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l. Introduction

Lutilisation d'eaux r6siduaires pour l'irrigation est une pratique agricole de plus en plus

courante, sp6cialement dans les r6gions arides ou semi-arides. Les rendements obtenus
sont plus 6lev6s car, outre que les eaux us6es apportent l'eau indispensable d la croissance
v6,g6tale, elles contiennent des 6l6ments nutritifs (principalement de l'azole et du phos-
phore). Toutefois, ce recyclage comporte le risque de contribuer d la transmission des
maladies associ6es aux excreta. Vers la fin des ann6es 80, I'OMS, la Banque mondiale et
l'International Reference Centre for Waste Disposal (Centre international de r6f6rence
pour l'6limination des d6chets - IRCWD) ont patronn6 une s6rie de travaux et de r6unions
d'experts sur l '6tude des risques pour la sant6 qui d6coulent de cette pratique.
(International Reference Centre for Waste Disposal, 1985; Shuval et al., 1986; Prost, 1988;
Organisation mondiale de la Sant6, 1989). La conclusion de ces experts, sur la base des
donn6es 6pid6miologiques, a 6t6 que les principaux risques consistaient dans Ia transmis-
sion :

- de n6matodoses intestinales - d'une part au personnel travaillant dans les champs
irrigu6s au moyen d'eaux r6siduaires, de l'autre aux consommateurs de l6gumes cul-
tiv6s dans ces champs - provoqu6es par Ascaris lumbricoides (ascaris, ver rond
pathogdne pour l'homme), Trichuris trichiura (trichoc6phale) et Ancylostoma duo-
denale ot Necator americanus (ankylostomes parasites de l'homme);

- de maladies bact6riennes d'origine f6cale - diarrh6e et dysenterie bact6riennes,
typhoide et chol6ra - aux consommateurs des l6gumes contamin6s.

Pour pr6venir la transmission de ces maladies, il a 6t6 recommand6 (Organisation mon-
diale de Ia Sant6, 1989) :

- que seules des eaux r6siduaires trait6es soient utilis6es pour l'irrigation; et

- que les eaux r6siduaires satisfassent aprds leur traitement aux normes de qualit6
microbiologique recommand6es au Tableau l.

On trouvera dans le pr6sent manuel de laboratoire la description des examens d prati-
quer sur des 6chantil lons d'eaux r6siduaires trait6es pour s'assurer que celles-ci satis-
font aux critdres recommand6s au Tableau 1 . Le choix de ces m6thode s a 6t6 motiv6 par
leur simplicit6 et leurs besoins extrdmement r6duits en 6quipement; elles sont 2r la port6e
des techniciens de laboratoire, mdme sans qualification ant6rieure en microbiologie. On
trouvera d la section 2 la description d'une m6thode de num6ration des eufs de n6ma-
todes intestinaux dans un 6chantil lon d'eaux r6siduaires et, ir la section 3, celle de deux
m6thodes de num6ration des coliformes f6caux. Ces techniques parasitologiques et bac-
t6riologiques sont toutes deux conEues principalement en vue de l 'analyse d'6chantil lons
qui r6pondent sensiblement aux critdres de qualit6 du Thbleau 1, d savoir environ un auf
de n6matode intestinal par l i tre et 1000 coliformes f6caux par 100 ml; elles peuvent
n6anmoins 6tre facilement adapt6es d la num6ration de germes beaucoup plus nom-
breux. Enfin, la section 4 contient des recommandations concernant les programmes de
surveil lance syst6matique.
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Tableau 1.
Normes de quali t6 microbiologique recommand6es pour les eaux rdsiduaires trait6es en vue
de leur recyclage pour l ' i rr igation,

Cat6gorie Conditions Groupe N6matodes Colitormes Traitement en principe n6cessaire
de recyclage expos€ inlestinauxb t6caux (nombre pour donner aux eaux r6siduaires

(nombre moyen moyen la qualit6 microbiologique requise
arithm6tique g6om6trique
d'euls par l i trec) par 100 mlc)

A Inigat ion de plantes Personnel ,  < 1 <1000d Ut i l isat ion d 'une s6r ie de
destin6es normale- consommateurs, bassins de stabilisation
ment a etre consom- grand publ ic  sp6cia lement conQus
mees non cuites, d cet effel (ou traitement
arrosage de terrains 6quivalent)
de sDort ou de oarcs
oubl ics

B l r r igat ion de cul tures Personnel  <1 Aucune Sejour pendant 8-1 0 jours
c6r6alidres, de norme dans des bassins de
cultures industrielles, recommand6e stabilisation, ou traitemenl
de cul tures 6ouivalent .  en vue d 'en
fourragdres,  de 6l iminer les helminthes
paturages et et les coliformes
arrosage d'arbrese f6caux

