récolter des

coquillages pour la
consommation humaine.

v' En ce qui concerne les germes pathogénes, nous avons pu isoler, a partir des

prélévements d’eau et de moules de Sidi Salem, huit especes : Citrobacter frundi, Citrobacter

braakii (faible discrimination), Proteus vulgaris, Salmonella arizonae, Salmonella spp (faible

discrimination), Salmonella paratyphi A (faible discrimination), Escherichia coli I, Klebsiella

ornithinolytica.

Le plus fort de la contamination est noté en avril ; les prélévements, d’cau et de

moules, analysés recélent la présence de 5 espéces de germes pathogénes. La présence de ces

germes s’expliquerait par la forte contamination de ce site par les autres indicateurs de

pollution fécale (coliformes et streptocoques) que les oueds Seybouse et Bedjima et rejets

domestiques charrient. La forte contamination des moules, comparée a celle de 1’eau,

témoignerait de la fragilité de ces germes dans le milieu aquatique mais surtout du pouvoir de

filtration et d’accumulation que possedent les moules.

+ Etude de la croissance :

L évaluation de I'intensité de la liaison entre les mesures de la taille de la coquille a

été employée pour déterminer les rapports morphométriques des axes de croissance en

longueur, en largeur et en épaisseur de la moule P. perna.




Les valeurs de b concernant P. perna du Cap de Garde montrent une croissance plus
rapide en longueur qu en largueur et en épaisseur ; quant a celles de P. perna du site I’Hnaya,
elles montrent une croissance rapide de la longueur (b<l), suivie par 1’épaisseur et enfin la
largeur. Ce méme type de relation est signalé par Bitar et EI Hannach, (1987) qui I'expliquent

par |I"hétérogénéité morphologique de la coquille de cette espéce.

Le méme type de croissance a été rapporté par de nombreux auteurs qui ont étudié la
croissance de moules et d huitres en élevage (Burgeot et Galgani, (1998) ; Grangney,
(2001)) ; ces derniers montrent que la croissance en longueur serait en relation avec les
variations des facteurs abiotiques tels que la température, I"habitat pélagique et benthique et
des facteurs biotiques tels que 1'age, sexe ou encore le stade de maturité des gonades. Ce qui

explique la forme allongée de la coquille selon I"axe antéropostérieur.

Il est généralement admis que la croissance est caractérisée par une augmentation de la
taille et du poids en fonction du temps et des variables environnementales. Toutefois, chez les
mollusques bivalves, et en particulier chez les moules, les processus liées a la reproduction
perturbent ce schéma par une accumulation temporaire de réserves importantes qui sont par la
suite converties en gametes puis expulsees lors de la ponte, occasionnant une perte brutale de
poids (Lubet et al.1981).

L évaluation de I'intensité de la relation entre la longueur totale et le poids total chez
la moule P. perna provenant des deux sites, révele I'existence d'une allométrie majorante
entre ces deux paramétres (b>3) témoignant de I’augmentation du poids des individus plus
rapide que celle de la taille. Selon Romeo et al, (1993), ceci serait en relation avec les

fluctuations mensuelles de I état physiologique de I'animal.

Quelque que soit la période de I’année considérée, les relations allométriques reliant la
masse ponderale du bivalve a la longueur de la coquille se sont révélées significatives pour les
deux sites concernés ; il est aussi noté, quau cours de la phase d-activité sexuelle, les
variations interindividuelles sont importantes et seraient, selon Dridi et al, (2008)
probablement générées par des changements d ordre physiologique en rapport avec la

gamétogenese et | émission des gamétes.

Chez les bivalves, plusieurs facteurs tels que I'état physique et nutritionnel du milieu
(Askew, 1972 ; Utting, 1986) et les parametres physiologiques (Bayne et al.1999) auraient

une influence sur leur vitesse de croissance linéaire et pondérale. Parache et Massé (1986)



soulignent en particulier I’influence de la valeur nutritive du seston sur la croissance linéaire
et la production de tissus chez les moules. Ces mémes auteurs (1987), montrent que les
teneurs du matériel particulaire en protéines, glucides ou la somme des constituants
biochimiques élémentaires (protéines, glucides, lipides) favorise 1’accroissement linéaire en
période de prégrossissement et de grossissement, alors que les teneurs en glucides et lipides

du materiel particulaire jouent un réle positif dans le grossissement.

Pour la gestion des ressources des mollusques et la connaissance de divers parametres
relatifs a la dynamique de la population, 1’outil le plus fréquemment utilisé¢ pour estimer les
parametres de croissance est le FISAT (Amin et al., 2001a ; Amin et al., 2001b ; Amin et al.,
2002 ; Mendo Mancera,1996 ;Tuaycharden et al.,1988 ; Vakily,1992) .

L’application de I’équation de Von Bertallanfy nous a permis de déterminer les
caractéristiques de chaque site. Nous notons, en effet, qu’a Hnaya les moules ont une
longueur maximale de 121,50 mm et une longueur asymptotique €levée (égale a 127,58 mm)
avec un taux de croissance moyen de 'ordre de 0,480ans™; Quant aux moules du Cap de
Garde, bien que les longueurs maximale observée et asymptotique soit respectivement égales
a 76,50 mm et a 80,33mm, leur taux de croissance estimé serait plus élevé, de 1’ordre de
0,850ans™. Ces différences entre site seraient liées aux paramétres physico chimiques et

éventuellement au stress environnemental.

Les tailles maximales de la moule P. perna relevées dans le cadre de la présente étude
sont proches de celles enregistrées par Benchikh (2009) chez la méme espece et dans les
mémes sites (avec une longueur maximale observée de 120mm pour I’Hnaya et 85 mm pour le
Cap), mais bien supérieures a celles des moules de la méme espéce récoltées par Abada-
Boudjema (1983) dans la baie d"Alger (taille inférieure a 66 mm). En Tunisie, Zaouali (1973),
rapporte que cette espéce atteint 100 mm dans les mouliéres artificielles saumatres, alors
qu elle ne dépasse pas 35 mm en mer. Une taille de 120mm est signalée chez les moules

Perna perna prélevées sur la jetée Nord du port d’ Alger (Asso, 1982).

En ce qui concerne le taux de croissance, nos données sont proches de celles
rapportées par Benchikh (2009) en Algérie, par Cayre (1976) au Congo et par Al Bawarni
(2006) en Malaisie ; la premiere signale I’atteinte par P. perna, dans des conditions naturelles,
d’une taille de 47.6 mm en 4 mois, le second I’atteinte d’une taille de 40 mm en 4 mois et
demi et le troisieme 1’atteinte d’une taille de 40,28 mm en quatre mois. Selon Cayre (1976) la

croissance se trouve encore accélérée par la mise en culture ; dans ces conditions les moules



atteignent 40mm en un peu plus de 2 mois. Les taux de croissance obtenus dans la présente
étude seraient relativement tres élevés quand on les compare a ceux rapportés, pour la méme
espece P. perna, par Bouhaimi, (2000) au maroc (41.97 en 12 mois), ou pour M. edulis par
Ghersen,(1968) au Danemark (50mm en 16 mois), par Andreu,(1958) en Hollande (72mm en

36 mois, par Brienng,(1955) en France (40mm en 30 mois).

La comparaison de nos résultats avec ceux obtenus par d’autres auteurs sur d’autres
especes de bivalves de différentes régions (Tab.11) nous permet de constater que la croissance
de nos moules se rapproche de celle rapportée par Lee (1985) a Hong Kong, par Al-Barwani
et al., (2006) en Malaisie pour la moule P.viridis (P.perna) et par Vakyli (1992) aux USA
pour I"espece C.virginice. Des divergences sont par ailleurs a soulever en ce qui concerne les
résultats rapportés par Fernandes (1981), Marques et al (1998) au Brésil pour P. perna et
Perez et Romeo (1979) en Espagne pour M. edulis (tab.3) ; ces divergences proviendraient
essentiellement de I’espéce et de la méthode utilisée pour la détermination de 1'age ; mais
pourraient étre causees, selon Curry et Fontana, (1988), par les différences des conditions du
milieu relevé d’un secteur a 1'autre et plus particulierement la température et la richesse des
eaux. Selon Seed (1976) et Shafee (1992), le taux de croissance varie en fonction de la
latitude et la température ; Gosling (1992) signale aussi que la croissance des moules varie en
fonction de la température. Almada Villela et al (1982) montrent quentre 3 et 20°C, la
croissance linéaire augmente d'une manic¢re logarithmique. D’aprés Wilson, (1977) et
Thompson,(1984) |'effet de la température est généralement combiné avec la nourriture. Page
et Hubbart (1987) signalent qu'en Californie la croissance de M. edulis est étroitement liée a
la variation de la densité du phytoplancton. Loo et Rosenberg (1983) rapportent que les
températures inférieures a 5°C ne limitent pas la croissance quand elles coincident avec les

blooms phytoplanctoniques au printemps.

La croissance de P. perna est plus rapide dans les zones tropicales et en culture qu'en
zone tempéree et dans les conditions naturelles; ceci est probablement du aux conditions
physico-chimiques, mécaniques et trophiques plus convenables en milieu protégé quen

milieu naturel (Abada-Boudjema, 1983).

Les résultats de 1’évaluation de I’indice de condition des moules Perna perna montrent
que cet indice est bien meilleur en période printaniére; ces valeurs s’ expliquent non seulement
par I’apparition probable de blooms phytoplanctoniques et de ce fait par 'abondance de la

nourriture mais aussi par |'atteinte probable de la température physiologique optimale qui



permettrait ainsi une meilleure métabolisation des produits de la digestion. Cette hausse de
I’indice coincide avec des teneurs élevées de la Chlorophylle « a». Selon Romeo et al.,
(2001), I'indice de condition serait associé a la température de I'eau et correspondrait au taux
de remplissage de la coquille par les tissus mous et informerait, de ce fait, sur I état
nutritionnel et physiologique de I'animal. L’observation de valeurs assez ¢levées de I’indice
en période hivernale s’expliquerait par ’accumulation de réserves dans les gonades qui

entrent en phase de maturité sexuelle et que 1’étude histologique confirme.

La diminution de I’indice de condition en période automnale correspondrait & une
phase de ponte; les observations histologiques ont permis de confirmer cela par 1’existence
d’une phase d"émission des gametes suivie de la restauration des gonades (Benchikh, 2009).
D autres auteurs expliquent la baisse de cet indice soit suite a de mauvaises conditions
trophiques soit suite a une ponte qui a engendré un amaigrissement (Doange et al.,(1989) ;
Paulet et al., (1992) ; Barille,(1996). Des résultats similaires ont été rapportés par Khaldoune
(2009) pour la méme espéce récoltée au niveau du littoral d’El Kala et par Benchikh (2009)
dans le golfe d’ Annaba.

L evaluation de la sex - ratio révele la dominance des femelles par rapport aux males a
Hnaya et I’inverse au Cap de Garde ; Dans les mémes sites Benchikh (2009) signale une
prédominance des males, mais en revanche, Khaldoune (2009) trouve une prédominance des

femelles dans les mouliéres naturelles de P. perna du littoral d’El Kala.

Tableau 16 :Parametres de croissance de VVon Bertalenffy de la moule P.perna et d autres
especes de moules peuplant differentes régions .

Pays Espece Loo (mm) Kans™ References

Malaisie P.viridis 89.4 0,17 Choo et Speiser (1979)
Malaisie P.viridis 102.38 1.5 S.L.Al-Barwani et al (2006)
Hong Kong P.viridis 101.9 0.3 Lee (1985)

Thailande P.viridis 112 1 Twaychanden et al (1988)
Italy M.galloprovincialis | 81.9 0.1 Fabi et al (1985)

Brazil P.perna 110.6 0.08 Fernandes (1981)

Brazil P.perna 152.5 0.06 Idem

Brazil P.perna 115 0.06 Idem

Inde P.viridis 184.6 0.25 Narasimham (1981)

Inde P.viridis 85 - Rivonker et al (1993)




Espange M..edulis 90.7 0.11 Perez et Roman (1979)
Espangne M..edulis 1121 0.06 Idem

Espangne M..edulis 101.1 0.07 Pilar (1979)

Espagne M..edulis 86.8 0.08 Idem

Russie M.edulis 144 0.09 Sukhotin et Kulakowski (1993
Brazil (Autumn) P.perna 73.9 0.13 Marques et al (1998)
Brazil (Hiver) P.perna 71.3 0.16 Idem

Brazil (printemp) P.perna 72.7 0.19 Idem

Brazil (éte) P.perna 73.8 0.11 Idem

USA C.virginice 125.8 0.5 Vakyli (1992)

Korea C..gigas 103.7 2.35 Vakyli (1992)

Colombie C.rhizophorae 149 0.9 Manoera et Mendo (1996)
Venezuela P.perna 76 3.96 Angell (1986)

Congo P.perna 104.912 0.00594 Cayre (1976)

Algerie (Cap de Garde) P.perna 91.82 0.61 Benchikh (2009)

Algerie (Hnaya) P.perna 123.37 0.35 Benchikh (2009)

Algerie (Cap de Garde) P.perna 80.33 0.85 Présente étude

Algerie (Hnaya) P.perna 127.58 0.48 Présente étude

+ Cycle sexuel

Dans la littérature, le cycle de reproduction des moules présente, en fonction de la
latitude, d importantes variations; Celles-ci sont interprétées différemment par les auteurs ;
Pour Lubet et al .(1986), le facteur essentiel, entre les limites thermiques compatibles a la
reproduction de I'espece, est la nutrition qui permet d assurer un bon équilibre entre les

réserves et les besoins energétiques du cycle sexuel.

Dans I’ensemble de nos sites d étude, 1’étude histologique des gonades montre que la
moule P. perna présente un cycle sexuel étalé sur toute I'année avec une seule période de
ponte, en automne. Cette émission de gametes coincide avec la chute de 1’indice de condition
et la restauration des gonades. Au Congo, Cayre (1978) signale, pour P. perna, I’existence de
deux périodes de ponte tout en precisant que la plus importante, se situe pendant la grande

saison froide de juin a octobre et que la plus fugitive a lieu en décembre ; Cet auteur signale,



par ailleurs, que les variations de salinité associées a des variations de température jouent un

role de stimulus dans I"émission des produits génitaux.

Selon Tortel (1978) P. viridis des Philippines présente deux périodes démission de
gametes, I'une intense en mars et avril et une seconde moins importante, en septembre. Au
Brésil Lunetta (1969) a mis aussi en évidence deux périodes de ponte, pour P. perna, I'une en

Avril-mai et juillet et I"autre en septembre.

Dans la mouliére de Bordj el Kiffan, Abada-Boudjema (1983), signale 1’existence
d’une seule période de sédentarisation (en juin 1979) qu’il rapporte a une ponte printanicre.
Ceci differe de la stratégie de reproduction qui prévaut, pour cette espéce, dans les eaux
tropicales; Lubet (1970) estime que la reproduction de P. perna dans les eaux tropicales du
Brésil a lieu tout au long de I'année avec un minimum en février. Selon Zaouali (1973), la
reproduction de P. perna en mer se fait tout au long de I"'année avec un maximum au début de
["automne et un minimum en été ; ce méme auteur rapporte qu’en Tunisie P. perna ne peut se
reproduire dans les eaux dont la salinité est plus faible que celle de I'eau de mer. Au Maroc,
Shafee, (1989) montre que chez la moule P. picta (P. perna) le stade de la maturité sexuelle
est observeé de janvier a février et le stade de I'émission des gameétes et la reconstruction des

gonades de Février a mai.

Les études du cycle sexuel et de la reproduction de M. galloprovincialis montrent au
moins deux périodes importantes d émission de gametes, |'une située au début du printemps
et l"autre située en automne (Renzoni,1963; Boucart & Lubet,1965). Dans les régions ou la
température de I'eau ne descend pas au dessous de 6°C les animaux matures sont susceptibles
de pondre toute I'année (Boucart & Lubet, 1965 ; Renzoni & Massa ,1970). Cette continuité
du cycle sexuel a été mise en évidence dans le golfe de Trieste par Valli et al., (1975) qui

signale en outre I’existence de pontes intensives de décembre a février.

* Biomarqueurs :

Nos résultats montrent un effet significatif des saisons et du site de prélevement sur les

teneurs des biomarqueurs dosés.

Les résultats obtenus, montrent des variations saisonniéres, et ce pour les deux tissus

étudiés. De nombreux travaux décrivent des modifications d’activités en liaison avec la saison



pour d’autres enzymes antioxydantes chez les bivalves marins M. galloprovincialis (Viarengo
et al., 1991), M. edulis (Power et Sheehan, 1996) et le bivalve d’eau douce C. fluminea (Vidal
etal., 2002b).

D’autre part, Livingstone et al., (1993) ont observé que les enzymes de détoxication de
la phase 1 de Mytilus edulis, sont induites par des parametres saisonniers indépendants de la

présence de contaminants dans leur milieu de vie.

Les résultats de terrain révelent des taux de glutathion réduit qui décroissent surtout en
automne et au printemps. Cette variation étant plus marquée dans la glande digestive que dans
les branchies. Cette différence de réponse inter organes a déja été observée par Cossu et al.,
(2000), en faveur de la glande digestive a la méme saison, cette derniére, est connue pour étre

I’organe majeur dans la détoxification des métaux (Marigomez et al., 2002 ; Moore et Allen,
2002).

Dans nos observations, 1’effet des saisons est bien mis en évidence ; hous notons, en
effet, que si en hiver les taux de GSH sont les plus élevés dans les branchies, ce sont les
glandes digestives qui présentent les niveaux les plus forts en été. Ces variations ne sont
malheureusement pas statistiquement significatives ; les seuls résultats vraiment significatifs

sont ceux obtenus en hiver, au niveau du Cap de garde et Hnaya.