C lrrigation localis6e 1 Aucun Sans objet Sans objet Trartement pr6liminaire exig6
de cul tures de la
ar fadnr ia  R c i

I 'exposi t ion du
personnel et du
grand publ ic  est  exclue

compte tenu de la technique
d' i r r igat ion ut i l is6e,  mais
consistant  au minimum dans
une s6dimentation primaire

Source: D'apres Organisation mondiale de la Sant6 (1989)

a Dans certains cas, i l  faut tenir compte des facteurs 6pid6miologiques, socio-culturels et environnementaux locaux et, 6ventuellement, modi-
fier les normes recommandees en consequence

b Parasites des genres Asca,s et lrlchurls el ankylostomes
c Pendant la p6riode d'itr igation
d Une norme plus rigoureuse (< 200 coliformes fecaux par 1 00 ml) doit s'appliquer aux pelouses qui sont ouvertes au grand public, comme

celles des hdtels, et comportent de ce lait un risque de contact direct
e  Dans lecasdesarbres f ru i t ie rs , l ' i r r iga t iondo i te t re te rmin6edeuxsemainesavant lacue i l le t te ,e taucunf ru i tnedo i to t re ramass6par te r re

L'itr igation par aspersion est a prohiber
I Egalement appel6e irrigation au goutte-ar-goutte
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2. Parasitologie
de I'assainissement

2.1  M6thode de  Ba i lenger  mod i f i6e

Choix de la nfthode et comparaisln avec d'autres

Grdce aux progrds de la parasitologie m6dicale, on dispose aujourd'hui de toute une gamme

de techniques pour compter les ceufs et les larves d'helminthes intestinaux dans des 6chan-

tillons de selles et, moyennant l'adaptation des principes de base, pour compter les eufs

d'helminthes dans les boues et dans le compost. En revanche, la num6ration des ceufs et des
Iarves d'helminthes intestinaux dans les eaux r6siduaires est beaucoup moins ais6e. On

trouve dans ces eaux un grand nombre d'espdces parasites de l'homme ou des animaux, ainsi
que des formes libres, qui diffdrent par leur taille, leur densit6 et leurs propri6t6s surfaciques

et ont une concentration beaucoup plus faible que dans les selles, les boues ou le compost.

La litt6rature technique contient la description de nombreuses m6thodes de num6ration

des ceufs d'helminthes dans les eaux r6siduaires. Chacune a ses avantages et ses inconv6-
nients : certaines comportent un taux de r6cup6ration 6lev6 mais sont d'ex6cution trds
Iongue; un grand nombre d'autres ne sont pas reproductibles fautes de pr6cisions suffi-
santes, et leur taux de r6cup6ration n'est pas indiqu6; d'autres encore n6cessitent des pro-

duits chimiques d'un cofit excessif ou ne conviennent pas, pour d'autres raisons, d des labo-
ratoires mal 6quip6s; d'autres, enfin, permettent seulement la r6cup6ration d'une gamme
limit6e d'espdces. Il est clair qu'il n'existe aucune m6thode qui soit utilisable partout, per-

mette Ia r6cup6ration de tous les eufs d'helminthes d'importance m6dicale et comporte
un taux de r6cup6ration connu.

Toutes les m6thodes connues assurent la s6paration des parasites par l'une ou l'autre des deux
grandes m6thodes suivantes : Ieur flottation dans une solution de densit6 relativement 6lev6e,
qui assure leur s6paration des autres d6bris, et leur s6dimentation dans un tampon non mis-
cible tandis que les matidres grasses ou autres restent dans une solution interphasique (en

principe de I'6ther ou de l'ac6tate d'6thyle). Les deux m6thodes font appel 2r la centrifugation.
La possibilit6 de concentrer une espdce parasitaire d6termin6e tient sans doute d deux fac-
teurs principaux : l'6quilibre hydrophileJipophile du parasite et sa densit6 relative par rapport
au r6actif servant i la concentration (Bailenger, 1979).Enpratique, cela signifie que le pH ou
la pr6sence de m6taux lourds ou d'alcools dans les r6actifs utilis6s peuvent modifier les pro-
pri6t6s surfaciques du parasite, dans une mesure variable selon les espdces; cela explique
qu'aucune m6thode n'assure une concentration identique pour toutes les espdces.

Bouhoum & Schwartzbrod (1989) ont compar6 toute une gamme de m6thodes d'analyse
coprologique dans l'intention de les adapter aux 6chantillons d'eaux r6siduaires. De toute
les solutions de flottation essay6es, l'iodomercurate (Janeckso & Urbanyi, 1931) s'est r6v6-
l6e celle qui permettait de concentrer les eufs du plus grand nombre d'espdces d'hel-
minthes parasitaires, mais ce r6actif leur a sembl6 trop corrosif et cofiteux pour 6tre utili-
sable en routine. La m6thode d'Arthur (d6crite in Faust et al., 1938) oir l'on utilise comme
solution de flottation du saccharose satur6, d6forme rapidement les ceufs, tandis que la
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solution de sulfate de zinc (Faust et al., 1938) concentre assez mal les aufs de Trichuris ou
Capil laria. La conclusion de Bouhoum & Schwartzbrod (1989) est que la m6thode de
Bailenger (Bailenger, 1979), adapt6e par eux aux eaux r6siduaires, est dans l'ensemble la
meilleure : elle n'exige que des r6actifs relativement bon march6 et assure une bonne
concentration pour toutes les espdces habituelles dans les eaux r6siduaires.

Cette m6thode de Bailenger modifi6e est en g6n6ral efficace, simple et peu cofiteuse. Elle a
cependant des limitations bien connues (voir plus loin), de sorte qu'il reste n6cessaire d'en
poursuivre l'6valuation. Quoi qu'il en soit, de toutes les m6thodes disponibles, c'est celle
qui r6unit l'ensemble des avantages suivants : elle assure une r6cup6ration efficace des
ceufs des n6matodes intestinaux indiqu6s au Thbleau 1, elle est reproductible et elle est d6jd
Iargement utilis6e dans les laboratoires du monde entier. Il est d esp6rer que le pr6sent
manuel fera pleinement apparaitre les points forts et les points faibles de la m6thode, per-
mettra la normalisation de son protocole et encouragera les travaux de recherche encore
n6cessaires.

Ava ntag es et i n co nvf n i ents

La m6thode de Bailenger modifi6e pr6sente les avantages ci-dessous :

1. La collecte et la pr6paration des 6chantillons ne pr6sentent aucune difficultd. La s6di-
mentation ne n6cessite pas de r6cipients sp6ciaux et le traitement des 6chantillons est
possible avec un 6quipement de laboratoire r6duit au minimum. II faut disposer de
quelques r6actifs chimiques sp6ciaux, mais on les trouve en g6n6ral localement et ils
sont peu co0teux. Les lames de McMaster n6cessaires sont d'utilisation courante dans
Ies laboratoires de parasitologie, et I'on devrait pouvoir se les procurer sans difficult6
auprds des soci6t6s sp6cialis6es dans l'approvisionnement des laboratoires.

2. On sait qu'il est trds fatigant de rester longtemps l'eil riv6 ir l'oculaire et que ce peut
6tre une source d'erreur. Avec les lames McMaster, l'examen n'exige en g6n6ral que 1-2
minutes de sorte que l'erreur imputable d I'op6rateur est r6duite.

3. La recherche des eufs se fait dans un sous-6chantillon de chaque 6chantillon pr6.aIa-
blement trait6. Pour accroitre l'exactitude du r6sultat et contr6ler l'homog6inisation,
on peut examiner les 6chantillons en double et faire la moyenne des nombres d'ceufs
observ6s; il faut normalement examiner 2-3 lames McMaster pour chaque 6chantillon
et calculer Ia moyenne arithm6tique.

La m6thode a en revanche certains inconv6nients :

1. Le taux de r6cup6ration des ceufs obtenu n'est pas connu, mais on sait que cette
m6thode d'extraction soutient favorablement la comparaison avec toutes les autres
techniques (Ayres eI al., 1991; Bouhoum & Schwartzbrod, 1989). Bouhoum &
Schwartzbrod ont 6tabli que la r6cup6ration des ceufs 6tait satisfaisante pour toute une
s6rie d'helminthes parasites, d savoir Ascaris, Trichuris, Capillaria, Enterobius vetmicu-
laris, hxocara, Taenia et Hymenolepls, tandis qu'Ayres et al. ont 6galement r6.cup6.r6.
16gulidrement des ceufs d'ankylostome.

2. La m6thode ne convient pas pour bon nombre des ceufs opercul6s ou des ceufs de tr6-
matodes, notamment Clonorchis sinensis, Diphyllobothrium latum, Fasciola hepatica,
Fasciolopsis bwski, Paragonimus westermani, P. pulmonalis et Schistosorua. Tous ces
parasites ont des h6tes interm6diaires aquatiques et sont importants dans les systdmes
de recyclage des eaux en aquaculture (mais non en agriculture). Les ceufs de certains
d'entre eux peuvent flotter dans Ia solution de sulfate de zinc, mais ils s6dimentent de
nouveau rapidement ou se d6forment, ce qui en rend I'identification d6licate.