Contrairement aux variations des teneurs en GSH, ’activité GST ne présente pas de
différences significatives entre les deux organes étudiés. Un maximum d’activité est noté en

été.

L’analyse statistique des biomarqueurs en fonction des saisons montre une différence
significative entre les saisons pour la GST dans la glande digestive. Nos résultats semblent en
accord avec les travaux de Deviller et al., (2005), qui montrent, dans une étude de
biosurveillance, des différences d’activité de la GST en fonction de la saison ; cette enzyme
montre une activité maximale en mars et avril. Les altérations du taux et/ou de I’activité des
enzymes de biotransformation sont les biomarqueurs d’effet les plus sensibles (Van der Oost
et al., 2003). Ces enzymes peuvent €tre inhibés ou activés lors d’une exposition a un

xénobiotique qui s’avere tres fiables chez le mollusques (Cajaraville et al., 2000).

Les réponses antioxydantes observées chez Perna perna du littoral d’ Annaba, peuvent
étre engendrées par les apports anthropiques et la charge polluante qui perturbent 1’état

physiologique des animaux et activent le systeme antioxydant. Les réponses enregistrées dans



le présent travail pourraient aussi étre en rapport avec les évolutions temporelles et 1’état
nutritionnel, qui s’averent étre des facteurs prépondérants dans la modulation des réponses

enzymatiques.



nclusion et perspec iV

Conclusion et perspectives
Il ressort de cette étude :

v' que la température, la salinité, I’oxygéne dissous, et le pH présentent des fluctuations
saisonniéres ; la Chlorophylle a et les matiéres en suspension présentent des fluctuations

mensuelles propres a chaque site ;



que la forte concentration en germes dans I’eau de mer serait la résultante d’une pollution

bactériologique ¢élevée due a I’absence totale de traitement des eaux

gue les bivalves peuplant les sites d’étude, seraient impropres a la consommation directe, du
fait que les taux de contamination mesurés sont nettement supérieurs aux valeurs admises en

Europe, préconisant moins de 230 E.coli / 100 g de chair et de liquide intervalvaire.

Que le plus fort de la contamination, en germes pathogénes, est noté en avril ; les
prélevements, d’eau et de moules, analysés recelent la présence de 5 espeéces de germes

pathogenes ;

que selon les normes admises, le Cap de Garde et Hnaya représenteraient des sites potentiels
pour la pratique d’une activité conchylicole, du fait de 1’absence de contamination
bactériologique de leurs eaux probablement liée a leur éloignement des principales sources de

contaminations ;

que les fortes teneurs relevées a Sidi Salem seraient la conséquence d’un lessivage des sols par les
pluies, en plus de la proximité de ce site des rejets urbains et industriels charriés par les oueds, Seybouse et
Bedjima qu’un hydrodynamisme particulier a cette partie du Golfe d’ Annaba favorise ;

que I"évaluation de I'intensité de la relation entre la longueur totale et le poids total chez la
moule P. perna provenant des deux sites, révéle I'existence d’une allométrie majorante entre
ces deux paramétres (b>3) témoignant de I’augmentation du poids des individus plus rapide
que celle de la taille ;

que le coefficient de croissance le plus éleve est relevé chez les moules du Cap de Garde (0.85

ans’) ;

Que la moule P. perna présente un cycle sexuel étalé sur toute I'année avec une période de

ponte en automne.

Que I’émission de gamétes coincide avec la chute de I’indice de condition et la restauration

des gonades

que l’indice de condition est bien meilleur en période printaniére et chute en période

automnale lors de la phase de ponte des moules ;



v' des différences de sensibilité des systémes antioxydants entre la glande digestive et les

branchies.

En perspectives, il serait intéressant :

= De poursuivre ce genre d’étude pour mieux suivre 1’évolution de la pollution du littoral ;

= D’étaler ce genre d’étude a d’autres zones du littoral Est algérien (Skikda, El Kala, Jijel et

Béjaia) ;

» D’approfondir I’étude du cycle de reproduction de Perna perna par une étude biométrique

associée a une étude histologique des gonades étalée dans I’espace et dans le temps;

» De procéder a des dosages de biomarqueurs (GSH, GST, AchE...metalothioneine..)

* De mettre en application I’encagement des moules ;
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Annexe 1 : Généralités
+¢+ La pollution:

La pollution est un probléme d’actualité affectant pratiquement tous les écosystémes y
compris 1’environnement marin, qui apparait en totalité ou en partic comme le sous-produit de
l'action humaine, au travers d'effets directs ou indirects, altérant les modalités de repartition
des flux d'énergie, des niveaux de radiation, de la constitution physico-chimique du milieu
naturel et de l'abondance des espéces vivantes. Selon le Comité Scientifique Officiel de la
Maison-Blanche pour la protection de 1’environnement (1965), ces modifications peuvent
affecter I'hnomme directement ou a travers des ressources en produits agricoles, en eau, et
autres produits biologiques. Elles peuvent aussi I'affecter en altérant les objets physiques qu'il

détient, les possibilités récréatives du milieu ou encore en enlaidissant la nature.

On peut distinguer deux grandes formes de pollution :

- Les pollutions ponctuelles, souvent relativement immediates, qui proviennent de
sources bien identifiees (rejets domestiques ou industriels par égouts, effluents d’élevage ...)
et peuvent étre traitées par des stations d’épuration.

- Les pollutions diffuses, comme celles dues aux épandages de pesticides et d’engrais
sur les terres agricoles, qui concernent I’ensemble d’un bassin versant, Elles mettent plus de
temps a atteindre les milieux aquatiques et ne peuvent étre traitées qu’a la source en
diminuant ’'usage des substances responsables.

Ces pollutions peuvent étre permanentes (rejets domestiques d’une grande ville, par

exemples), périodiques (augmentation saisonnieres des rejets liées au tourisme, aux crues ...),



ou encore accidentelles ou aigués, a la suite du déversement intempestif de produits toxiques
d’origine industrielle ou agricole, ou du lessivage des sols suite a de fortes pluies
(Anonyme.2005).

1.Les principaux types de pollution marine.

Il existe plusieurs maniéres de classer la pollution marine. On peut parler de pollutions
généralisées quand il y a un changement global qui affecte une partie ou la totalité de la
biosphere tels que I’effet de serre, la couche d’ozone et les pluies acides et de pollution
localisée quand il s’agit d’érosion, de destruction de la nature par le feu, de pollution par les
pesticides, de pollution nucléaire...etc. on rencontre également des pollutions pélagiques et

continentale, des pollution atmosphérique, ainsi que d'autres types de pollution.
11 existe aussi d’autres types de classifications de la pollution :

o Classification selon MARPOL.
Pollution par les navires: Causée par immersion de matériaux ou rejets opérationnels ;
il s’agit de trois catégories de déversements :
- rejets huileux particuliers aux pétroliers
- rejets huileux communs a tous les navires

- rejets non huileux communs.

Pollution terrigéne : Ce sont des polluants apportés par le continent (apports de

matiéres organiques et minérales, apports nutritifs d’origine agricole, ...etc.)

Pollution atmosphérique : Ce sont les gaz et les particules provenant de sources

continentales naturelles (poussiére de sols) ou anthropiques (zones urbaines et industrielles).

o Classification selon I'origine.
Pollution urbaine : Due principalement aux rejets domestiques et elle est liée aux grandes

concentrations urbaines.

Pollution industrielle : Liée au développement de I’industrie et aussi variée que les activités

industrielles elles-mémes

Pollution agricole : Due aux insecticides, pesticides, fongicides, engrais chimiques ou naturels

utilisés pour la production agricole

o Classification selon le type.
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Pollution physique : On parle de ce type de pollution quand le milieu marin est modifié dans

sa structure physique par divers facteurs

Pollution chimique : Due au déversement des rejets industriels apportant de grandes quantités

de substances chimiques dont certaines sont non dégradables

Pollution biologique : C’est un phénomeéne naturel di aux micro-organismes. Il s’agit de la

contamination microbienne. (Equinoxe, 1990).

2. Lacontamination microbienne:

C’est la pollution biologique du milieu marin, caractérisée par la présence de
microorganismes dans 1’eau qui servent généralement de nourriture a de nombreux
organismes marins; favorisant la fixation d’algues ou de larves sur certains substrats,
permettant également la dégradation de certains polluants ; cependant , elle est considérée
comme dangereuse, si les agents présents sont pathogénes (tab.1) ; elle peut entrainer la
propagation de certaines maladies infectieuses, ce qui limite la pratique d'activités récréatives
(baignade) et la péche notamment des mollusques bivalves. De plus, elle est souvent

ponctuelle, par conséquent se préte difficilement a une identification précise. (Vaillant, 1973).

Tableau 17: Principaux agents pathogénes pour les animaux a sang chaud et pour ’homme,
fréquents dans les eaux polluées (Creteur, 1998)

Germes Maladie Origine
Virus Poliomyélite; Se trouve dans les effluents de stations
Hépatite virale d’épuration
Vibrio cholerae Choléra Transmis par les égouts et les eaux polluées
Salmonella typhi Fievre typhoide Fréquent dans les égouts et les effluents en
période d’épidémies
Shigella dysenteriae Dysenterie Eaux polluées
Bacillus anthracis Anthrax/ Charbon Egouts. Spores résistantes aux traitements
Brucella sp. Brucellose Normalement transmise par le lait infecté.
Egouts soupgonnés aussi
Mycobacterium Tuberculose Isolé dans les effluents de sanatorium
tuberculosis
Leptospira ictero- Leptospirose Porté par les rats d’égout
haemorragiae
Entamoeba hystolytica Dysenterie Se répand par I’'usage des eaux d’égout comme
fertilisant ; commun dans les régions chaudes

3. Les facteurs d’environnement affectant la survie des microorganismes dans I’eau.




3.1.Latempérature :

I1 est important de connaitre la température de 1’eau avec précision. En effet, celle-ci
joue un role dans la solubilité des sels dissous, et elle agit sur le PH. Pour cela la température

de I’eau est mesurée a 1’aide d’un thermometre immergé a environ 20 cm de profondeur.
3.2. Le potentiel d’hydrogeéne :

Il s’exprime par le pH, peut prendre une valeur située entre 0 et 14. Joue un role
important sur la baisse ou ’augmentation de la concentration en gaz carbonique CO et de

I’ammontification. Le pH de I’eau de mer varie entre7,5 et 8,7 (Bernabe, 1991)
3.3. L’oxygéne dissous

La solubilité de 1’oxygene dissous est fonction de la température, de la pression de
I’atmosphere et de la salinité. La teneur de I’oxygeéne dans I’eau dépasse rarement 10 mg/l.

elle a tendance a diminuer avec la profondeur.
3.4. Lasalinité :

C’est la concentration de corps chimiques qui, en solution dans 1’eau, se dissocient
sous forme de cations. Un litre d’eau de mer contient 35g de sel, dont 30g de chlorure de

sodium. La salinité a une action sur la répartition des micro-organismes.
3.5. Les matiéres particulaires en suspension :

Les variations portent sur I'ensemble du matériel particulaire en suspension dans l'eau de
mer, c'est a dire la majorité des organismes phytoplanctoniques susceptibles d'étre filtrés par
les Moules, auxquels il faut ajouter les particules minérales et les détritus organiques enrobés

de bactéries ainsi que certains agrégats bactériens.

Les agressions de I'environnement ont pour les cellules bactériennes un impact immédiat,
aussi ne serons nous pas surpris d'apprendre que les bactéries possédent des mécanismes qui les
aident a saccommoder dun milieu changeant et parfois hostile. Certaines espéces de bactéries sont
capables de croitre dans des circonstances spectaculaires : au dessus du point d'ébullition de I'eau, ou au
dessous de son point de congeélation ; dans des saumures saturées ; a des pH atteignant des valeurs aussi
basses que 1, ou aussi élevées que 11 ; et aux pressions hydrostatiques extrémes du plus profonds des
océans. Certaines bactéries ne sont capables de croitre que si elles sont dans I'un de ces environnements
extrémes (Guiraud.2003)



Les bactéries ne croissent pas seulement de plus en plus lentement aux températures de plus en
plus basses, ou de plus en plus €elevées ; il existe des températures limites précises au dessus et en dessous
des quelles la croissance d'une souche donnée ne peut plus avoir lieu. Le taux de croissance décroit
rapidement au-dela de la température optimale. D'aprés Nerdhadt et al (1994), la température
maximale de croissance d'E. coli est approximativement 48° C. Sa température optimale est de 39° C et
sa température minimale de 8° C ; alors que son domaine normal de température s'étend de 21° C a
37°C.

Généralement, on classe les bactéries sur la base de la gamme de leurs températures de

croissance, on distingue :

o Les psychrophiles ou psychrotrophes, capables de se développer en dessous de 15-20°C , parmi eux il
y a les psychrophiles facultatifs, capables de se developper a20°C, telles les bactéries de la flore Gram
negatif saprophyte ( Pseudomonas, Achromobacter, Flavobacteium, etc.) et des pathogénes (Listeria,
Yersinia).

o Les mésophiles qui comportent la majorité des mocro-organismes, capables de se développer entre
15345 °C.

o Les thermophiles, capables de se développer au dessus de 45°C et les thermophiles extrémes jusqu’a
75-80°C, telles les bactéries lactiques (Lactobacillus « thermobacter », Streptococcus thermophilus),
les propionibaterium shemanii et les sporulées (Clostidium thermosaccharolyticum).

NB: Ne pas confondre micro-organismes thermophiles et thermorésistant, la thermorésistance est

I’aptitude a résister a un traitement thermique alors que la thermophilie est Iaptitude a se développer a

température élevée.

Tout comme la température, la plupart des bactéries peuvent croitre dans une large gamme de
pH. Elles s’accommodent a de larges variations du pH de leurs milieux de croissance en maintenant leur

pH interne au voisinage d'une valeur optimale.

Il faut signaler aussi que chez les bactéries sporulées, le taux de sporulation, la thermo résistance
des spores et le taux de germination dépendent également du pH. La relation des micro-organismes avec
le  pH ades applications hygiénique : ainsi la plupart des bactéries pathogénes sont incapables de se

développer a un pH inférieur a 4,5 (Guiraud, 2003).

La bactérie Escherichia coli a une bonne croissance a un pH proche de la neutralité, entre pH
6 et 8 ; elle peut croitre, mais plus lentement a un pH denviron une unité au dessus ou au dessous

de ces limites (Nerdhadt et a/., 1994), Compte tenu de ce comportement vis-a-vis du pH externe, le pH



intérieur de la cellule est maintenu a une valeur peu différente de 7,6. Les bactéries sont classées

entre neutrophile (E. coli acidophile et basophile. L'espéce Thiobacillus ferrooxidans est acidophile, et

croit le mieux & pH 2, tout en maintenant son pH interne proche de 6,5 sur toute la gamme de pH

de croissance, qui s'étend de 2 a 8. A lautre extréme le basophile, croit le mieux a pH 105 et

maintenant son pH interne & 9. En conclusion, lorsqu’une bactérie croit a des valeurs de pH inférieur a

son pH interne, son cytoplasme est plus basique que son environnement, et lorsquelle croit a des

valeurs supérieures, son cytoplasme est plus acide.

Parfois des phénoménes d’antagonisme et de synergie peuvent étre observés. Ainsi, un

développement qui peut avoir lieu a un pH et a une température donnée (tab. 2). Peut étre inhibé lorsque

les deux conditions se cumulent (Guiraud, 2003).

Tableau 18 : Comportement de quelques groupes microbiens en fonction du milieu (Guiraud,

2003)
Germes pH favorable Température favorable
Aeromonas 4.5/9.0 2°/45°C
Bacillus cereus 4.5/9.3 5°/55°C
Brucella 4.5/8.8 6°/42°C
Campylobacter 4.9/9.0 32°/45°C
Clostridium botulinum 4.5/8.5 10°/50°C
Clostridium perfringens 5.5/8.0 15°/50°C
Eschirichia coli 4.4/9.0 7°/146°C
Listeria monocytogenes 4.4/9.4 -0.4°/45°C
Pseudomonas 4.0/9.0 8°/45°C
Salmonella 3.8/9.5 5°/46°C
Shigella 5.0/9.2 7°/46°C
Staphylococcus aureus 4.0/9.8 7°/48°C
Staphylococcus pyogenes 4.8/9.3 10°/45°C
Vibrio cholerae 5.0/9.6 10°/43°C
Vibrio parahaemolyticus 4.8/11 5°/43°C
Vibrio vulfinicus 5.0/10 8°/43°C




Yersinia enterocolitica 4.2/9.6 -1.3°/42°C

Les exigences que manifestent les microorganismes vis-a-vis de la concentration en chlorure de

sodium conduit a la distinction dun certain nombre de germes:

o Les Sténotopes qui ne supportent pas les écarts de concentration salines et n‘acceptent de se
développer qu'entre des limites rapprochées : c'est le cas des bactéries halophiles faibles ou
sténohalines.

o Les hyperhalophiles, leur croissance n'est possible qua de fortes concentrations salines.

o Enfin un groupe important est constitué de germes halophiles modérés, ou indifférent,
halophiles préférentiels, halotolérant (croit de préférence dans des milieux peu ou modérément
salés, mais qui acceptent de se développer a de fortes concentrations salines), halorésistant
(indifférentes aux salinités, survivent dans des milieux salés et reprennent leurs vitalité a des salinités
normales) ou non halophiles. (Nerdhadt et al., 1994).

4. Lesgermes indicateurs de contamination fécale :

La majorité des micro-organismes pathogenes est d'origine fécale. En effet, pour contréler

ce type de pollution, on se base sur le choix de témoins nommeés germes indicateurs ou germes tests.

Le choix de ces indicateurs microbiens doit répondre a certaines exigences (Leclerc, 1978;
Papadakis, 1982) :

Etre toujours présent et a plus grandes concentrations que les germes pathogénesa  surveiller.