3. L6ther esthautement inflammable et toxiqwe. Rude, Peeler & Risty (1987) ont montr6
qu'on peut le remplacer, sans perte d'efficacit6, par l'ac6,taIe d'6thyle pour l'extraction

Analyse des eaur rdsiduaires en vue de leur recylage en agriculture
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des ceufs de parasite dans les selles. Lac6tate d'6thyle est beaucoup moins dangereux
que l '6ther, i l  a un point d'6bull it ion et d'6clair plus bas, et i l  est moins toxique. I l est
peu probable que son utilisation diminue le rendement de la m6thode avec les eaux r6si-

duaires, qu'elles soient brutes ou trait6es.

Equipement et pr0duits c0nsommables

Rdactif s

Les r6actifs n6cessaires sont les suivants : solution de sulfate de zinc (33%, densit6 1,18);

6ther (ou ac6tate d'6thyle); tampon ac6to-ac6tique (pH 4,5) (15 g d'acdtate de sodium trihy-

drat6,3,6 ml d'acide ac6tique glacial, compl6t6s d 1 l itre avec de l 'eau disti l l6e); solution

d6tergente (1 ml de Triton X-100 ou de Tween 80, compl6t6 d I litre avec de l'eau du robinet).

Equipement

Sont n6cessaires : des r6cipients en matidre plastique pour la collecte des 6chantillons; une

centrifugeuse r6glable jusqu') 1000 g) et des tubes d centrifuger munis d'un couvercle (de

pr6f6rence de 50 ml et de 15 ml) ; des pipettes Pasteur t6tin6es; des lames McMaster pour

num6ration (1 ou 2) ; un agitateur vibrant, type Vortex (non absolument essentiel) ; une pompe

d main (siphon); une 6prouvette gradu6e de 10 ou de 50 ml ou une pipette gradu6e de 10 ml.

Mode opEratoire dEtaill6 illustrf

La m6thode donne d'excellents r6sultats avec des eaux r6siduaires brutes. En revanche,
quand les eaux us6es ont 6t6 trait6es, il faut porter le volume de l'6chantillon d 10 litres au

moins pour obtenir un bon taux d'extraction des ceufs, car ils sont alors beaucoup moins

nombreux (voir Note 1, p. 10). Les diverses 6tapes sont les suivantes :

1. Recueil l ir un 6chantil lon d'eaux r6siduaires de volume connu (V l itres), en g6n6ral

1 litre pour des eaux brutes ou partiellement trait6es et 10 litres pour des effluents ayant

subi un traitement complet.

2. Laisser d6canter pendant 1-2 heures, selon la dimension du r6cipient (voir Note 2, p. 10).

Il est recommand6 d'utiliser un r6cipient cylindrique ouvert d son sommet, car cela faci-

l i te l '6l imination du surnageant et permet un rinEage soigneux (Fig. 1).

*t

F i g .  1 .

d la s6d mentation

3. Eliminer 90Vo du surnageant avec une pompe aspirante ou une pompe d main (siphon)
(Fie 2)
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Fig.2.
f  I  n inator  oJ su 'nageanl  avec L, re pon pe aspi rante

F i g . 3 .
R  ^ c a n p  d e s  n a . n  s  l a  e . a l o s  d r r  r e r ^ ' n i p r l  2 \ / e c  r , n t r  q n l u L  o n

dOtergente d i  uee

4. Transvaser soigneusement le s6diment dans
un ou plusieurs tubes ir centrifuger, selon
le volume, et centrifuger d 1000 g pendant
15 min. Ne pas oublier de rincer soigneuse-
ment le r6cipient avec une solution d6ter-
gente, et ajouter le produit de rinEage au s6di-
ment pr6c6demment recueil l i  (Fig. 3).

5. Eliminer le surnageant. Si l 'on a uti l is6 d
l'6tape pr6c6dente plusieurs tubes d centrifu-
ger, r6unir tous les culots dans un seul tube
(ne pas oublier de rincer soigneusement avec
une solution d6tergente pour Ctre sirr que le

s6diment soit recueil l i  en totalit6) et recentri-
fuger d 1000 g pendant 15 min.

6. Mettre Ie culot de centrifugation en suspen-
sion dans son volume de tampon ac6to-
ac6tique d pH 4,5 (autrement dit, si le volume

du culot est de 2 ml, ajouter 2 ml de tampon)
(voir Note 3, p. 10). Toutefois, si le culot a un
volume inf6rieur d 2 ml, compl6ter d 4 ml
avec le tampon afin qu'aprds extraction par
1'ac6tate d'6thyle (6tapes 7 et 8) i l  reste une
quantit6 suffisante de tampon au-dessus du
culot pour qu'on puisse 6liminer la couche
d'ac6tate d'6thyle en inclinant Ie tube sans
risquer de remettre le culot en suspension.