O

Etre capable de se multiplier dans le milieu aquatique.

o

Etre plus résistants que les germes pathogenes dans I’environnement aquatique et aux désinfectants.

o

Etre mis en évidence, dénombrés et identifiés a l'aide de techniques simples.

O

Genéralement, les indicateurs les plus spécifiques de la contamination fécale directe sont les
coliformes fécaux (témoignant d'une contamination récente) et les streptocoques fécaux (témoignant
d'une contamination ancienne) dont le dénombrement et 1’identification sont associés ensemble (Rodier,
1996).

4.1. Lescoliformes:
Ce sont des bactéries gram négatif appartenant a la famille des Enterobacteriaceae qui
sont capables de fermenter le lactose. Les coliformes sont rencontrés largement dans les féces

d’origine animale et humaine.




Ce groupe est constitué de deux catégories de bactéries : les coliformes totaux et les
coliformes fécaux.
Puisque les coliformes meurent lors de leur séjour en eau de mer, leur présence indique une

contamination récente par des matiéres fécales.

411. LesColiformes totaux :
Ce sont des bacilles gram négatif, ne formant pas de spores, ne possedant pas
d’oxydase, anaérobies facultatives et fermentant le lactose avec production de gazen 48 h a
35°C ( Kabler et Clark,1961).

Ils peuvent avoir d’autres sources a part la matiére fécale a savoir les cours d’eau, les
eaux de ruissellement et certains types d’effluents industriels. Ce groupe est présenté par les
germes suivants : Enterobacter, Serratia, Yersinia, Rahnella, et Buttiauxella (Larpent et
Larpent, 1985).

412. LesColiformes fécaux (thermotolérants) :

Les Coliformes fécaux ou Coliformes thermotolérants, sont un sous- groupe des coliformes totaux,
capables de fermenter le lactose a une température de 44,5°C. L’espece la plus fréquemment associée a ce
groupe bactérien est Escherichia coli (fig.1) et, dans un moindre mesure, certaines espéces des genres
Citrobacter,Enterobacter et Klebsielle ( ElImund et al ., 199 ;Santé Canada,1991 ;Edberg et al.,2000).

La bactérie E. coli représente toutefois 80 & 90% des Coliformes thermotholérants détectés (Barthe
etal., 1998 ;Edberg et al., 2000). Bien que la présence de Coliformes fécaux témoigne habituellement d’une
contamination fécale, plusieurs coliformes fécaux ne sont pas d’origine fécale, provenant plutot d’eaux
enrichies en matiére organique, tels les effluents industriels du secteur des pates et papiers ou de la
transformation alimentaire (Barthe et al., 1998 ;OMS ,2000).C’est pourquoi, il serait plus approprié d’utiliser
le terme générique « Coliformes thermotolérants » plutét que celui de « coliformes fécaux» (OMS,1994 ;
Robertson,1995).

L’intérét de la détection de ces coliformes, a titre d’organismes indicateurs, réside dans le fait que
leur survie dans I’environnement est généralement équivalente a celle des bactéries pathogenes et que leur
densité est généralement proportionnelle au degré de la pollution produite par les matiéres fécales (CEAEQ,
2000).

Par ailleurs, ce sont de bons indicateurs de I’efficacité du traitement de I’eau, mais comme leur
nombre est moins élevé que celui des coliformes totaux, ces derniers leurs sont préférables pour cette
fonction (Robertson, 1995).



R WS
: -~ _‘s.\t‘\\\
// o N -
o, o
! N /
/" ._./ a \\-\\ k\ =
etk AN A
o SN

7 Neo x00

Figure 58 : Escherichia coli (E .coli) en coloration Gram (wikipedia, 2008).

4.2. Les Entérocoques.

Ces bactéries appartiennent a la famille de Streptococcaceae, au genre Streptococcus
et au groupe sérologique D de LanceField (Sharpe, 1979). Elles sont definies comme étant
des cocci sphériques légerement ovales, Gram positifs. Elles se disposent le plus souvent en
diplocoques ou en chainettes, se développent le mieux a 37°C et elles possédent le caractére

fermentaire avec production de 1’acide lactique sans gaz (Manuel de Bergey, 1984).

Les streptocoques du groupe D ou streptocoques fécaux font partie de la flore
intestinale de I’homme et des animaux ; leur nombre varie de 10° & 10’ par g de matiére
fécale. Ces germes sont par ailleurs abondamment répandus dans la nature (végétaux etc.) et
de ce fait leur présence dans un aliment n’indiquera pas forcément une contamination
d’origine fécale. Ces germes ne sont pratiquement recherchés que dans les produits de la

péche et I’eau.

Parmi les streptocoques du groupe D on rencontre les especes suivantes :
Streptococcus faecalis, S. faecalis variété liquefaciens, S. faecalis var. zymogene, S. faecium
et S. durans. Certains auteurs ont proposé d’inclure les espéces S. bovis, S. equinus et S.

mitus dans le groupe des streptocoques fécaux.

De toutes les bactéeries non sporogenes, ces germes sont parmi ceux qui résistent le
mieux a des conditions de milieu défavorables. Ces germes résistent mieux que les
coliformes et E. coli a la réfrigération, a la congélation, au chauffage, a la salaison, a la
dessiccation et a un s¢jour dans 1’eau. De ce fait ces bactéries peuvent se multiplier dans un
grand nombre d’aliments (produits acides, salés, réfrigérés etc..) qu’elles peuvent ainsi

altérer.



Les streptocoques fécaux sont moins souvent associés aux germes pathogénes que les
coliformes fécaux. Leur croissance est faible sur les milieux de culture (colonies de petit
diametre) ; elle est possible entre 0 et 50°C, entre pH 5 et 9,6, en présence de bile (40 %) et
de chlorure de sodium (6,5 %). Ces germes sont microaérophiles. Le groupe des

streptocoques D ne renferme pas d’espéce considérée pathogeéne au point de vue alimentaire.

Cependant, apres prolifération abondante dans 1’aliment, ces germes peuvent €tre a

I’origine de toxi-infections bénignes qui sont toutefois exceptionnelles.

De ce fait on tolére en général moins de 10° streptocoques fécaux par g ou ml
d’aliment, étant entendu que cette tolérance doit étre ajustée a la nature de 1’aliment et au

type de consommateur.

Il est possible de connaitre 1’origine de la contamination fécale par I'utilisation du
rapport (Coliformes fécaux/Streptocoques fécaux) CF/SF. Ce ratio est valable seulement
quand la contamination est récente car les Streptocoques fécaux persistent plus longuement

que les Coliformes fécaux dans I’eau de mer (Bouchriti et al., 1992).

Selon Bourgeois (1980), lorsque le rapport CF/SF est supérieur a 4, la contamination
est essentiellement d'origine humaine, s’il est inférieur a 0.7, la contamination est d'origine

animale et si le rapport est situé entre 0.7 et 4 la contamination est d’origine mixte (tab.3).

Tableau 19: Détermination de I’origine de la pollution fécale selon le rapport de Bourgeois

(1980).
Ratio CF/SF Source de Contamination
R<0.7 Origine animale
0.7<R<1 Mixte
R>4 Origine exclusivement humaine

En 1982, Borrego et Romero ont apporté des modifications au rapport de Bourgeois,

permettant ainsi d’avoir un renseignement précis sur 1’origine de la contamination (tab.4).

Tableau 20 : Détermination de 1’origine de la pollution fécale selon le rapport CF/SF.

Borrego et Romero (1982).

Ratio CF/SF Source de Contamination
R<0.7 Principalement ou entierement d’origine
animale
0.7<R<1 Mixte & prédominance animale
1<R<2 Origine incertaine




2<R<4 Mixte a prédominance humaine

R>4 Source exclusivement humaine
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Figure 59 : Les Streptocoques germes indicateurs d’une contamination fécale (wikipedia,
2008).

4.3. Salmonella :

Les salmonelles sont des entérobactéries du genre Salmonella, nommeées ainsi en
I'hnonneur du médecin vétérinaire americain Daniel EImer Salmon méme si I'hnomme qui a
découvert le genre était Theobald Smith, qui travailla sous la direction de Salmon au Bureau
of Animal Industry (BAI) des 1884.

Ce sont des entérobactéries bacilles a Gram négatifs, mobiles (ciliature péritriche),
aéro-anaérobies facultatifs,oxydase -, nitrate réductase +, fermentative du glucose, lactose -
H.S +, uréase -, lysine décarboxylase +, utilisant la voie des acides mixtes , indole-, ne
possédant pas la béta-galactosidase, a forte contagiosité, responsables de gastro-entérites,

toxi-infections alimentaires et des fiévres typhoide et paratyphoide (S. typhi et S. paratyphi)
(fig 3).

Les salmonelles peuvent survivre plusieurs semaines en milieu sec et plusieurs mois
dans I'eau. Elles se retrouvent donc fréquemment dans les milieux aquatiques pollués, la
contamination par les excréments d'animaux porteurs étant tres importante. Les vertébrés
aquatiques, notamment les oiseaux (Anatidés) et les reptiles (Chéloniens) sont d'importants
vecteurs de salmonelles. Les volailles, les bovins et les ovins étant des animaux fréquemment
contaminants, les salmonelles peuvent se retrouver dans les aliments, notamment les viandes

et les ceufs crus.
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Il n'y a pas de dose infectieuse type, celle ci dépendant :

1. de la pathogénicité de la souche (ou sérovar) considérée
2. de facteurs de sensibilité de I'hote

3. de la concentration microbienne (dose en contact ou ingérée).

Figure 60 : Salmonelles (Salmonella typhimurium), en rouge, sur une culture de cellules
humaines (Wikipédia)

4.4. Citrobacter :

Le genre Citrobacter (famille des Enterobacteriaceae) ainsi que les espéces
Citrobacter diversus, Citrobacter freundii et Citrobacter koseri, sont cités dans les Approved

Lists of Bacterial Names.

Les souches du genre Citrobacter sont constituées de bacilles droits, isolés ou groupés
en paire, d'environ 1,0 um de diametre sur 2,0 a 6,0 um de longueur et présentant les

caractéres genéraux de la famille des Enterobacteriaceae.

Classiquement, le genre Citrobacter rassemblait des entérobactéries mobiles, capables
d'utiliser le citrate de sodium comme unique source de carbone, ONPG positive, LDC
negative, phénylalanine désaminase négative et VVoges-Proskauer négative.

L'absence de production d'acétyl-méthyl-carbinol, I'absence de phénylalanine désaminase et
I'absence de lysine décarboxylase sont observées pour toutes les souches mais, la mobilité, la
croissance sur le milieu au citrate de Simmons et 'ONPG sont des caractéres variables. Dans
ces conditions, il devient difficile de donner une définition phénotypique du genre

Citrobacter.
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Une réponse positive pour 95 p. cent des souches ou plus est notée pour les tests rouge
de méthyl, fermentation du L-arabinose, du maltose, du D-mannitol, du D-mannose, du L-

rhamnose, du D-sorbitol, du tréhalose et du D-xylose.

Toutes les souches donnent un résultat negatif pour les tests VP, tryptophane
désaminase, phénylalanine désaminase, lysine décarboxylase, hydrolyse de la gélatine, lipase,
Dnase et fermentation de I'érythritol.

A l'exception des souches de Citrobacter koseri, les Citrobacter sp. ne fermentent ni
I'adonitol ni le D-arabitol et seules 5 p. cent des souches de Citrobacter youngae sont aptes a

fermenter le myo-inositol.

La croissance des Citrobacter sp. est facilement obtenue sur gélose nutritive et les
colonies sont généralement lisses, Iégerement convexes, translucides ou opaques, a contour
régulier et leur diamétres est de 2 a 4 mm apres 24 heures d'incubation a 35 °C ou a 37 °C.
Occasionnellement, les colonies peuvent avoir un aspect rugueux ou muqueux.

De nombreuses souches de Citrobacter amalonaticus, de Citrobacter braakii, de Citrobacter
farmeri, de Citrobacter freundii, de Citrobacter koseri, de Citrobacter sedlakii, de
Citrobacter werkmanii et de Citrobacter youngae sont aptes a cultiver dans des milieux
d'enrichissement comme les bouillons au sélénite et au tétrathionate et sur des géloses
sélectives comme la gélose Salmonella-Shigella, la gélose désoxycholate citrate ou la gélose
au vert brillant. Sur ces milieux sélectifs, les colonies n‘acidifiant pas le lactose (ou acidifiant
tardivement le lactose) et/ou produisant de I'nydrogéne sulfuré peuvent étre confondues avec
des colonies de salmonelles.

La majorité des souches de Citrobacter sp. cultivent abondamment sur le milieu cefsulodine-

irgasan-novobiocine (CIN) en donnant des colonies a centre rouge et a bord translucide.

Compte tenu de la description récente de nouvelles espéces, préalablement incluses
dans I'espéce Citrobacter freundii, les données concernant I'habitat et le pouvoir pathogene

des Citrobacter sp. sont encore fragmentaires.

Les especes du genre Citrobacter sont isolées des féces de I'homme et des animaux
(bovins, chevaux, chiens, chats, tortues, oiseaux...) et elles sont considérées comme des hotes
normaux du tube digestif. A I'exception de Citrobacter braakii, de Citrobacter sedlakii et de
Citrobacter rodentium, les Citrobacter sp. sont également isolés du milieu extérieur (sol,

gaux, eaux usées, aliments) et I'espece la plus fréquemment retrouvée est Citrobacter freundii



(la premiére souche de Citrobacter freundii a dailleurs été isolée de I'eau d'un canal
hollandais par Braak en 1928).

Figure 61 : Citrobacter freundii(Wikipédia)

4.5. Proteus:

Proteus est un genre de bactéries de la famille des enterobacteriaceae, commensal du

tube digestif.

Il existe plusieurs especes de proteus : Proteus vulgaris, Proteus hauseri, Proteus
morganii, Proteus rettgeri et providencia. Ce groupe de germes posséde une désaminase vis-
a-vis des acides aminés : ainsi la phénylalanine est transformée en acide phényl-pyruvique
(APP).

Famille des Enterobacteriaceae. Germes commensaux du tube digestif en nombre
généralement restreint, ONPG-négative, TDA-positive. Ils se multiplient rapidement dans les
matiéres en voie de putréfaction et les aliments. Bacilles trés mobiles, aéro-anaérobies, Gram
negatifs, oxydase négatifs, nitrate positifs et qui fermentent le glucose. Les Proteus sont trés
polymorphes : formes longues et filamenteuses ou petits bacilles droits (Protée est un dieu de

la mythologie grecque qui changeait de forme a volonté).

Les Proteus hauseri ont la propriété d'envahir la surface des milieux solides, d'ou la
difficulté d'isolement d'autres germes ; les milieux sélectifs employés dans la coproculture

empéchent cet envahissement.
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Les proteus sont souvent en cause dans des infections urinaires (10 % des infections
urinaires en ville), infections de plaie, surinfections diverses : tumeurs, voies respiratoires,

etc...

Les proteus ne sont pas des bactéries exigeantes. Elles poussent bien sur des milieux

ordinaires tels que les géloses BCP, Drigalski, Mac Conkey et autres...

Les colonies diffusent sur les milieux riches et donnent un aspect en nappe. Ces

bactéries présentent une odeur désagréable caractéristique
Principaux caractéres biochimiques :

fermentation des sucres : glucose+ , réduction des nitrates en nitrites : NOz+ (NR +),
métabolisme du tryptophane en indole : ind-, ONPG-, ornithine décarboxylase : ODC+,
H,S+, uréase+, TDA+, VP- donc RM +, Lactose-, Saccharose -, PADA +, LDA +, LDC —.
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Figure 62: Proteus vulgaris, a gram-negative bacterium is demonstrated by the red/pink
colouration from the gram stain. Its bacillus (rod) shape is revealed along with its peritrichous
flagella.

4.6. Klebsiella

Les Klebsiella sont des Enterobacteriaceae bacilles gram négatif, immobiles et

capsulees (sauf 6 % des souches de K. pneumoniae subsp. pneumoniae). Elles font partie du

groupe "KESH" (Klebsiella, Enterobacter, Serratia et Hafnia mais rare.), elles fermentent le

glucose par la voie du butan-2,3-diol avec production de gaz. ODC négative, ADH négative,

TDA négative et PDA négative. VP positif caractere cle
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Ce sont des bactéries ubiquitaires présentes dans le tube digestif et dans I'appareil
respiratoire des Hommes et des animaux en tant que bactéries commensales. Elles sont
fréquentes dans les selles et peuvent étre un indicateur d'une contamination fécale. Elles sont

abondantes dans le sol, les eaux et sont des fixateurs de I'azote atmosphérique.

« Klebsiella pneumoniae détermine des infections respiratoires (pneumonies, abces
pulmonaires, pleurésies), des infections intestinales. Elle est également responsable

d'infections nosocomiales.

La capsule confére a Klebsiella pneumoniae un fort pouvoir invasif en protégeant les

bactéries de la phagocytose. Cette capsule volumineuse de nature polysaccharidique explique

I'aspect gluant et bombé des colonies sur les milieux usuels.

o Kilebsiella ozenae n'est pas I'agent de I'0zéne mais peut étre pathogéne dans les voies
respiratoires et leurs annexes.

o Klebsiella rhinoscleromatis est I'agent specifique du rhinosclérome.

Le genre Klebsiella compte 7 espéces : K. pneumoniae, K. oxytoca, K. ozaenae, K.
rhinoscleromatis, K. planticola, K. terrigena, K. ornithinolytica. En raison de parentés
génomiques les taxonomistes considerent les espéces K. ozaenae et K. rhinoscleromatis
comme des sous-espéces de Klebsiella pneumoniae, soit respectivement K. pneumoniae

subsp. ozaenae et subsp. rhinoscleromatis.

Elles peuvent avoir des origines trés diverses: on les isole chez ’homme et les

animaux, des eaux des effluents industriels, du sol, des végétaux, des aliments.

K. pneumoniae et K. oxytoca sont des bactéries ubiquistes, hotes normaux quoiqu’ en
petit nombre de la flora respiratoire et surtout digestive de ’homme. Elles sont fréquemment
isolées dans les infections urinaires mais aussi dans les infections de plaie et les bactériémies
principalement lorsque ces infections sont nosocomiales. Certaines K. pneumoniae peuvent

étre en cause dans des pneumopathies aigues.

K. ozaenae et K. rhinoscleromatis sont strictement adaptées au tractus respiratoire de
I’homme. Isolées d’expectoration et de pus de sinus, ils sont souvent responsables
d’affections séveres de I’arbre respiratoire, souvent chroniques. K. 0zaenae peut étre 1’agent
d’infections bronchiques chroniques dans les bronchiectasies ou la mucoviscidose. K.

rhinoscleromatis est 1’agent du rhinosclérome.
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K. planticola et K. terrigena sont psychrophiles et dénuées de tout pouvoir pathogéne

pour ’homme.

K. pneumoniae et K. oxytoca présentent une résistance naturelle de nature
chromosomique a I’ampicilline et a la carbenicilline. La majorité des souches isolées
d’infections nosocomiales hébergent des plasmides de résistance multiple, en particulier aux

aminosides et aux céphalosporines de troisieme géneération.

5. Lacolimétrie

Les coliformes sont des entérobactéries (bacilles gram(-)), asporulés, glucose(+)(F),
oxydase(-), nitrate réductase(+), aérobies anaérobies facultatifs) qui fermentent le lactose avec
production de gaz a 30°C. Il s’agit d’un groupe disparate non défini sur le plan taxonomique
qui comprend les genres Escherichia (avec les especes coli, intermedium, freudii),
Citrobacter, Enterobacter et Klebsiella.

Les coliformes fécaux, donc d’origine intestinale, sont des coliformes qui fermentent
le lactose avec production de gaz a 44°C (Tests de MAC CONKEY, 1901 ou d’EIJKMAN,

1904). On les assimile souvent aux coliformes thermotolérants.

Escherichia coli dont il existe de nombreux sérotypes, certains étant
entéropathogénes, est identifiable dans le groupe des coliformes fécaux par le test de
MACKENZIE (production d’indole a 44°C). Cette bactérie est le seul coliforme résistant au
phénol a 0,85 %o.

Le dénombrement des coliformes “totaux” est encore considéré comme un indice de
contamination fécale. Or s’il s’aveére que leur présence dans I’eau constitue un bon indice de
contamination fécale récente, leur survie étant de courte durée dans ce milieu, il n’en est pas
de méme dans de nombreux aliments. Ainsi des coliformes ont été retrouvés dans d’autres
sources que les matiéres fécales.

Le dénombrement des coliformes fécaux (ou thermotolérants) considérés comme
des germes indicateurs de la qualité hygiénique de 1’aliment, constitue par contre un bon
indice de contamination a partir des mati¢res fécales de ’homme et des animaux. Ces
bactéries sont souvent associées a des entérobactéries pathogenes comme les Salmonella et les
Shigella. Ces coliformes représentent environ 1 % de la flore intestinale et ne provoquent
généralement pas de maladie chez ’homme adulte ; leur nombre est voisin de 108 par g de
matiére fécale. La croissance de certains de ces germes est possible sur un trés grand nombre

de milieux ou d’aliments entre -2 et 50°C, entre pH 4,4 et 9.



La résistance des coliformes et des coliformes fécaux aux conditions extérieures
défavorables est faible (traitements technologiques divers, entreposage, etc.). Ainsi leur
nombre au moment de ’analyse ou fourni par 1’analyse n’est pas toujours proportionnel a
I’importance de la contamination ; leur présence dans un aliment cuit ou pasteurisé signifie
que la contamination est postérieure au traitement thermique. Il reste alors a trouver 1’origine
de la contamination (manipulateurs, plans et instruments de travail, contact avec des produits
crus). De plus, ces germes peuvent se multiplier dans certains produits quand les conditions
sont favorables.

La plupart de ces germes n’est généralement pas, sauf en cas de prolifération
abondante, dangereuse au point de vue sanitaire (attention au type de produit et de
consommateur). Leur présence peut étre un bon indice des mauvaises conditions de
manipulation ou de traitement des aliments (pasteurisation insuffisante par exemple). Le test
de différenciation entre les coliformes totaux et les coliformes fécaux (Test de Mac Conkey
ou d’Eijkman) repose sur I’incubation des milieux a deux températures (30 et 44,5°C). L’effet
inhibiteur de la température sur la croissance et le métabolisme des coliformes (non fécaux) a
44,5°C implique des composants cellulaires du métabolisme fermentatif et aérobie du lactose
; la perméabilité membranaire est trés diminuée chez ces coliformes a 44,5°C.

Dans la plupart des analyses systématiques, la numération des coliformes fécaux et la
recherche d’E. coli par le test de MAC KENZIE sont réalisées. Il faut cependant signaler que
la mise en évidence d’E. coli par cette méthode peut étre erronée car certaines bactéries

(Klebsiella oxytoca et certaines especes de Citrobacter) donnent une réaction positive.
Il faut alors identifier E. coli par la recherche de son biotype (galerie classique ou systéme de
type API 20E ou 40E) et de son sérotype.

La numération d’Escherichia coli est un bon indice de contamination fécale. Ce
germe peut étre associé a des germes pathogénes. Cependant cette mesure ne permet pas de
connaitre, s’ils sont présents, la nature et le nombre de ces germes pathogénes.

Signalons enfin que la recherche et/ou la numération des entérobactéries comme
indicatrices des mauvaises conditions de manipulation et de fabrication est parfois réalisée. Le
milieu utilisé est le milieu VRBG (violet cristal, rouge neutre, bile, glucose) ; apres
ensemencement de 1 ml réalisé dans 13 ml de milieu a 47°C, 9 ml de milieu sont coulés en
double couche. L’incubation dure 24 heures a 30°C. Les entérobactéries donnent des colonies
rouges d’un diameétre de 0.5 mm.

La colimétrie, c’est a dire la numération des coliformes, peut étre réalisée soit en

milieu liquide, soit en milieu solide (par ensemencement dans la gélose ou aprés filtration).



On tolére en général un nombre de coliformes inférieur a 100 par g ou ml du produit, cette
tolérance étant fonction entre autre, de la nature du produit et du consommateur. Des normes
bien précises sont donc définies pour chaque type d’aliment ainsi que les valeurs de n, ¢, m et
M. (Contr6le microbiologique des aliments — Manuel technique. Polytech Département
STIA)

6. Habitat des moules:

La moule Perna perna habite un substrat dur de 1’étage infralittoral, elle peut vivre

jusque vers 100 meétres de profondeur (Ficher et al, 1987).

Espéces sessiles (fixées a demeure), elles résistent aux courants, aux chocs des vagues
et a I'arrachement grace aux solides filaments du byssus qui sont soudés au rocher. Elles sont
pourtant capables de se déplacer apres avoir rompu une partie des filaments du byssus et avoir
déposé un peu plus loin sur le rocher une substance proteique qui s'écoule dans le sillon
postérieur du pied et se solidifie au contact de I'eau en formant des filaments; elle se hale

ensuite sur ces nouveaux filaments.
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Figure 63 : Structure et anatomie d’une moule.

Tableau 21 : Caractéres distinctifs entre la musculature de M. galloprovincialis et de
Perna perna (Linneaus,1758)

Muscles Mytilus galloprovincialis Perna.perna
Muscle petits ou grands
adducteur o o
antérieur 1 paire s'insérant dorsalement dans la région
postérieure
absence des grands




Muscle
adducteur
postérieur
Muscles
rétracteurs du
pied
rétracteurs antérieurs : 1 paire s'insérant rétracteurs antérieurs : 1 paire
antérieurement s'insérant antérieurement
rétracteurs moyens : 1 paire formée de deux rétracteurs moyens : 1 paire de
faisceaux s'insérant dorsalement dans la muscles trés épais formée de
région moyenne contre les rétracteurs nombreux faisceaux empreinte
postérieurs distincte
Muscles
rétracteurs de
byssus
(3 paires)

7. Croissance :

La croissance est définie comme la mesure de I'augmentation de taille et de poids

d’un individu, en fonction du temps et des variables environnementales. Selon Seed (1973),

dans une population donnée de moules, la dynamique pondérale est étroitement liée a

I"activité reproductrice des individus; elle est perturbée chez les bivalves par les processus liés

a la reproduction (Le Pennec,1981). L accumulation temporaire de réserves qui sont ensuite

converties en gametes puis expulsés dans le milieu naturel pour assurer la fécondation,

occasionne une perte brutale du poids et un ralentissement, voire un arrét de la croissance

(Barille,1996). Cet auteur suggeére de séparer ces deux processus afin de déterminer avec

précision I'influence des contraintes du milieu sur la croissance ou sur la reproduction. D ou

I"intérét d'entreprendre une étude de la croissance de la moule associée a une étude de la

reproduction.

8. Caractéristique de la moule Perna perna:




Chez la moule africaine P. perna , les composantes antérieures du muscle rétracteur
s'attachent séparément sur la coquille laissant une empreinte de muscle discontinue, le muscle

adducteur antérieure est absent chez toutes les espéces de P. perna (Siddall,1980).

Les charniéres consistent en une forte dent lamelliforme sur chaque valve.
Périostracum brun fauve avec reflets verdatre dans la région postérieure ; Intérieur des valves

nacrés, blanc rose (fig.8).

Le caractére principal permettant de séparer les genres Perna et Mytilus est le modele

d'empreinte laissé par le muscle sur la coquille (fig.7).

Laziak (1986) a rapporté que P.perna se compose de deux sexes séparés qui peuvent
étre distincts surtout pendant la saison de reproduction par la couleur du manteau. Les moules
se reproduisent par la fertilisation externe en déchargeant les spermatozoides et les ceufs dans
la colonne deau. Apres des larves d'un véligére sont formées; quinze heures apres la
fertilisation, des dents de la charniére sont bien développées et augmentent en nombre. La
période critique pour le développement étant pendant et apres la métamorphose (Siddall,
1978). La métamorphose de la moule brune est marquée par la sécrétion du byssus (filament
pour la fixation au substrat) (Siddall, 1979). La survie des larves dépend principalement de

I'arrangement sur un substrat dur habituellement une roche.

La phase initiale de la métamorphose se produit a des températures optimales
comprises entre 10 et 30°C et des salinités variant de 30.9 & 32.1 ppt (Siddall, 1978). a
température optimale et les salinités retardent lI'accomplissement de cette premiére étapes
accordant plus de temps aux larves pour leur permettre de s'arranger sur un substrat (Siddall,

1979). Les larves sarrangent en forme d'agrégats denses sur les rivages rocheux (Berry,1987).

Selon Salamao et al., (1980), chez les adultes, la tolérance de salinité est comprise
entre 19 et 44 ppt; Les Vvéligeres ont une gamme de tolérance de salinité variant de 15 a 55

ppt (Roméo et Moreira, 1980).

La température a un effet plus néfaste, sur la survie des moules, que la salinité. La
température durant la métamorphose des véligeres est limitée entre 18°C a 30°C (Siddall,
1979). la tolérance de la température pour I'étape de veligere s'étend de 10°C a 30°C (Roméo
et Moreira, 1980).



Selon Schurink et Griffiths,(1990), la taille maximale de la coquille de Perna perna
est influencée par la distribution verticale. Dans des zones intertidales, la moule atteint

90mm et une taille maximale de 120 mm est atteinte dans les zones sub littorales.

La moule Perna perna habite un substrat dur de l'étage infralittoral et peut étre

rencontrée jusqu'a 100 metres de profondeur (Ficher et al, 1987).

Figure 64 : Disposition des insertions musculaires sur la coquille de Perna perna (A) et
Mytilus galloprovincialis (B)

ma: muscle adducteur antérieur; mp: muscle adducteur postérieur; rad: rétracteur antérieur de
byssus; rmb: rétracteur moyen de byssus; rpb: rétracteur postérieur de byssus; rp: rétacteur du
pied.



Figure 65 :Charniere de la valve gauche.

1- Perna perna. 2- Mytilus galloprovincialis. 3- Mytilus edulis.

9. Biomarqueurs :

Les biomarqueurs sont des variations biochimiques, physiologiques, histologiques ou
morphologiques, mesurées chez des organismes exposés a des conditions de stress liées a la
présence de substances chimiques dans I’environnement (Huggett et al., 1992). lls
représentent la réponse biologique initiale des organismes face a des perturbations ou des
contaminations du milieu dans lequel ils vivent ; en conséquence, ils sont en général plus
sensibles que les paramétres mesures a un niveau supérieur d’organisation biologique tel que

I’organe, I’individu ou la population (Stegeman et al., 1992).



1.1. GSTs:

Les glutathion S-transférases enzymes de la phase II représentent une famille d’enzymes

multifonctionnelles essentiellement cytosoliques, impliquées dans des opérations diverses de
transports et de biosyntheses intracellulaires (George, 1990). La fonction des GSTs la plus
étudiee en ce qui concerne la prévention de la pollution dans 1’environnement demeure leur
propriété de catalyser des réactions de conjugaison entre un peptide, le glutathion, et des
molécules réactives comportant des sites électrophiles, capables de réagir dangereusement
avec des macromolécules comme les acides nucléiques (ARN, ADN). De fait, la conjugaison
du glutathion avec certains substrats représente une étape dans la formation de composeés
moins toxiques et plus hydrosolubles que les molécules de départ (Chatterjee et Bhattacharya,
1984).

Une grande variété de composés chimiques induit les GST, dont certains inducteurs des
cytochromes P450 tels que les hydrocarbures polyaromatiques et les PCB. L’utilisation des
GST comme bioindicateur de pollution caractéristique d’un type de polluant dans
I’environnement reste encore a définir et se rapproche encore aujourd’hui plus de celle d’un
indicateur non spécifique, témoin de I’état de santé global des organismes qui peuplent les

écosystémes marins.

La mesure de l’activité des GSTs consiste a fournir a I’enzyme un substrat (en général du
chlorodinitrobenzéne (CDNB)(1-chloro,2, 4-dinitro Benzéne), qui réagit facilement avec de
nombreuses formes de GST et du glutathion. La réaction catalysée de conjugaison de ces deux
produits entraine la formation d’une molécule nouvelle qui absorbe la lumiére a 340nm de
longueur d’onde. Il est possible de quantifier cette absorption au moyen d’un
spectrophotométre et la valeur de la densité optique mesurée a 340nm est directement
proportionnelle a la quantité de conjugue formée, elle-méme liée a ’intensité de 1’activité
GST (Habig et al., 1974).

1.2. Le glutathion réduit (GSH):

Le glutathion a été isolé et nommé pour la premiere fois en 1921, par le biochimiste anglais
Hopkins, qui ’avait isolé a partir de la levure, du foie et des muscles. Le glutathion est
largement distribué dans le milieu intracellulaire des animaux, des plantes et des micro-
organismes. Au début, les chercheurs ont observé plusieurs composés élimines au niveau des

urines et de la bile, connues sous le nom d’acides mercapturiques, qui sont des thio-€éthers de



I’acétylcystéine. Il y a eu alors une spéculation sur la source de cystéine utilisée dans la
synthése de ces composés. L’évidence de I’implication du glutathion a été¢ ¢€lucidée par le
travail de Barnes et al., (1959), qui ont signalé une diminution des niveaux du GSH dans le

foie des rats apres I’administration des composés contenant 1’acide mercapturique.

C’est le systéme de conjugaison le plus important. C’est un tripeptide qui joue un rdle central
dans les processus de défense antioxydant intracellulaire (Arrigo 1999 ; Sies 1999). Le GSH
forme des acides mercapturiques, qui sont trés solubles, souvent plus que les composés

simplement polarisés par la phase 1 .

C’est un antioxydant non enzymatique qui va, en piégeant les radicaux libres, intervenir a
divers degrés en complément des enzymes antioxydantes. Ce thiol non protéique, abondant
chez les organismes vivants dans sa forme réduite (GSH), va agir dans la cellule comme un
donneur d’électron. Le glutathion est composé de trois acides aminés (Glu-Cyst-Gly). Il
comporte donc en son centre un groupe —SH (cystéine). L’enzyme qui catalyse la réaction est
la glutathion-S-transférase (GST). Il constitue environ 10% des protéines du cytoplasme. Le
systeme est trés impliqué dans la détoxification des radicaux libres et des époxy, mais aussi

des halogénés.
1. Dosage des protéines :

La gamme étalon a été réalisée avec de 1’albumine bovine sérique (BSA, fraction V de Merck®)
comme protéine standard (Tab.3) & des concentrations de 0; 75; 100; 250 ; 400 ; 500 ; 1000 ;
1500 pg/ml ; ces dilutions ont été réalisées avec le tampon d’homogénéisation spécifique a chaque

biomarqueur.
Chaque échantillon de S9 a été dilué au dixieme avec le tampon d’homogénéisation.

Tableau 22 : réalisation de la gamme d’étalonnage pour la quantification des protéines

Tubes 1 2 |3 |4 |5 |6

Qualité de BSA (ul) | 0 | 20 | 40 | 60 | 80 | 100

Eau distillée (ul) 100 | 80 |60 40 | 20| 0

Réactif BBC(ml) |4 |4 |4 [4 |4 |4

1.3.Dosage de ’activité des GSTs :



Protocole expérimental :
1. Mettre au bain-marie a 37°C les solutions CDNB, Tampon phosphate et GSH.
2. Mesure au spectrophotometre (si le spectrophotométre est thermostaté mettre a 37°C)

3. Remplir les micro-cuves en quartz pour les blancs et les échantillons (qui seront décongelés

dans la glace).
4. Lecture au spectrophotométre a 1’abri de la lumiére, dans une micro-cuve en quartz.
5. Etablir un programme de lecture avec les caractéristiques suivantes :
- A=340nm

- délai (s) : 15 secondes entre chaque lecture.