F i g . 4 .
Culot  oe ce- t . 'Jgat  o^ aod t ior re de
de 2 vo umes de solvant

1  r r n l r r m o  a l a  t r m n n n  o t
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F ig .5a .
L'homo96neisation de I 'echantil lon peul
agitateur vibrant, type Votex,

' ..3
' . ...r$l 'r ' ,: l l lal l l l lr

se tuire d l 'aide d'un
F iq .5b .
On peut aussi homog6n6iser

- '**;li;;;lililil

l '6chantil lon d la main,

F i g . 6 .
Sepa'ation de I 'echantil lon en t.ois phases distinctes, apres
centr fugation,

F i g . 7 .
Aprds re.]et du surnageanf seul subsiste le cu ot de centrifu-
gation,
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7. Ajouter deux volumes d'ac6tate

d'6thyle ou d'6ther (soit 4 ml dans
l 'exemple c i -dessus)  (F ig.  4)  et
m6langer soigneusement la solu-
tion au moyen d'un agitateur
vibrant type Vortex. On peut aussi
agiter, ce qui est parfaitement
admissible d d6faut d'un agitateur
m6canique (Fig. 5).

8. Centrifuger d 1000 g pendant 15
min. L6chantillon comporte alors
trois phases distinctes. Tous les
d6bris lourds de nature non grais-
seuse, notamment les eufs et
larves d'helminthes et les proto-
zaires, sont rassembl6s dans la
couche inf6rieure. Au-dessus se
trouve le tampon, qui doit 6tre
clair. Les matidres grasses et autres
ont migr6 dans l 'ac6tate d'6thyle
ou l '6ther et forment un bouchon
6pais de couleur fonc6e au sommet
de l '6chantil lon (Fig. 6).

9. Noter Ie volume du culot de centri-
fugat ion contenant les euis,  puis l is:8 '
eliminer le resre d, ,";;;.;"i;; :::,";1.1":[,s:l'.T:?:'fi8':f.':.,',,;::::v^T'n''o'
une seule fois en inclinant le tube
avec pr6caution (Fig. 7). Il faut parfois commencer par d6tacher Ie bouchon graisseux de
la paroi du tube d centrifuger avec une aiguille fine.

l0.Remettre le culot en suspension dans 5 fois son volume de solution de sulfate de zinc
(par exemple, pour un culot de 1 ml, ajouter 5 ml de ZnSOa). Noter Ie volume du pro-
duit final (X ml) (Fig. 8). M6langer soigneusement, de pr6f6rence d I'aide d'un agitateur
vibrant, type Vortex. A noter qu'i l  faut au moins 1,5 ml pour remplir une lame
McMaster d deux cellules.

l1.Pr6lever rapidement une fraction avec une pipette Pasteur et la d6poser sur une lame
McMaster en vue de l 'examen final (Fig. 9) (voir p. 9).

12. Laisser reposer la lame McMaster remplie sur une surface plane pendant 5 min avant de
l'examiner. Cela laisse le temps d tous les eufs de venir flotter d la surface.

13. Placer la lame McMaster sur la platine d'un microscope et l 'examiner au grossissement
10x ou 40x. Compter tous les ceufs visibles d l'int6rieur du micromdtre dans chacune
des cellules de la lame McMaster (Fig. 10). Pour plus de pr6cision, r6,p6ter la num6ra-
tion dans deux lames, ou de pr6f6rence trois, et noter le nombre moyen trouv6.

14. Calculer le nombre d'ceufs par l i tre d l 'aide de la formule ci-dessous :

N = AXIPV
o i :

N = nombre d'ceufs par litre d'6chantillon
A = nombre d'ceufs compt6s sur la lame McMaster ou moyenne des nombres

trouv6s dans deux ou trois lames
X = volume du produit final (ml)

P = Contenance de la lame McMaster (0,3 ml)
V = volume de l '6chantil lon init ial (l i tres).

Ne pas oublier que, si l'on utilise une lame McMaster d une seule cellule, P = 0, l5 ml (Fig. 1 1).

Analyse des eaux ftsiduaircs en vue de leu rccylage en agriculture
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Remplissage d'une lare McMastel en
6vi lant laformation du bul les d'air,

F i g . 1 0 .
Lame McMaster de I 'ancien moddle :
un volume de 015 ml est emprisonne
sous chaque micromdtre

F i g . 1 1 .
Lame McMaster du nouveau moddle ;
un volume de O.'5 ml est emprisonn6
sous l 'unique micromdtre,
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Note 1 : taille de l'1chantillon

On admet que les ceufs ont au stade final du traitement une distribution uniforme dans
I'6chantillon, ce qui justifie l'utilisation de rdgles de trois pour passer du nombre d'eufs
compt6 au nombre d'ceufs par litre. En fait, quand on procdde 2r la num6ration des ceufs
uniquement dans un 6chantillon, la teneur ainsi calcul6e risque d'6tre fortement suresti-
m6e. En outre, quand l'6chantillon initial est de petite taille, il est peu probable, vu qu'on
procdde ensuite d un sous-6chantillonnage, qu'on puisse d6celer la pr6sence d'ceufs s'ils
sont trds peu nombreux. Le nombre d'6chantillons positifs obtenu i partir d'eaux r6si-
duaires trait6es est nettement accru si l'on porte Ia taille de l'6chantillon initial d l0litres
(Ayres et al., l99l).