Mesure (min) : 1min

Tableau 23 : préparation pour I’analyse de I’activité du glutathion S-tranférase

Blanc (pl) | Essai (ul)
Tampon Phosphate (100mM) pH 6.5 | 850 840
CDNB (20mM) 50 50
Cytosol (S9 ou S100) 0 10
GSH (100mM) 100 100

Faire des allers retours avec la pipette apres I’ajout du GSH, la réaction démarre.

Un blanc de réactifs est réalisé plusieurs fois, la moyenne de ces mesures permet d’évaluer la vitesse
de la réaction spontanée qui n’est pas négligeable.

Les échantillons sont aussi mesurés plusieurs fois de fagon a pouvoir établir une moyenne.

La valeur de la densité optique correspondant au blanc (conjugaison spontanée du substrat) a été
ensuite retranchée a la valeur de chaque essai afin de mesurer la variation due uniquement a I’activité
de I’enzyme.

Sachant que le coefficient d’extinction du GSH-CDNB est de 9.6mM™.cm™.

AV= [(ADOéch-ADOblanc)/¢ .1]. (Vtot/Venz) %

ADOéch-ADOblanc : m&W des DO des blancs par
minute.

¢ : coefficient d’extinction moléculaire du CDNB.

L : trajet optique de la micro-cuve=1cm



L’activité spécifique (AS) de I’enzyme se calcule en rapportant I’AV a la concentration de protéines
de I’échantillon.

2.

Dosage de P’activité des GSHs :

Protocole expérimental :

v

4

v

v

Prélever 0.8 ml de I’homogénat

Ajouter 0.2ml d’une solution d’acide sulfosalicylique (SSA) 0.25%.
Agiter et laisser pendant 15min dans un bain de glace.

Centrifuger a la vitesse de 1000g/mn pendant Sminutes.

Prélever 0.5ml du surnageant.

Ajouter 1ml du tampon Tris E.D.T.A (contenant 0.02 M d’EDTA, pH 9.6)

Mélanger et ajouter 0.025ml de I’acide 5-5’- dithio-bis-2-nitrobenzolque a 0.01 M (dissous
dans le méthanol absolu)

Laisser pendant 5 minutes dans la température ambiante pour la stabilisation de la couleur. La

réaction colorimétrique se développe instantanément.

Mesurer 1’absorbance optique a 412nm

La concentration du glutathion est obtenue aprés application de la formule suivante :

[GSH]= DO.L.1,525/5240.mg prt = pM GSH/ mg prt %

DO: densité optique.

L: le volume total des solutions utilisées dans la déprotéinisation (0.8ml homogénat+0.2ml SSA).

1,525 : le volume total des solutions utilisées dans le dosage du GSH au niveau du surnageant (0.5ml
surnageant+ 1ml Tris EDTA+ 0.025ml DTNB a 0.01 M dissous dans le méthanol absolu).

0.8 : le volume de ’homogénat trouvé dans 1 ml.

0.5 : le volume du surnageant trouvé dans 1.525ml.



Annexe2 : méthodes d’analyses & tableaux
1. La matiere particulaire en suspension :

La connaissance de la qualité de matiére en suspension (MES) est important pour des milieux
aquatiques car les particules réduisent la transparence de 1’eau et de ce fait la production primaire
photosynthétique. Selon leur nature, elles sont également une source nutritive non négligeable pour les

moules qui sont des bivalves filtreurs de 1‘eau.
+ Principe et méthode :

La détermination de la matiére en suspension dans 1’eau a été réalisée par 1’application de la méthode
de pesée différentielle apres filtration d’échantillon sur un filtre en fibre de verre WHATMAN GF/C
47um de porosité.

Le filtre a été pesé avant et apres filtration. La différence de poids permet de connaitre le poids sec

total de la matiere en suspension dans le volume filtré correspondant (Aminot et Chaussepied, 1983).

MES mg,  P2-—P1
)=

P, : poids du filtre avant filtration (mg).
P, poids du filtre apres filtration (mg).

V : volume d’eau filtrée (litre).

2. Lachlorophylle « a» dans I’eau :
(Méthode monochromatique de LORNZEN (1967) solvant : acétone a 90%)

La détermination quantitative globale de la fraction particulaire vivante dans les milieux aquatiques est
importante pour I’étude et la compréhension des phénomeénes écologiques pour cela, une estimation de
la biomasse phytoplanctonique par voie chimique (par extraction et détermination des pigments
photosynthétiques) s’aveére satisfaisante, plus simple et plus rapide que des méthodes basées, par
exemple, sur le comptage des cellules. L’analyse des principaux pigments chlorophylliens

(chlorophylles a, b, ¢ et leurs phéopigments) et celle des caroténoides nécessite I’extraction.

Pour la chlorophylle « a», Yentsch (1967) résume la dégradation selon les schémas suivants :

Chlorophvlle a Chlorophvllide a Phéophorbide a
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Chlorophylle a Chlorophytine a Phéophorbide a

L’acidification entraine I’élimination de 1’acétone de magnésium et de la chaine phytol.

+ Principe de la méthode :

La chlorophylle « a » est facilement et rapidement transformée en phéophytine par acidification, ce qui

entraine une diminution de I’absorption alors qu’aucune modification n’intervient pour la phéophytine

acidifiée. La différence d’absorbance avant et apres acidification permet donc de déterminer la teneur

en chlorophylle « a ».

+ Mode opératoire :

*Filtration :

v

v

Filtrer I’échantillon d’eau brute a travers un filet ou un tamis de 200 a 250um de vide de

maille ce qui permet 1’élimination grossi¢re du zooplancton.

Filtrer un volume connu d’échantillon (0,5 a 5 litres) sous vide, sur membrane en fibre de
verre (WHATMAN GF/C 47um) recouverte au préalable d’une fine couche de carbonate de

magnésium pour éviter I’altération de la chlorophylle.

*Extraction :

v

v

v

v

Introduire la membrane filtrante dans un tube a centrifuger contenant 10ml d’acétone a 90%.

Déchiqueter le filtre a 1’aide d’une baguette ou d’un tube en verre a embout coupant. Agiter

vigoureusement pour disperser les fibres.

Placer le tube a I’obscurité et au frais pendant une vingtaine d’heures de fagcon a permettre

I’extraction de la chlorophylle.
Aprés extraction centrifuger a 400 tr/min pendant 5 minutes.

Transférer le surnageant dans la cuve du spectrophotomeétre.

*Mesure :

v

Effectuer les mesures d’absorbances des extraits aux langueurs d’ondes de 665 et 750nm.



v Acidifier par addition de 10ul d’acide chlorhydrique par ml d’extrait directement dans la cuve,

agiter, attendre 6min.
v" Mesurer les absorbances des extraits acidifiés a 750 et 665nm.
*Expression des résultats :
v’ Soustraire les absorbances lues a 750 nm avant et apres acidification soit :
E1 : absorbance corrigées avant acidification
E2 : absorbance apreés acidification
v' Lateneur en Chlorophylle « a » se calcule ainsi :

26.7 X (E1—E2) X v
VXL

Chla (%j =

V: volume d’eau filtré (1).

V : volume d’acétone (ml).

L : longueur du trajet optique de la cuve de mesure (cm).
3. Prélévement de ’eau

Pour cela nous utilisons des flacons en verre d’une capacité de 250ml soumis au préalable a un
nettoyage rigoureux (un ringage a 1’eau de robinet puis 3 ringages a ’eau distillée) séchés, bouchés,
enveloppés séparément dans un morceau de papier filtre (Rodier, 2005) puis stérilisés a I’autoclave a
une température de 121°C pendant 15mn (O0.M.S.1983).

Une fois les prélévements effectués, les flacons sont étiquetés et placés dans une glaciére a I’abri de la
lumiére et a une température de +4°C, car la teneur en germes des eaux risque de subir des
modifications dans les flacons, aprés le prélévement. Si 1’échantillon doit étre transporté il faut réduire
au maximum le délai avant ’analyse. Il est souvent nécessaire de réfrigérer (mais non congeler) le
produit au cours de son transport; certains germes fragiles peuvent disparaitre au cours de cette
réfrigération (Contrdle microbiologique des aliments — Manuel technique. Polytech Département
STIA). C’est pour cela que toute analyse doit étre effectuée le plus rapidement possible. L’évolution
est d’ailleurs assez difficile a prévoir et dépend de nombreux facteurs ; température, concurrence

bactérienne des especes présentes, composition chimique de 1’eau.

La norme NF T 90-420 de février 1987 indique que les échantillons doivent étre maintenus a une

température comprise entre 1 et 4°C dés leur prélevement. Ils doivent étre analysés le jour méme, il est



donc admis que le délai maximum entre le prélévement et le début de I’analyse ne doit pas excéder 24

heures, aussi il est préférable de le raccourcir lorsque 1’eau est présumée trés polluée (Rodier, 2005).

1.1.Préparation des échantillons :

Pour les produits liquides (ou semi-liquides) une agitation manuelle vigoureuse en présence de billes

de verre permet d’obtenir une homogénéité satisfaisante.
Pour les produits solides diverses techniques de “broyage” sont utilisables :
1) broyage manuel au Potter ou en présence de sable stérile ou de billes de verre (mortier)

2) broyage mécanique. (Contréle microbiologique des aliments — Manuel technique. Polytech
Département STIA.)

+ Préparation des dilutions :

Le récipient contenant le liquide a diluer est agité manuellement avec précaution pour éviter les
projections pendant une dizaine de secondes. On préleve stérilement 1 ml de ce liquide (aspirer et
refouler une fois avant le prélévement) que 1’on introduit dans un tube contenant 9 ml de diluant
stérile. Le tube est agité¢ par des mouvements de rotation ou au moyen d’un Vortex. On obtient ainsi
une dilution au 1/10. Avec une nouvelle pipette de 1 ml on préléve 1ml de cette dilution que 1’on
introduit dans un nouveau tube de diluant de 9 ml ; on obtient une dilution au 1/100 et ainsi de suite
jusqu’au niveau de dilution recherché. (Controle microbiologique des aliments — Manuel technique.
Polytech Département STIA.)

+ Dénombrement des coliformes totaux et recherche d’E. coli (Dénombrement en milieu
liquide (AFNOR, 1974))

Les essais sont effectués en triple et les résultats analysés par la méthode de Mac Grady. Le vert
brillant inhibe les germes Gram(+), et la bile, par son fort pouvoir tensioactif lié & la présence de sels

biliaires, inhibe la plupart des germes qui ne sont pas d’origine intestinale.

Aprés ensemencement, les milieux sont incubés a 37°C pendant 24 h puis 48 h. Sont considérés
comme positifs les tubes dans lesquels il y a croissance et une production notable de gaz (1/10 au

moins du volume de la cloche).



La numération des coliformes fécaux (ou E. coli présomptifs) est effectuée avec le méme milieu mais

apres 48 heures d’incubation a 44,5°C.

*Test confirmatif (Test de Mac KENZIE) Identification des Coliformes thermotolérants (Escherichia

coli présomptifs):

Quelques fois les milieux de culture sont utilisés a double concentration dans le but de préserver une
composition finale adéquate au milieu aprés addition d’un volume d’inoculum égal au volume du

milieu. Ceci permet la numération d’un nombre peu élevé de coliformes

v" Coloration Gram :

Faire une coloration de Gram a partir des colonies suspectes développées sur la gélose SS (batonnet

Gram négatif).

1. Fixation des colonies: On prend une colonie suspecte cultivée sur gélose SS, a 1’aide d’une

ance de platine stérile, on 1’étale sur la lame puis on fait sécher jusqu’a la fixation.

2. Coloration par le violet de gentiane ou cristal violet. Laisser agir 30 secondes a 1minute.

Rincer a ’eau déminéralisée.

3. Mordangage au lugol (solution d’iode iodo-iodurée): étaler le lugol et laisser agir 20
secondes ; rincer a I’eau déminéralisée. On peut réaliser une deuxiéme fois 1’opération

identiquement pour plus de sécurite.

4. Décoloration (rapide) a 1’alcool (+acétone) : verser goutte a goutte I’alcool ou un mélange
alcool-acétone sur la lame inclinée obliquement, et surveiller la décoloration (5 a 10
secondes). Le filet doit étre clair a la fin de la décoloration. Rincer sous un filet d’eau

déminéralisée.

5. Recoloration a la safranine ou a la fuchsine. Laisser agir 30 secondes a 1 minute. Laver
doucement a 1’eau déminéralisée. Sécher la lame sur une platine chauffante a 40°C, 10 a 15

minutes.
6. Observer avec une goutte d’huile a immersion objectif 100 (grossissement X 1000).

Les étapes 2 et 3 colorent en violet le contenu de la bactérie. Le violet de gentiane se fixe sur les

composants cytoplasmiques de toutes les bactéries. Le lugol permet de fixer cette coloration interne.



L’étape 4 (alcool) sert a décolorer le cytoplasme des bactéries qui seront dites « Gram négatives ». En
effet, celles-ci ont une paroi pauvre en peptidoglycane —donc plus fine- qui va laisser passer 1’alcool
(molécule lipophile) ou le mélange alcool-acétone, et qui décolorera le cytoplasme en éliminant le
violet de gentiane. Au contraire, pour les bactéries dites « Gram positifs » la paroi constitue une
barriére imperméable a 1’alcool car elle est composée d’une couche de peptidoglycane plus importante

donc de ce fait ; plus épaisse. Elles resteront alors violettes.

L’étape 5 est une contre coloration ayant pour but de redonner aux bactéries Gram négatives
précédemment décolorées une teinte rose permettant de les visualiser au microscope. Les bactéries a
Gram positif restées violettes seront évidemment insensibles a cette contre-coloration plus péle que

violet imprégnant leur cytoplasme.

Ces différences de coloration et les différences de formes (bacille ou cocci) sont a I’origine de la

classification des bactéries.

Tableau 24 : Table de Mac Grady pour 3 séries de 3 tubes (Eau).

Nombre de tubes Nombre de Nombre Nombre de
positifs germes/100ml | caractéristique | germes/100ml
001 3 300 23
010 3 301 39
100 4 302 64
101 7 310 43
110 7 311 75
111 11 312 120
120 11 320 93
200 9 321 150
201 14 322 210
210 15 330 240
211 20 331 460
220 21 332 1100
221 28 333 >2400

Tableau 25 : Table de Mac Grady pour 3 séries de 3 tubes (bivalves).



Nombre Nombre de Nombre Nombre de Nombre Nombre de

caractéristique germes/ml caractéristique germes/ml caractéristique germes/ml
000 0.0 201 14 302 6.5
001 0.3 202 2.0 310 4.5
010 0.3 210 15 311 7.5
011 0.6 211 2.0 312 115
020 0.6 212 3.0 313 16.0
100 0.4 220 2.0 320 9.5
101 0.7 221 3.0 321 15.0
102 1.1 222 35 322 20.0
110 0.7 223 4.0 323 30.0
111 1.1 230 3.0 330 25.0
120 1.1 231 35 331 45.0
121 1.5 232 4.0 332 110.0
130 1.6 300 25 333 140.0
200 0.9 301 4.0

NB : Le nombre de germes pris du tableau sera multiplier par 10, la chair et de liquide intervalvaire

ont été dilués a 1/10.

Tableau 26 : Normes de la qualité requise des eaux de baignades (directive europeenne du 8
décembre 1975, reprise par le décret exécutif n°®91-980 du 20 septembre 1991.

J.Off.Comm.Europ et par le décret exécutif N° :93-164 du 10 juillet 1993. JORA N° 46.

Parametres bactériologiques Norme guide Nombre impératif
Coliformes totaux/100ml 500 10000
Coliformes thermotolérants/100ml 100 2000
Streptocoques fécaux/100ml 100 -
Salmonelle absence absence




La directive européenne du 8 décembre 1975, reprise par le décret n° 91-980 du 20 septembre 1991, a établi les normes de qualité
des eaux de baignade et les a classée en quatre catégories :

o Catégorie A : bonne qualité, respect des valeurs guides et impératives de la directive.

o Catégorie B : qualité moyenne, respect des normes impératives.

o Catégorie C : pouvant momentanément étre polluée (entre 5 et 33 % d’échantillons
non conformes aux valeurs impératives).

o Catégorie D : mauvaise qualité, trop fréquemment polluée (plus de 33 %

d’échantillons non conformes aux normes impératives).

Ce classement attribué en fin de saison, partage d’une part, les eaux conformes (A et B) et d’autre part les eaux non conformes (C et
D).

Tableau 27 : Normes de la qualité des eaux conchylicoles (Communauté Européenne, 1991).

Parametres Zone A Zone B Zone C
Coliformes fécaux > 300 et <1000 pour | >6000 et<60 000 > 60 000 pour 90 %
(nombre/100g de chair | 90 % des échantillons | pour 90 % des des échantillons

et de liquide échantillons

intervalvaire)

Escherichia coli > 230 et <1000 pour 90 | >4 600 et < 46 000 > 46 000 pour 90 %
(nombre/100g de chair | % des échantillons pour 90 % des des échantillons
et de liquide humide) échantillons

Les eaux conchylicoles sont, comme les eaux de baignade, classées en catégories de qualite. Il
existe ainsi quatre zones :

- Zone A : zone ou il est possible de récolter les coquillages pour une consommation humaine
directe.

- Zone B : zone ou les coquillages doivent faire 1’objet d’une purification et/ou d’un reparcage
d’une durée adaptée dans une zone de qualité A, avant d’étre acceptés pour la consommation
humaine.

- Zone C : comme la zone B, mais la purification doit étre plus poussée ou le reparcage de
beaucoup plus longue durée.

- Zone D : zone ou il est impossible de récolter des coquillages pour la consommation

humaine.

Tableau 28 : Critéres microbiologiques pour les coquillages bivalves (arrété européen du 23 mars
1993).




Parametres bactériologiques | Valeur guide

Coliformes thermotolérants < 2.3.10%/100ml de chair et de
liquide intervalvaire

<2.5.10%100ml de chair et de

Stréptocoques fécaux liquide intervalvaire
Absence
Salmonelle dans 25 g Absence

Autre germes pathogénes et
toxines

Tableau 29 : Principale industrie déversant dans le Golfe d’ Annaba (DEWA, 2002).

Unité industrielle Lieu d’implantation | Nature des effluents liquides
FERTIAL El6Bouni Eaux de process
(ex ASMIDAL) (Chargées de résidus chimique)

Eaux de refroidissement

EN-FERPHOS Port Eaux usées domestiques
SONALGAZ Port Eaux refroidissement
ENCG Port Eaux usées domestiques

Eaux usées industrielles

ONAB N° 1 Port Eaux usées domestiques

ENTPL Z.1. Pont Bouchet Eaux usées domestiques

Carreaux-Granito Z.1. Pont Bouchet Eaux usées domestiques
(ponsage)

ORLAIT Lallelick (El Bouni) Eaux usées industrielles

(lactosérum)

ENCC Z.1. Pont Bouchet Eaux de refroidissement

FERROVIAL Lallelick (El Bouni) Eaux usées domestiques

Eaux usées industrielles

HYDRO-CANAL Z.1. Pont Bouchet Eaux usées domestiques




14 EN SIDER

Sidi Amar

Eaux usées domestiques

Eaux usées industrielles

PROSIDER (Chaiba) Sidi Amar Eaux usées industrielles

ERWA Z.1. Meboudja Eaux de lavages

SNLB Annaba Eaux usées domestiques

EMIB Annaba Eaux usées industrielles
(germe et levure)

SARL PROCOMAC Z.1. Meboudja Eaux usées industrielles

(Carrelage) (pongage)

SARL CHOCOTRK Z.1. Pont Bouchet Eaux usées industrielles
Eaux de lavages

SAEL BELKIRI Z.1. Pont Bouchet Eaux usées domestiques

(Confiserie)

Eaux usées industrielles

CONSERVERIE DE
TOMATE

Annaba

Eaux usées domestiques

Eaux usées industrielles

Tableau 30: Représentations des rejets domestiques de la wilaya D’ Annaba et de leurs milieux
récepteurs (DEWA, 2002).

Agglomeration W.A

Milieux récepteurs

Sidi Amar Oued meboudja vers Oued Seybouse puis la mer.

El Hadjar Oued meboudja vers Oued Seybouse puis la mer.

El Bouni Une partie des rejets se déversent vers 1’Oued Seybouse et
’autre partie vers la mer en passant par Oued Boudjemaa.

Annaba Ville Les rejets passent par le reseau principal, se déversent vers la

mer en passant par la station de pompage Sidi Brahim.

Tableau 31 : Localisation des stations de relevage des eaux usées de la wilaya d’Annaba DHWA

(2008).

NO

Station de pompage

Localisation

Nature de rejets




1 Cap de garde Annaba Eaux usées
2 Ain achir Annaba Eaux usées
3 Belvédere Annaba Eaux usées
4 Refed zahouane Annaba Eaux usées
5 La caroube Annaba Eaux usées
6 Rizi amor (SP4) Annaba Eaux usées
7 Levée de ’aurore (cité | Annaba Eaux usées
enasr)
8 Ancien gare (SP2) Annaba Eaux usées+pluviales
9 Sid Brahim (SP1) Annaba Eaux usées+pluviales
10 Bouzerad hocine (SP7) | Annaba Eaux usées
11 Eliza (SP3) Annaba Eaux usées+pluviales
12 Plaine Ouest 1(SF1) Annaba Eaux usées
13 Plaine Ouest 2(SF2) Annaba Eaux usées
14 Cite Rym Annaba Eaux usées
15 El Bouni El Bouni Eaux usées
16 Allalik El Bouni Eaux usées
17 Gharbi issa El Bouni Eaux usées
18 Sidi Salem 2 El Bouni Eaux usées
19 Boukhmir El Bouni Eaux usées
20 Boukhadra 5 El Bouni Eaux usées
21 El Hadjar 4 El Hadjar Eaux usées
22 Chetaibi Chetaibi Eaux usées
23 Oued el aneb Oued el aneb Eaux usées

SP : Station de pompage.

SF : Station de forage.

Tableau 32 : protocole pour I’histologie ; d’hydratation et inclusion des tissus gonadiques




Réactif Durée d’immersion
Ethanol 80° 1 Heure

Ethanol 95° 2 Heures
Ethanol 95° 2 Heures
Ethanol 100° 2 Heures
Ethanol 100° 2 Heures
Ethanol 100° 1 Heure

xyléne 1 Heure

Xyléne 2 Heures
Xyléne 2 Heures
Paraffine liquide (a 60°) 2 Heures
Paraffine liquide (a 60°) 2 Heures
Inclusion en bloc Inclusion en bloc

Tableau 33 : Protocole pour I’histologie, d”hydratation et inclusion des tissus gonadiques.

Réactif Durée d’immersion
Xylene 50 minutes

Xylene 5 Minutes

Xylene 5 Minutes

Ethanol 100° 5 Minutes

Ethanol 100° 5 Minutes

Ethanol 100° 5 Minutes

Ethanol 95° 3 Minutes




Ethanol 95° 3 Minutes
Ethanol 70° 3 Minutes
Ethanol 70° 3 Minutes
Eau distillée 2 Minutes
Hématoxyline 8 Minutes
Eau distillée 2 Minutes
Alcool acide 5 Secondes
Eau courante 5 Minutes
Eau distillée 3 Minutes
Ethanol 95° 3 Minutes
Eosine 3 Minutes
Ethanol 95° 5 secondes
Ethanol 95° 5 Secondes
Ethanol 95° 5 Secondes
Ethanol 95° 5 Secondes
Ethanol 95° 5 Secondes
Ethanol 95° 5 Secondes
Ethanol 95° 3 Minutes

Ethanol 100°

1 Minute 30 secondes

Ethanol 100° 3 Minutes
Xyléne 5 Minutes
Xylene 5 Minutes
xyléne 5 Minutes




Annexe 3 : milieux de culture et réactifs

o Milieux de culture.

% Bouillon Lactose bilié au vert brillant / cloche (BLBVB).

Usage :

Milieu de dénombrement des coliformes totaux (48 h a une température de 37°C.

Composition :
-Peptone 10,09
-Lactose 10,0
-Bile ddéshydratée 20,0ml

-Vert brillant 13,0 mg

(H =7.4)

Préparation :

40 g par litre d’eau distillée. Stérilisation classique.

Lecture

La cloche de Durham permet le recueil des gaz signant la présence de coliformes, a condition que le
milieu ait été agité correctement pour que les bactéries soient bien réparties, y compris sous la cloche.
Il est conseillé d'agiter Iégerement le milieu plusieurs heures avant la lecture pour favoriser le
dégagement de gaz sous la choche de Durham, qui, autrement, peut ne pas étre observé pour les
dilutions limites.

Si plusieurs essais sont effectués, on utilise la table statistique de Mac Grady pour déterminer le
nombre de coliformes le plus probable (NPP).

On peut déterminer la présence de coliformes thermotolérants ou fécaux en réalisant le test de
Mackenzie : repiquage d'une anse de 9 microlitres de chaque tube positif BLBVB a 37 °C dans un
nouveau tube BLBVB et un tube d'eau peptonée qui seront incubés a 44 °C). Les tubes positifs a 44 °C
permettent de dénombrer les coliformes totaux en utilisant la table de Mac Grady. Si les tubes d'eau
peptonée permettent de lire de surcroit la production d'indole, on peut conclure a la présence
d'Escherichia coli et réaliser de méme son dénombrement.

s+ Eau peptonée exempte d’indole (Tryptone water).


http://fr.wikipedia.org/wiki/Coliforme
http://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bile
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Vert_brillant&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Cloche_%28milieu_de_culture%29
http://fr.wikipedia.org/wiki/Gaz
http://fr.wikipedia.org/wiki/Coliformes
http://fr.wikipedia.org/wiki/Dilutions
http://fr.wikipedia.org/wiki/Statistique
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Mac_Grady&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Escherichia_coli

Usage :

Recherche de I'indole.
Composition :

-Peptone exempte d'indole 10,0 g

-Chlorure de sodium 5,0 ¢

(pH=7,2)

Préparation :

15 grammes par litre d’eau distillée. Stérilisation classique.

Lecture :

L'addition de réactif de Kovacs montre la production d'indole par un anneau rouge.

<+ Eau peptonée tamponnée.

Usage :

Utilisée pour le pré-enrichissement préalable aux phases d’enrichissement sélectif et d’isolement des
salmonelles en permettant notamment de revivifier les microorganismes ayant subi des traitements
sublétaux.

Composition (g) pouvant étre modifiee pour 1 litre de milieu :
Peptone : 10,0.

Sodium chlorure : 5,0.

Phosphate disodique hydraté (9100181) : 9,0.

Phosphate monopotassique : 1,5.

Phosphate disodique anhydre (9101311) : 3,56.

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

% Gélose nutritive.

Usage :


http://fr.wikipedia.org/wiki/Indole
http://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9actif_(chimie)
http://www.grosseron.com/milieux-de-culture-s51--par-milieux-t385-tv1--les-milieux-p851-pv1--eau-peptonee-tamponnee-g2326.html

Milieu d'isolement courant surtout utilisé pour la recherche de FMAR (Flore Mésophyle Aérobie

Revivifiable)

Composition :
-Extrait de viande 1,0g
-Extrait de levure 2,09

-Chlorure de sodium 5,09

-Agar 15.0g

(pH =7.4)

Préparation :

28 g par litre d’eau distillée. Stérilisation a l'autoclave.

Ensemencement :

Pour ensemencer il s'agit de faire un dégradé sur toute la gélose afin d'isoler plusieurs colonies. Pour
cela, avec une anse de platine, prélever un petite goutte de suspension bactérienne puis faire des stries
serrées sur la moitié de la boite de Pétri. Ensuite tourner d'un quart de tour la boite, stériliser a la
flamme I'anse et recommencer les stries. Ensuite tourner encore la boite d'un quart de tour et refaire
encore les stries (aprés stérilisation de 1’anse). De cette maniére toute la boite doit avoir été
ensemencee... attention a ne pas braler la gélose lorsque I'anse est encore tres chaude.

Examen macroscopique

= Taille des colonies

= Contour
= Relief
= Surface

= Consistance

* Transparence

»= Pigmentation

» Type des colonies
= EXigence

% Gélose Salmonella-Shigella (Gélose SS).

Usage:

Isolement des Salmonella et des Shigella mais aussi des Pseudomonas ou des Yersinia enterocolitica.



http://fr.wikipedia.org/wiki/Flore_m%C3%A9sophile_a%C3%A9robie_totale
http://fr.wikipedia.org/wiki/Flore_m%C3%A9sophile_a%C3%A9robie_totale
http://fr.wikipedia.org/wiki/Flore_m%C3%A9sophile_a%C3%A9robie_totale
http://fr.wikipedia.org/wiki/Levure
http://fr.wikipedia.org/wiki/Chlorure_de_sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Potentiel_hydrog%C3%A8ne
http://fr.wikipedia.org/wiki/Autoclave
http://fr.wikipedia.org/wiki/Salmonella
http://fr.wikipedia.org/wiki/Shigella
http://fr.wikipedia.org/wiki/Pseudomonas
http://fr.wikipedia.org/wiki/Yersinia

Composition :

-Peptone 5.0g

-Extrait de viande 5.0g
-Lactose 10.0g

-Citrate de sodium 10.0g
-Citrate de fer ammoniacal 1.0g
-Sels biliaires 8.5¢

-Vert brillant 3.3g

-Rouge neutre 25ml
-Thiosulfate de sodium 8.5g

-Agar 12.0g
(pH=7,3)

Préparation :

63 g de poudre dissous par ébullition. Se reporter a la notice en raison de variations de la composition
(Formule moins inhibitrice des Shigella a 5,5 g de sels biliaires par exemple).

Ne pas autoclaver.

Lecture :

Lac - : colonies incolores

Lac + : colonies rouges

Centre noir : H,S +

Pas de centre noir : H,S -

Ne cultivent normalement sur ce milieu que les Gram - cultivant facilement.

Toutefois on peut rencontrer des Enterococcus tout particulierement pour certaines compositions.
Les coliformes, comme les bacilles oxydase + ne sont pas inhibés contrairement aux affirmations
parfois rencontrées.

+« Litsky (Bouillon glucosé a I’azide de sodium de I’éthyl violet- bouillon EVA)

Usage :


http://fr.wikipedia.org/wiki/Lactose
http://fr.wikipedia.org/wiki/Citrate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sodium
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fer
http://fr.wikipedia.org/wiki/Agar
http://fr.wikipedia.org/wiki/Enterococcus

Milieu de confirmation d'Enterococcus.

Composition :

-Peptone 20,09

-Glucose5.0g

-Azide de sodium 0,29

-Ethyl-violet 0.5g

-NaCl 5,09

-Hydrogénophosphate de potassium 2,79
-Dihydrogénophosphate de potassium 2.7g

(pH =6,8)

Préparation :

35.79 par litre d’eau distillée. Autoclave classique.

Lecture :

Il sert au dénombrement des Streptocoques fécaux. C'est un test confirmatif qui se fait suite au test
présomptif au milieu de Rothe La lecture des tube se fait grace au trouble formé et a I'éventuelle
formation d'une pastille violette.

K/

< Rothe (Bouillon Glucosé a I’azide de sodium).

Usage :

Milieu d’enrichissement en Enterococcus.

Composition :
-Peptone 20.0g
-Glucose5.0g

-Azide de sodium 5.0g

-NaCl. 5.0g


http://fr.wikipedia.org/wiki/Peptone
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose
http://fr.wikipedia.org/wiki/NaCl
http://fr.wikipedia.org/wiki/Enterococcus
http://fr.wikipedia.org/wiki/Glucose
http://fr.wikipedia.org/wiki/NaCl

-Hydrogénophosphate de potassium 2.7g
-Dihydrogénophosphate de potassium 2.7g

(pH =6.8)

Préparation :
36,2 g par litre d’eau distillée (simple concentration) ou 72,4 (double concentration).

Autoclavage classique.

Lecture :

Ce milieu permet I'enrichissement en Entérocoques d'un inoculum de produit alimentaire.Un trouble
signe la présence éventuelle de ces bactéries qu'il faudra ensuite confirmer par le test de Litsky,
l'isolement et I’isolement des colonies.

< Bouillon au Sélénite (Milieu d’enrichissement pour Salmonelle-Shigella).

Usage

Sélénite cystéine, gélose pour I'enrichissement de salmonella qui a été pré enrichie avec de l'eau
peptonée tamponée (EPT).

Composition

Peptone pancreatique de caseine 5.0g
Lactose 4.0g

Monohydrogéno-phosphate de sodium 10.0g
Monohydrogéno- sélénitede sodium 4.0g

Eau déstillée 1000ml

Triple sugar iron (TSI).

Usage :



Milieu utilisé pour 1’identification des entérobactéries. 1l permet de voir si la bactérie est capable de
réduire le sulfate. (Idem que Hajna Kligler).

Composition :

= Peptones de caséinel5 g/l
= Peptones de viande5 g/l
= Extraits de viande3 g/l

Mode d’action :

La dégradation de sucre est accompagnée d’une production d’acide. Celle-ci est détectée par
I’indicateur de pH, le rouge de phénol, qui en milieu basique est rouge et en milieu acide est jaune
orange. Le thiosulfate est réduit en sulfures d’hydrogénes par certaines bactéries. Le H,S réagit avec
un sel de Fer pour donner un preécipité noir.

Lecture :
Le milieu de départ est translucide et rouge.

- Rouge : pas de fermentation, la bactérie est aérobie - Jaune : une fermentation s’est produite ; de
’acide a été produit, la bactérie est anaérobie facultative.

- Gaz formé : du a une fermentation - Couleur noire : H,S a été produit.

< Gélose Hektoen :

Milieu sélectif permettant I’isolement et la différenciation des entérobactéries pathogénes a partir des
prélévements biologiques d’origine animale, des eaux, des produits laitiers et des produits
alimentaires.

Ce milieu est particulierement adapté a la culture des Salmonella et Shigella.

II évite I’envahissement par les Proteus.

Composition (g) pouvant étre modifiée pour 1 litre de milieu :
Peptone pepsique de viande : 12,0.

Extrait autolytique de levure : 3,0.

Lactose : 12,0.

Saccharose :12,0.

Sels hiliaires ; 9,0.

Salicine : 2,0.

Sodium chlorure : 5,0.

Sodium thiosulfate : 5,0.

Citrate ferrique ammoniacal : 1,50.


http://fr.wikipedia.org/wiki/Ent%C3%A9robact%C3%A9rie
http://fr.wikipedia.org/wiki/Bact%C3%A9rie
http://fr.wikipedia.org/w/index.php?title=Hajna_Kligler&action=edit&redlink=1
http://fr.wikipedia.org/wiki/Sucre
http://fr.wikipedia.org/wiki/Acide
http://fr.wikipedia.org/wiki/Thiosulfate
http://fr.wikipedia.org/wiki/Fer

Bleu de bromothymol : 0,065.