Note 2 : durde de sddimentation

On peut utiliser la loi de Stokes pour calculer la vitesse de s6dimentation des ceufs de
n6matodes dans l'eau. A 20 'C, cette vitesse est la suivante pour les trois types d'aufs les
plus fr6quents :

Ascaris lumbricoides

Trichuris trichiura

ankylostomes

20 mm/min

16 mm/min

6 mm/min

Pour 6tre certain de recueillir tous les ceufs, il est recommandd de laisser d6canter pen-
dant au moins le double de la dur6e de s6dimentation th6orique pour la longueur du r6ci-
pient uti l is6.

Note 3 : tampon acbto-acdtique

On sait, d la suite des travaux approfondis de Bailenger (1979), que l'extraction des hel-
minthes contenus dans des 6chantillons de selles ne d6pend pas uniquement de m6ca-
nismes de s6dimentation ou de flottation, fonction de la densit6, mais que I'6quilibre
hydrophile-lipophile des ceufs de parasites par rapport au milieu d'extraction joue aussi un
r6le trds important. En ajustant le pH, on peut modifier cet 6quilibre de faEon d obtenir une
concentration d'ceufs optimale. On s'est apergu que le tampon ac6to-ac6tique d pH 4,5 6talt
d cet 6gard celui qui convenait Ie mieux pour toute une s6rie d'helminthes.

2.2 Techniques de laboratoire de base
Rdglage du microscope

Equipements
Les dispositifs ci-dessous sont n6cessaires :

Micromdtre 4talon d poser sur la platine: lame pour microscope portant une 6chelle grav6e
de I mm, subdivis6e en 100 parties 6gales (dont chacune mesure donc l0 pm).

Micromdtre d ins6.rer dans l'oculalre : disque sp6cial portant une 6chelle grav6e, ir ins6rer
dans l'oculaire. Les subdivisions ne sont pas identiques pour tous les disques (mais d6pen-
dent du fabricant).

Etalonnage du micromitre d insdrer dans l'oculaire
Chacun des microscopes et des oculaires uti l is6s doivent faire l 'objet d'un 6talonnage,
comme suit :

L Poser le micromdtre 6talon sur la platine et mettre au point sur la platine en utilisant
l 'objectif d sec de plus faible grossissement, par exemple 4x ou 10x.

2. Ins6rer Ie disque micromdtre dans l'oculaire et le faire tourner jusqu'd obtenir la super-
position des deux graduations.

Analyse des eaux r1siduaires en vue de leur recylage en agriculture
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micrometre oculaire

micromdtre posd sur la platine

Fig.  12.
Representation d'une partie d'un micro-
mdtre oculaire se superposant
au rnicromdtre pos6 sur la platine,
en vue de l 6talonnage du microscope

I
J .

4 .

5 .

D6placer la platine m6canique de fagon d faire coincider le z6.ro des deux graduations.

Sans d6placer le micromdtre 6talon, pos6 sur la platine, rechercher un autre endroit
vers la droite oi deux autres traits sont exactement superpos6s (Fig. 12).

Compter le nombre de subdivisions comprises, sur le micromdtre oculaire, entre le z6ro
et le deuxidme point de superposition.

Recommencer l'op6ration en utilisant successivement chacun des objectifs, par exemple
de grossissements 4x, 10x, 40x, 100x. Noter que plus le grossissement est 6lev6, plus les
traits du micromdtre 6talon paraissent 6pais. Il faut choisir un trait du micromdtre ocu-
laire qui se superpose exactement avec l'axe (ou avec l'extr6mit6 droite ou gauche) d'un
trait du micromdtre 6talon.

Calculer la longueur exacte de chaque subdivision de la graduation du micromdtre ocu-
Iaire, pour chacun des objectifs, comme suit (en se guidant sur l'exemple de la Fig. 12) :

- avec l'objectif l0x : on constate que 33 subdivisions du micromdtre oculaire corres-
pondent exactement d 22 subdivisions du micromdtre 6talon. Pour l'objectif consi-
d6r6, chaque subdivision du micromdtre oculaire correspond donc d 22 x 10133 =

6,7 1tm.