Fuschine basique : 0,040.

Agar agar : 13,5.

pH du milieu prét a I'emploi a 25°C : 7,6 £ 0,2.

Incubation a 37°C pendant 24 et 48 heures
Stockage :

Mil. déshydraté : 2-30°C

Mil. préparé en boites : 8 jours a 2-8°C
Mil. prét & I'emploi : 2-8°C

Marque : BIOKAR

«+ Bouillon Rappaport Vassiliadis soja (RVS) :

Utilisé pour I’enrichissement sélectif des Salmonella dans les produits alimentaires, I’eau et les autres
prélévements susceptibles d’en contenir.

Composition (g) pouvant étre modifiée pour 1 litre de milieu :
Peptone papainique de soja : 4,50.

Chlorure de sodium : 7,20.

Phosphate monopotassique : 1,26.

Phosphate dipotassique : 0,18.

Chlorure de magnésium anhydre : 13,40.

Vert de Malachite (oxalate) : 36 mg.

pH du milieu reconstitué a 25°C : 5,2 + 0,2.

Incubation 24 heures a 41,5°C
Stockage :

Mil. déshydraté : 2-30°C

Mil. préparé : 6 mois a 2-8°C
Mil. prét & I'emploi : 2-8°C

Marque : BIOKAR

R/

% Bouillon lactosé au pourpre de Bromocrésol (BCP)

Utilisé comme milieu présomptif de détection des bactéries coliformes dans I'eau.

Composition (g) pouvant étre modifiée pour 1 litre de milieu :
Tryptone : 5,0.



Extrait de viande : 3,0.

Lactose : 5,0.

Pourpre de bromocrésol : 0,025.

pH du milieu prét a I'emploi & 25°C : 6,7 £ 0,2.

Incubation a 30°C pendant 24 et 48 heures
Stockage :

Mil. déshydraté : 2-30°C

Muil. préparé (tubes ou flacons) : 6 mois a 2-8°C

Marque : BIOKAR

o Reéactifs :

+» Réactifs pour 'API 20 E :

Kovacs :

-Alcool amylique ou isomylique 150ml
-P.diméthylaminobenzaldéhyde 10.0g
-Acide chlorhydrique concentré 50ml

Conserver a+4°C.

API NaCl 0.85% Medium, 5ml (Réf. 20 230) ou

API Suspension Medium, 5ml (Réf. 20 150)

API 20 E coffret de réactifs (Réf. 20 120) ou réactifs individuels :
TDA (Réf. 70 402)

JAMES (Réf. 70 542)

VP 1 + VP 2 (Réf. 70 422)

NIT 1 + NIT 2 (Réf. 70 442)

Reéactif Zn (Réf. 70 380)

Oxydase (Réf. 55 635)

Huile de paraffine (Réf. 70 100)

API OF Medium



Réactifs pour les biomarqueurs :

Tampon d’homogénéisation TBS (Tris Buffer Saline) pH 7.4 :
NaCl a 0.15 mol/L masse molaire = 58.44 g/mol.

Masse a peser : 4.383g

TRIS a 0.05 mol/L masse molaire = 121.1 g/mol.

Masse a peser : 3.027g

Le volume final est de 500 ml d’eau distillée, le pH est ajusté en ajoutant de I’acide chlorhydrique a
37% ou de la soude a 5mol/I.

COCKTAIL INHIBITEUR PROTEASE Sigma P8340 (a conserver a -20°C)

C’est un mélange inhibiteur de protéase a large spectre (sérine, cystéine, acide aspartique,
aminopeptidase) ne contenant pas de chélateur métallique.

Il se présente en flacon de 5ml et est aliquoté en eppendorf de 50l puis congelé a -20°C jusqu’a
utilisation.

Solution de DTT (Dithiothreitol) :

A conserver a -20°C a I’abris de la lumiére, 4 100mM.

DTNB (acide 5-5’- dithio-bis-2-nitrobenzoique a 0.01M) :
10mM (a préparer extemporanément et a préserver de la lumiére)
PM =396.3 g/mol

Masse a peser : 0.08g (sur une balance de précision) dans 20ml de méthanol a 85%

SAA ( acide sulfo-salicylique 0.25%) :
Il sert a déprotéiniser I’homogénat afin de protéger les groupements thiol (-SH) du glutathion.

Masse a peser : 0.25g de SAA dans 100ml d’eau distillée.

Tampon Tris-EDTA (0.02M) :

4 comprimés Tris dans 60ml d’eau distillée + 0.45g EDTA.



CDNB (chloro-2,4-dinitrobenzene) :
C’est substrat modéle spécifique des différentes isoenzymes de GST.

Masse & peser : 0.041g CDNB dans 10ml d’éthanol a 80%.

GSH : Masse a peser : 0.31g GSH dans 10ml d’eau distillée.

BBC (le Bleu Brillant de Coomassie (G 250, Merck) :
0.05g BBC dans 25ml d’éthanol puis agité 2h.
Ajouter 50ml d’acide orthophosphorique a 85%.

Compléter avec de I’eau distillée jusqu’a 500ml.

Solution d’albumine de beeuf (BSA la poudre est conservée au frigo) :
1mg/ml (la solution se conserve au frigo)
Masse a peser : 10mg dans 10ml de TBS pH 7.4.

Tableau 34 : ANALYSE STATISTIQUE UNIVARIE : description des données pour I’eau

VARIABLE |n moyenne | ecart type | Xmin Xmax
coli tot 12 420 926 0 2400
E.coli 12 1.417 1.782 0 4
Str tot 12 15.17 9.3 3 23
Str F 12 9 8.45 0 23
temp 12 19.17 6.6 12 28
S% 12 38.101 1.708 35.6 40.4
pH 12 8.149 0.376 7.57 8.66
02 12 6.778 1.838 5.04 10.2
Chlr a 12 66.2 80 0 202.9
site 1 MES 12 0.1443 0.1031 0.02 0.244
coli tot 12 1407 1099 11 2400
E.coli 12 339 726 0 2400
Str tot 12 619 657 23 2400
Str F 12 673 863 9 2400
temp 12 20.29 5.43 13 29
S% 12 36.958 2.147 32 40.9
pH 12 8.17 0.347 7.57 8.7
site2 02 12 6.95 1.849 4.3 10.51




Chlr a 12 26.3 50.8 0 176.2

MES 12 0.1397 0.0691 0.012 0.222

coli tot 12 236 684 3 2400

E.coli 12 9.75 21.11 0 75

Str tot 12 65.1 129.5 0 460

Str F 12 64 130.1 0 460

temp 12 18.06 5.9 12 28

S% 12 37.5 1.768 36.2 41.4

pH 12 8.132 0.385 7.21 8.66

02 12 8.03 2.871 4 15.28

Chlr a 12 36.9 58.4 0 200.3

Site3 MES 12 0.1991 0.0712 0.04 0.294

coli tot 12 209 690 0 2400

E.coli 12 1.583 2.778 0 9

Str tot 12 220 687 0 2400

StrF 12 23.67 23.35 0 93

temp 12 16.75 6.69 7 26

S% 12 37.458 1.482 36 39.8

pH 12 8.158 0.388 7.53 8.6

02 12 6.708 3.009 0.6 11.7

Chlr a 12 18.69 24.26 0 72.09

site4 MES 12 0.1464 0.0962 0.024 0.275

Tableau 35 : ANALYSE STATISTIQUE UNIVARIE : description des données pour les

bivalves

VARIABLE moyenne |ecart type | Xmin Xmax

coli tot 12 128333 40415 0 140000

E.coli 12 17558 39944 0 140000

Str tot 12 122917 33606 25000 140000

Str F 12 120417 33334 25000 140000

temp 12 19.17 6.6 12 28

S% 12 38.101 1.708 35.6 40.4

pH 12 8.149 0.376 7.57 8.66

02 12 6.778 1.838 5.04 10.2

Chlr a 12 66.2 80 0 202.9

site 1 MES 12 0.1443 0.1031 0.02 0.244

coli tot 12 100125 54662 6500 140000

E.coli 12 14242 31324 0 110000

Str tot 12 105667 56800 6500 140000

Str F 12 110000 49352 20000 140000

temp 12 20.29 5.43 13 29

S% 12 36.958 2.147 32 40.9

pH 12 8.17 0.347 7.57 8.7

site2 02 12 6.95 1.849 4.3 10.51




Chir a 12 26.3 50.8 0 176.2
MES 12 0.1397 0.0691 0.012 0.222
coli tot 12 97042 63602 2000 140000
E.coli 12 11975 32029 0 110000
Str tot 12 97917 52590 20000 140000
Str F 12 68433 64312 1100 140000
temp 12 18.06 5.9 12 28
S% 12 37.5 1.768 36.2 414
pH 12 8.132 0.385 7.21 8.66
02 12 8.03 2.871 4 15.28
Chir a 12 36.9 58.4 0 200.3
Site3 MES 12 0.1991 0.0712 0.04 0.294
coli tot 12 50000 56246 1500 140000
E.coli 12 11708 31249 0 110000
Str tot 12 77250 56824 2000 140000
Str F 12 86250 52185 25000 140000
temp 12 16.75 6.69 7 26
S% 12 37.458 1.482 36 39.8
pH 12 8.158 0.388 7.53 8.6
02 12 6.708 3.009 0.6 11.7
Chir a 12 18.69 24.26 0 72.09
site4 MES 12 0.1464 0.0962 0.024 0.275

Tableau 36 : ANALYSE STATISTIQUE UNIVARIE : description des données pour les
biomarqueurs.

VARIABLE moyenne | écart type X min - X max
GSH G 12| 0.000179| 0.000269 0.00002| 0.000893
GSH BR 12| 0.000117| 0.000136| 0.000014| 0.000472
GST G 12| 0.002004| 0.002188| 0.0000566| 0.00781
GST BR 12| 0.002059| 0.001283 0.00007 | 0.004457
temp 12 19.17 6.6 12 28
S% 12 38.101 1.708 35.6 40.4
pH 12 8.149 0.376 7.57 8.66
02 12 6.778 1.838 5.04 10.2
Chlr a 12 66.2 80 0 202.9
site 1 MES 12 0.1443 0.1031 0.02 0.244
GSH G 12| 0.000126| 0.000156| 0.000007| 0.000595
GSH BR 12| 0.000177| 0.000142| 0.0000015| 0.000456
GST G 12| 0.001568| 0.001815| 0.0000739| 0.005771
GST BR 12| 0.001815| 0.001791| 0.000223| 0.006162
temp 12 20.29 5.43 13 29
S% 12 36.958 2.147 32 40.9
site2 pH 12 8.17 0.347 7.57 8.7




02 12 6.95 1.849 4.3 10.51
Chlr a 12 26.3 50.8 0 176.2
MES 12 0.1397 0.0691 0.012 0.222
GSHG 12| 0.000124| 0.000131| 0.000011| 0.000499
GSH BR 12| 0.000107| 0.0000621| 0.000014| 0.00019
GSTG 12| 0.001863| 0.001313| 0.000407| 0.005026
GST BR 12| 0.001878| 0.001261| 0.000159| 0.004643
temp 12 18.06 5.9 12 28
S% 12 37.5 1.768 36.2 41.4
pH 12 8.132 0.385 7.21 8.66
02 12 8.03 2.871 4 15.28
Chlra 12 36.9 58.4 0 200.3
Site3 MES 12 0.1991 0.0712 0.04 0.294
GSHG 12| 0.000102| 0.000088| 0.000027| 0.000319
GSH BR 12| 0.000136| 0.000119| 0.000045| 0.000462
GSTG 12| 0.00301 0.00575| 0.0000309| 0.02096
GST BR 12| 0.00877 0.02368| 0.000042| 0.08368
temp 12 16.75 6.69 7 26
S% 12 37.458 1.482 36 39.8
pH 12 8.158 0.388 7.53 8.6
02 12 6.708 3.009 0.6 11.7
Chlr a 12 18.69 24.26 0 72.09
sited MES 12 0.1464 0.0962 0.024 0.275
Tableau 37 : ANOVA pour I’analyse bactériologique : par saison
SITE1CG
Variables | variation dd SCE CM Fobs P
coli tot E saison 3 1801867.667 600622.556 0.630 0.61 NS
ecoli E saison 3 11.583 3.861 1.324 0.332 NS
str tot E saison 3 95.000 31.667 0.296 0.827 NS
sfE saison 3 414.000 138.000 2.968 0.097 NS
coli tot B saison 3 4900000000.000 | 1633333333.333 1.000 0.441 NS
ecoli B saison 3 5717289166.667 | 1905763055.556 1.288 0.342 NS
str totB saison 3 2406250000.000 | 802083333.333 0.641 0.609 NS
sfB saison 3 2206250000.000 | 735416666.667 0.587 0.64 NS
temp saison 3 227.667 75.889 2.409 0.142 NS
S% saison 3 2.393 0.798 0.215 0.883 NS
pH saison 3 0.446 0.149 1.072 0.413 NS
02 saison 3 14.136 4,712 1.636 0.256 NS
Chlr saison 3 30226.353 10075.451 2.009 0.191 NS
MES saison 3 0.061 0.020 2.866 0.103 NS
SITE2SS
Variables | variation ddl SCE CM Fobs P




colitot E saison 3 5215068.917 1738356.306 1.724| 0.238 NS
ecoli E saison 3 1477012.667 492337.556 0.910| 0.478NS
str tot E saison 3 1159844.250 386614.750 0.861| 0.499NS
sfE saison 3 2283320.917 761106.972 1.030| 0.429NS
coli tot B saison 3119327229166.667 | 6442409722.222 3.806| 0.057NS
ecoli B saison 3| 4802082500.000 | 1600694166.667 2.137| 0.173NS
str totB saison 3118149500000.000 | 6049833333.333 2.791| 0.109NS
sfB saison 3115730666666.667 | 5243555555.556 3.792| 0.058NS
temp saison 3 282.729 94.243 18.167| 0.001 ***
S% saison 3 11.416 3.805 0.775| 0.539NS
pH saison 3 0.544 0.181 1.856| 0.215NS
02 saison 3 4.427 1.476 0.356| 0.786NS
Chlr saison 3 12292.600 4097.533 2.030| 0.188NS
MES saison 3 0.033 0.011 4.463| 0.040NS
SITE3 StC
Variables | variation ddl SCE CM Fobs P
colitot E saison 3 1382053.667 460684.556 0.980| 0.448NS
ecoli E saison 3 1356.917 452.306 1.020| 0.433NS
str tot E saison 3 42118.917 14039.639 0.789| 0.533NS
sfE saison 3 43444.667 14481.556 0.812| 0.522NS
coli tot B saison 3131705062500.000 | 10568354166.667 6.609 0.014 *
ecoli B saison 3| 4815435833.333| 1605145277.778 1.985| 0.194NS
str totB saison 3116989583333.333 | 5663194444.444 3.373| 0.075NS
sfB saison 3124323160000.000| 8107720000.000 3.063| 0.091NS
temp saison 3 268.389 89.463 6.231 0.017 *
S% saison 3 5.147 1.716 0.469| O0.711NS
pH saison 3 0.692 0.231 1.975| 0.196NS
02 saison 3 14.739 4.913 0.518| 0.681NS
Chlr saison 3 5311.031 1770.344 0.440| 0.730NS
MES saison 3 0.022 0.007 1.791| 0.226NS
SITE4 H
Variables | variation ddl SCE CM Fobs P
colitot E saison 3 1472966.917 490988.972 1.042| 0.424NS
ecoli E saison 3 50.250 16.750 3.865| 0.056NS
str tot E saison 3 1396368.667 465456.222 0.982| 0.448NS
sfE saison 3 2315.333 771.778 1.676| 0.248NS
coli tot B saison 3113155166666.667 | 4385055555.556 1.621| 0.259NS
ecoli B saison 3| 3040395833.333|1013465277.778 1.053| 0.420NS
str totB saison 3| 2495583333.333| 831861111.111 0.202| 0.892NS
sfB saison 3| 4889583333.333|1629861111.111 0.520| 0.680NS
temp saison 3 380.250 126.750 9.054 0.005**
S% saison 3 4.309 1.436 0.579| 0.645NS




pH saison 3 1.042 0.347 4519 0.039NS
02 saison 3 4.825 1.608 0.136| 0.935NS
Chlr saison 3 2400.063 800.021 1.571| 0.270NS
MES saison 3 0.023 0.008 0.760| 0.547NS
Tableau 38 : ANOVA pour I’analyse bactériologique de 1’cau : par site
Variables | variation ddl SCE CM Fobs P
coli tot E | sites 3| 11584880 | 3861627 5.13/0.004 **
ecoli E |sites 3| 1009063 336354 2.55]0.068 NS
str tot E | sites 3| 2699518 899839 3.91/0.015*
sfE sites 3| 3719640 1239880 6.5/0.001 ***
temp |sites 3 82.73 27.58 0.72]0.544 NS
S% sites 3 7.873 2.624 0.82]0.491 NS
pH sites 3 0.0094 0.0031 0.02]0.995 NS
02 sites 3 13.725 4.575 0.76]0.523 NS
Chlr sites 3 15636 5212 1.61/0.201 NS
MES |sites 3| 0.028146| 0.009382 1.26|0.299 NS
Tableau 39 : ANOVA pour I’analyse bactériologique des bivalves : par site
Variables | variation ddl SCE CM Fobs P
coli tot B |sites 337937791667 | 12645930556 4.28(0.010 *
ecoli B |sites 3| 264069167 88023056 0.08{0.972 NS
strtot B | sites 3112908062500 | 4302687500 1.66|0.189 NS
sfB sites 3119762256667 | 6587418889 2.53]0.069 NS
temp sites 3 82.73 27.58 0.72|0.544 NS
S% sites 3 7.873 2.624 0.82]0.491 NS
pH sites 3 0.0094 0.0031 0.02{0.995 NS
02 sites 3 13.725 4.575 0.76]0.523 NS
Chlr sites 3 15636 5212 1.61/0.201 NS
MES |sites 3 0.028146 0.009382 1.260.299 NS
Tableau 40 : ANOVA : biomarqueurs par sites
Variables | variation ddl SCE CM Fobs P
GSH G |[sites 3 0.000 0.000 0.416| 0.742 NS
GSH BR |sites 3 0.000 0.000 0.806| 0.497 NS
GST G |sites 3 0.000 0.000 0.436| 0.728 NS
GST BR |sites 3 0.000 0.000 0.996| 0.403 NS
temp sites 3 82.73 27.58 0.72| 0.544 NS
S% sites 3 7.873 2.624 0.82| 0.491 NS
pH sites 3 0.0094 0.0031 0.02| 0.995NS
02 sites 3 13.725 4575 0.76| 0.523 NS




Chir sites 3 15636 5212 1.61| 0.201 NS
MES |sites 3| 0.028146| 0.009382 1.26| 0.299 NS

Tableau 41 : ANOVA : biomarqueurs par saison :

Variables |variation | ddl CM Fobs P

GSH G saison 3 0.0000002 |2.13 0.110 NS

GSHBR |saison 3 0.0000001 |1.36 0.268 NS

GSTG saison 3 0.0000810 | 2.94 0.043*

GST BR  |saison 3 0.0005676 | 1.37 0.266 NS

Results for: relative croissance. MTW
Tableau 42 :AV2 pour les paramétres pondéraux et linéaires

sources |parametres CM Fobs P
Sites Lt 461.40 236.05 0.000***
mois Lt 183.354 | 7.56 0.000***
Sites La 53.088 209.86 0.000***
mois La 26.3831 |8.64 0.000***
Sites Ep 42.300 127.63 0.000***
mois Ep 36.2927 |9.72 0.000***
Sites Wt 13726 131.26 0.000***
mois Wit 14615.3 |12.69 0.000***
Tableau 43: AV2 pour IC
sources |DDL CM Fobs P
Sites 1 0.050 0.04 0.838 NS
mois 11 17.9587 |2.53 0.063 NS
Interaction
Tableau 44 : AV2 pour SR
sources | DDL CM Fobs P
Sites 1 0.0005 0.00 0.958 NS
mois 11 1.5874 0.72 0.702 NS
Interaction

Tableau 45 : Corrélation pour les paramétres bactériologiques de 1’eau :

Corrélations positives Corrélations négatives
tres
hautement hautement hautement | tres hautement
significative | significative |significative |significative | significative | significative
E.coli & str | coli tot et Coli tot & str
tot temp tot str tot et S% | Str fet S% | pH et MES
E.coli & str | Coli tot & Coli tot & str |pH et O2 temp et O2




E.coli

F

Str tot et str
F

S% et pH

Corrélations : Colitotl _1; E.colil_1; Strtotl 1;StrF1 1; Temp 1;S% 1; ...

Colitotl 1 E.colil_1 Strtotl 1 StrF1 1 Temp_1

E.colil_1 0.422
(0.003)**
Strtotl_1 0.591 0.363
(0.000)*** (0.011)*
StrF1 1 0.473 0.345 0.697
(0.001)*** (0.016)* (0.000)***
Temp_1 0.377 0.200 0.282 0.252
(0.008)** (0.174)  (0.052) (0.084)
S%_1 -0.096 -0.037 -0.309  -0.372 0.132
(0.516) (0.803)  (0.033)* (0.009)** (0.370)
pH_1 0.088 0.072 -0.212  -0.127 0.090
(0.552) (0.627)  (0.148) (0.390) (0.544)
021 -0.062 -0.087 0.061 0.045 -0.433
(0.675) (0.555)  (0.681) (0.760) (0.002)**
Chira_1 -0.028 -0.133 -0.209 -0.201 0.220
(0.852)  (0.368) (0.154)  (0.170) (0.132)
MES_1 -0.196 -0.212 0.044 -0.063  -0.058
(0.181)  (0.148) (0.766) (0.673)  (0.693)
S%_1 pH_1 02_1 Chira_1
pH_1 -0.377
(0.008)**
02_1 0.179 -0.313
(0.224)  (0.030)*
Chira_1 -0.055 0.029 -0.159
(0.711)  (0.846) (0.281)
MES_1 0.218  -0.594 0.227 0.213

(0.136) (0.000)*** (0.120) (0.147)

Eau

Tableau 46 : Corrélation pour les paramétres bactériologiques des bivalves

Corrélations positives

Corrélations négatives

hautement | trés hautement hautement | trés hautement
significative | significative |significative significative | significative | significative
*temp et *Coli tot & str *E.coli et *Str tot & 02
E.coli *Str F et tot pH *Str F & 02
*MES et temp *Coli tot & str | *pH et 02 |*tempet 02| pH & MES




E.coli F

*Coli tot & *Str tot & str F
E.coli *Coli tot &
temp

*S9% et pH

Correlations: Coli tot2; E.coli2; Str tot2; Str F2; Temp; S%; pH; O2; ... bivalve

Colitot2  E.coli2 Strtot2  StrF2 Temp S%
E.coli2 0.297
(0.040)*
Strtot2  0.491 0.188
(0.000)*** (0.200)
StrF2 0.502 0.232 0.724
(0.000)*** (0.112) (0.000)***
Temp 0.531 0.293 0.272 0.412
(0.000)*** (0.043)* (0.062) (0.004)**
S% 0.008 0.032 -0.201 -0.092 0.132
(0.957) (0.830) (0.171) (0.532)  (0.370)
pH 0.039 -0.407 0.220 0.129 0.090 -0.377
(0.793) (0.004)** (0.132)  (0.381) (0.544)  (0.008)**
02 -0.259 -0.147 -0.523 -0.574 -0.433 0.179
(0.075) (0.320)  (0.000)*** (0.000)*** (0.002)** (0.224)
Chlra 0.201 0.258 0.180 0.182 0.220  -0.055
(0.172) (0.076) (0.222) (0.216)  (0.132) (0.711)
MES -0.022 0.328 -0.272 -0.201 -0.058 0.218
(0.883) (0.023)* (0.061) (0.170)  (0.693)  (0.136)
pH 02 Chlra
02 -0.313
(0.030)*
Chira 0.029 -0.159
(0.846) (0.281)
MES -0.594  0.227 0.213
(0.000)*** (0.120)  (0.147)

Tableau 47 : Corrélation pour les biomarqueurs

Corrélations positives Corrélations négatives
hautement | trés hautement hautement | trés hautement
significative | significative | significative significative | significative | significative
*GSHG & *GST Br et
GSH Br GST G et 02
*GST Br & 02 *S% & pH pH & MES
GST G pH et O2 temp et O2




Correlations: GSH G; GSH Br; GST G; GST Br; Temp; S%; pH; O2; Chlr a; MES

GSHG GSHBr GSTG GSTBr Temp S% pH 02 Chilra
GSHBr 0.654
(0.000)***
GSTG 0.225 0.200
(0.125)  (0.172)
GST Br -0.008 0.040 0.899
(0.956)  (0.789) (0.000)***
Temp 0.244 0.146 0.216  -0.039
(0.094) (0.322) (0.140) (0.794)
S% 0.062 -0.067 -0.095 -0.112 0.132
(0.674) (0.653) (0.519) (0.449) (0.370)
pH -0.026 -0.015 -0.022 -0.050 0.090 -0.377
(0.863) (0.918) (0.880) (0.734) (0.544) (0.008)**
02  0.065 0.037 -0421 -0.372 -0.433 0.179 -0.313
(0.660) (0.800) (0.003)* (0.009)** (0.002)** (0.224) (0.030)*
Chlra 0.129 0.090 0.084  -0.052  0.220 -0.055 0.029 -0.159
(0.382) (0.545) (0.570) (0.727) (0.132) (0.711) (0.846)  (0.281)
MES 0.195 0.131 0.243 0.211  -0.058 0.218 -0.594 0.227 0.213
(0.185) (0.376)  (0.097) (0.151) (0.693) (0.136) (0.000)*** (0.120)  (0.147)

Tableau 48 : Corrélation pour les paramétres de croissance des bivalves

Corrélations positives Corrélations négatives
hautement | tres hautement hautement | trés hautement
significative |significative | significative significative | significative | significative
S% et 02 IC et pH
temp et Chlr *pH & MES
a tempetO2 |*S% & pH

Correlations: IC; SR; Temp; S%; pH; O2; Chir a; MES

IC SR Temp S% pH
SR 0.050
(0.815)
Temp 0.210 -0.261
(0.325) (0.217)
S%  0.203 -0.026 0.085
(0.341) (0.905) (0.692)
pH -0452 -0.124 0.055 -0.563
(0.027)* (0.563) (0.797) (0.004)**
02 -0.230 -0.160 -0.435 0.412 -0.245

02 Chlra




(0.279) (0.454) (0.034)* (0.046)* (0.249)

0.026 -0.243

(0.206) (0.466) (0.046)* (0.904) (0.253)

Chlra 0268 -0.156 0.411
MES 0.396 0.164 -0.042
(0.056) (0.443) (0.845)

0.328 -0.719

-0.301
(0.152)

0.231

0.274

(0.117) (0.000)*** (0.278) (0.194)

Tableau 49 : Corrélations: Lt CG; La CG; Ep CG; Wt CG (Cap de Garde)

Corrélations positives Corrélations négatives
hautement | tres hautement hautement | trés hautement
significative |significative | significative significative | significative | significative
Ltet La
Ltet Ep
Ltet Wt
LaetEp
La et Wt
Ep et Wt
Lt CG LaCG EpCG
LaCG 0.902
(0.000)***
Ep CG 0.916 0.810

(0.000)*** (0.000)***

Wt CG 0.886

0.775

0.839

(0.000)*** (0.000)*** (0.000)***

Tableau 50 : Corrélations: Lt H; LaH; Ep H; Wt H (Hnaya)

Corrélations positives Corrélations négatives
hautement | tres hautement hautement | trés hautement
significative |significative | significative significative | significative | significative
LtetLa
Ltet Ep
Lt et Wt
LaetEp
Laet Wt
Ep et Wt
LtH LaH Ep H
LaH 0.920
(0.000)***
EpH 0.925 0.849
(0.000)***  (0.000)***
WtH 0.953 0.872 0.896

(0.000)*** (0.000)*** (0.000)***




Résumé :

Ce travail vise a évaluer I’impact de I’activité humaine sur le littoral d’Annaba ; Dans ce
contexte nous avons procédé a une évaluation de la qualité bactériologique des eaux et des mollusques
bivalves (Perna perna) du littoral d’ Annaba ainsi qu’a une étude de I’impact de certains paramétres
physico-chimiques de 1’eau (température, salinité, oxygéne dissous, matiére en suspension,
chlorophylle a, potentiel d’hydrogéne) sur la croissance et 1’indice de condition de ces bivalves.

Pour cela nous avons effectué des prélévements d’eau et de moules a partir de 4 sites, choisis
en fonction de leur localisation, par rapport a différentes sources de pollution et a 1’hydrodynamisme
qui y regne (Cap de Garde ; Rezgui Rachid ; Sidi Salem et Hnaya).

Les résultats des analyses bactériologiques de 1'eau, font apparaitre que dans 1’ensemble des
sites échantillonnés, la contamination fécale est sporadique ; elle varie d'un mois a l'autre et d'un site a
l'autre. C’est a Sidi Salem, ou il est fréquent de noter des teneurs en coliformes thermotolérants
supérieures aux valeurs guides.

Chez les moules, les teneurs en bactéries relevées révelent 1’existence de niveaux de
contamination par E. coli, dépassant assez souvent les valeurs guides; quant aux streptocoques fécaux,
les valeurs relevées dans les 4 sites et pendant toute la période d’étude sont supérieures aux valeurs
guides.

En ce qui concerne les germes pathogénes, nous avons pu isoler, a partir des prélevements
d’eau et de moules de Sidi Salem, huit espéces; C’est en avril que les prélévements, d’eau et de
moules analysés recélent la présence de 5 especes de germes pathogénes.

Cette forte contamination de 1’eau et des moules du site Sidi Salem, trouve son explication
dans la forte anthropisation (confirmée par les résultats du calcul de I’indice de Bourgeois) a laquelle
est soumise cette zone du fait de sa proximité des divers oueds (Oued Bedjiméaa, Oued Seybouse et les
rejets urbains et industriels...).

L évaluation de I'intensité de la relation entre la longueur totale et le poids total chez la moule
P. perna provenant des deux sites, révele I'existence d'une allométrie majorante entre ces deux
paramétres (b>3) témoignant de 1I’augmentation du poids des individus plus rapide que celle de la
taille. L’évaluation des paramétres de croissance (par I’application de 1’équation de Von Bertallanfy)
nous a permis de déterminer que le coefficient de croissance le plus élevé est relevé chez les moules
du Cap de Garde (0.85 ans™). Les résultats de 1’évaluation de I’indice de condition des moules Perna
perna montrent que cet indice est bien meilleur en période printaniére ; La chute des valeurs de
I’indice en période automnale correspondrait a une phase de ponte des moules que 1’étude histologique
confirme.

Les résultats de I’analyse statistique montrent la relation de certains parametres physico
chimiques sur la distribution des bactéries entre les sites et d’une saison a I’autre ; L'analyse de la
variance a deux critéres de classification relative aux paramétres linéaire (Lt ,La et Ep) et pondéral
(Wt) de la moule P. perna du littoral d’Annaba montre l'existence d'une différence trés hautement
significative de chaque parametre linéaire et pondéral aussi bien entre les sites qu’entre les mois. Ces
différences seraient liées aux parametres physico chimiques (température, MES, Chlorophylle a)

Les résultats des dosages biochimiques ont révélés 1’existence de différences de sensibilité des
systémes antioxydants entre la glande digestive et les branchies. Cette réponse pourrait étre en rapport
avec les paramétres physico-chimiques (température, salinité) et les paramétres physiologique du
modele biologique étudié (évolution temporelle, état nutritionnelle) qui s’avérent étre des facteurs
prépondérants dans la modulation des réponses enzymatiques.



Mots clés : Anthropisation ; Contamination fécale; Moule Perna perna; Golfe d’Annaba;
croissance ; reproduction ; biomarqueurs.

Abstract:

This work aims at estimating the impact of the human activity on the coast of Annaba; in this
context we proceeded to an evaluation of the bacteriological quality of waters and bivalve mollusks
(Perna perna) of the coast of Annaba as well as in a study of the impact of certain physico-chemical
parameters of the water (temperature, salinity, oxygenates dissolved, suspension material, chlorophyll
has, potential of hydrogen) on the growth and the indication of condition of these bivalves.

For it we made takings of water and (mussels) from 4 sites, chosen according to their location
(localization), with regard to various sources(springs) of pollution and to the hydrodynamism which
reigns (Course(Cape) of Guard (Guarding,Nurse); Rezgui Rachid ; Sidi Salem and Hnaya) there.

The results(profits) of the bacteriological analyses of the water, create that in the whole of the
sampled sites, the faecal contamination is sporadic; she(it) varies from one month to the next and from
a site to the other one. It belongs to Sidi Salem, or he(it) is frequent to note contents coliformes
thermotolérants superior to the values guides.

To moulds(mussels), the contents in spicy bacteria reveal the existence of levels of
contamination by coli E., exceeding rather often the values guides; as for the faecal streptococci, the
values raised(found) in 4 sites and during all the period of study are superior to the values guides.

As regards pathogenic germs, we were able to isolate, from the takings of water and
moulds(mussels) of Sidi Salem, eight sorts(species); it is in April when the takings, of water and
analyzed moulds conceal the presence of 5 sorts(species) of pathogenic germs.

This strong contamination of the water and the moulds(mussels) of the site Sidi Salem, finds
its explanation in the strong anthropisation (confirmed by the results(profits) of the calculation of
middle-class person's indication) to which is subjected this zone because of its nearness of the
miscellaneous (Oued Bedjimaa, Oued Seybouse and the urban and industrial refusals(discharges)).

The evaluation of intensite of the relation between the total length and the total weight to the
perna mussel P. resulting from both sites, reveals I"existence d une allométrie majorante between these
two parameters (b > 3) showing of the increase of the weight of the individuals faster than that of the
size(cutting). The evaluation of the parameters of growth (by the application of the equation of VVon
Bertallanfy) allowed us to determine that the highest coefficient of growth is raised(found) at the
moulds(mussels) of the Course(Cape) of Guard(Guarding,Nurse) (0.85 year 1). The results(profits) of
the evaluation of the indication of condition of moulds(mussels) Perna perna show that this indication
is much better in spring period; the fall of the values of the indication of condition in autumnal period
would correspond to a phase of heavyweight(laying,eggs) of moulds(mussels).

The results(profits) of the statistical analysis show the relation of certain parameters physico
chemical on the distribution(casting) of bacteria between sites and from a season to the other one; the
analysis of the variance has two criteria of classification relative to the parameters shelf space (Lt, and
Ep) and weight ( Wt) of the mussel P. perna of the coast of Annaba shows the existence of a very
highly significant difference of every linear and weight parameter as well between the sites as between
months. These differences are related to physicochemical parameters (temperature, TSS, chlorophyll a)

The results of biochemical assays have revealed the existence of differences in sensitivity of antioxidant systems
between digestive gland and gills. This response could be related to the physicochemical parameters
(temperature, salinity) and physiological parameters of the biological model studied (temporal evolution,
nutritional status) that prove to be key in modulating enzymatic responses.



Keywords: Anthropisation; faecal Contamination; grind Perna perna; gulf of Annaba; growth;
biomarkers; reproduction.
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