- avec l'objectif 40x : d supposer, par exemple, que 37 subdivisions du micromdtre
oculaire correspondent exactement d 6 subdivisions du micromdtre 6talon, chaque
subdivision du micromdtre oculaire correspond donc, pour l'objectif consid6r6, d
6 x 10137 = 1,6 um.

Utilisation de Ia lane McMaster

La Iame de num6ration McMaster est une lame sp6ciale pour microscope qui permet de
compter les ceufs ou les larves d'helminthes contenus dans un volume connu de solution de
flottation. La plupart des fournisseurs d'6quipements de laboratoire proposent aujourd'hui
deux moddles. Dans le plus ancien, le plus utilis6 (Fig. l0), la lame est divis6e en deux cel-
lules dont chacune comporte sur sa face sup6rieure, un quadrillage grav6 2r l'eau forte. Le
volume pr6cis emprisonn6 sous chaque quadrillage est de 0, 15 ml. Dans le nouveau modble
(Fig. l1), la lame ne comporte qu'une seule cellule, mais le volume emprisonn6 sous le qua-
dril lage est encore de 0,15 ml.

Le principe de la lame McMaster est que les ceufs plac6s dans la solution de flottation
viennent en surface, au contact imm6diat du verre sup6rieur, tandis que les d6bris plus
lourds d6cantent. Quand la mise au point est faite sur le quadril lage, les ceufs sont nets,

6 .

7 .

0 1 0 2 0 3 0 4 0 5 0
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contrairement aux d6bris. En explorant syst6matiquement le champ vers le haut et
vers le bas, on peut compter le nombre exact d'aufs en suspension dans Ie volume de
0 , 1 5  m l .

Pour remplir une lame McMaster d deux cellules, proc6der comme suit :

1. M6langer soigneusement la suspension de flottation d6finitive, de pr6f6rence avec un
agitateur vibrant type Vortex, pour obtenir un m6lange homogdne. Remplir rapide-
ment une pipette Pasteur et vider doucement la solution dans l'une des cellules de la
lame. Remplir compldtement Ia cellule sans se soucier du fait que la num6ration n'est
effectu6e que dans la partie situ6e sous le quadrillage. Il faut op6rer rapidement et
en douceur pour que les aufs ne commencent pas d venir d la surface dans le tube
d essais ou dans la pipette. Veil ler d ce qu'i l  n'y ait pas de bulles d'air sous le qua-
drillage.

2. Remplir I'autre cellule de la lame McMaster aprds avoir de nouveau homog6n6is6 Ia
solution.

3. Laisser reposer quelques minutes avant la num6ration, le temps que tous les ceufs vien-
nent flotter d la surface tandis que les d6bris d6cantent.

4. Compter le nombre d'ceufs sous chacun des quadril lages. Quand les aufs sont trds
nombreux et que certains se trouvent travers6s par les traits extrdmes, l'usage est de
compter ceux qui sont travers6s par deux d'entre eux (par exemple le trait sup6rieur et
Ie trait gauche) et de ne pas tenir compte de ceux qui sont partag6s par les deux autres
(dans l'exemple, le trait inf6rieur et Ie trait droit). On obtient ainsi une bonne estimation
du nombre d'ceufs contenus dans 0,3 ml.

5. Proc6der d au moins deux (de pr6f6rence trois) num6rations si l'on dispose d'une quan-
tit6 suffisante de solution de flottation, et faire Ia moyenne des deux (ou trois) r6sultats
trouv6s. Calculer le nombre d'ceufs contenus dans l'6chantillon initial en utilisant la
formule de la page 8 ( ne pas oublier que P = 0, 15 si l'on se sert des nouvelles lames de
num6ration ir une seule cellule).

Les lames de num6ration McMaster sont g6n6ralement en verre et peuvent 6tre comman-
d6es auprds des gros fournisseurs d'6quipement scientifique. Certaines soci6t6s fabriquent
aujourd'hui des lames en matidre plastique meilleur march6 (et moins fragiles). Si l'on se
sert de ce type de lame, il faut prendre soin de ne pas les rayer.

Uti I isati o n d' u ne ce ntritu g euse

Dans la plupart des simples op6rations comportant l 'uti l isation d'une centrifugeuse, la
vitesse de celle-ci est exprim6e sous forme de la force centrifuge relative (exprim6e en
nombre de g). II arrive cependant que la vitesse soit exprim6e en tours par minute (trlmin).

La conversion entre ces deux unit6s se fait au moyen de la formule suivante :

FCR = r .Nzlk

oi : FCR = force centrifuge relative (g),

r = rayon de la centrifugeuse, mesur6 de l'axe de rotation au centre du bol (cm),

N = vitesse de rotation (trlmin),

k  = 89 456.

La conversion en sens inverse se fait au moyen de la formule :

N ="4-cR/r

Analyse des eaux rEsiduaires en vue de leu rccylage en agilculturc
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ldentificati0n des eufs d'helminthes

Il est fr6quent que les eaux r6siduaires contiennent les ceufs d'helminthes parasites d'ani-

maux comme le rat, les animaux domestiques - porc, chien - et les oiseaux. S'il est inutile

d'identifier exactement ces parasites, il importe de bien voir qu'ils ne sont pas d'origine

humaine. Les planches I-XVII repr6sentent les eufs d'un certain nombre d'helminthes

parasites de l'homme parmi les plus fr6quents dans les 6chantillons d'eaux r6siduaires.

Bien que ces eufs soient caract6ristiques de chaque espdce, il ne faut pas oublier qu'ils

n'ont pas tous exactement les mdmes dimensions ni la mdme forme. Il existe diverses publi-

cations auxquelles on peut se reporter pour l'identification (voir Pour en savoir plus, p. 32).

Cependant, il est parfois pratiquement impossible de savoir si les ceufs observ6s sont d'ori-

gine humaine ou animale : c'est le cas, par exemple, des aufs d'Ascaris suum (parasite du

porc) et des ceufs d'A. lumbricoides (parasite de l'homme) qui ne se distinguent pas par

Ieur morphologie. De mdme, les ceufs des diverses espdces de Trichuris ont tous sensible-

ment la m€me couleur et la mdme forme. Seules des mesures soigneuses permettent de dis-

tinguer les aufs du trichoc6phale, Z trichiura, de ceux des espdces parasites d'animaux.

Les planches de Thienpont, Rochette & Vanparijs sont excellentes pour la comparaison des

eufs d'helminthes d'origine humaine ou animale.

On peut identifier exactement les ceufs des helminthes parasites de I'homme en utilisant un

microscope 6quip6 d'un micromdtre oculaire 6talonn6 selon la m6thode d6crite pages 10-1L

Pour cela, on amdne l'auf, par exemple un ceuf de Trichwris trichiura, sous l'6chelle gra-

du6e du micromdtre oculaire. S'il recouvre huit subdivisions et qu'on utilise, par exemple,

l'objectif l0x 6talonn6 dans l'exemple de la page , sa longueur r6elle est de :

8 x  6,7 = 53,6 pm.

De faEon analogue, si l 'on mesure le mdme ceuf avec l 'objectif 40x 6talonn6 du m0me

exemple et si l'ceuf recouvre 33,5 subdivisions, sa longueur r6elle est de :

33 ,5  x  1 ,6  =  53 ,6  pm.

Le longueur ainsi trouv6e peut 6tre compar6e, d des fins d'identification, d celle des sp6ci-

mens types repr6sent6s sur les planches des pages l3-15.

ldentitication des formes Iarvaires 0u adultes libres

Dans les eaux r6siduaires non trait6es comme dans les effluents ir la sortie de n'importe

quel type d'installations de traitement, on trouve fr6quemment des n6matodes d l'6tat de

formes larvaires et adultes libres qu'on peut prendre d tort pour des formes parasitaires;

c'est notamment le cas des stades rhabditoides ou filariformes d'Ancylostoma duodenale, de

Necator americanus ou de Strongyloides stercoralis. Ces n6matodes libres se nourrissent de

bact6ries, d'algues ou de petites particules organiques. On en compte des centaines d'es-

pdces dont bon nombre n'ont pas encore 6t6 d6crites.

Dans les 6chantillons de selles, le risque d'erreurs d'identification est minime, car les formes

libres y sont normalement rares. On peut reconnaitre les larves rhabditoides des ankylostomes

et celles de Strongyloides stercoralis d'aprds la morphologie compar6e de leur cavit6 buccale.

De m6me, un examen attentif des deux extr6mit6s - tCte et queue - permet d'identifier les

larves filariformes. En revanche, dans les 6chantillons d'eaux r6siduaires, l'identification

rigoureuse de ces formes est rendue d6licate par la multitude d'espdces de n6matodes Iibres

qu'on y trouve; il est donc indispensable d'effectuer des mesures pr6cises des caractdres mor-

phologiques int6ressants. Pour cela, il faut monter et colorer les n6matodes individuellement et

Ies examiner sous fort grossissement. La plupart des m6thodes d'examen des eaux r6siduaires,

notamment la m6thode de Bailenger modifi6e, ne se prdtent pas d cette proc6dure.

Sauf lorsqu'on peut examiner chacun des n6matodes comme il est indiqu6 ci-dessus, il est

propos6 de ne pas tenir compte des formes larvaires et adultes. Mdme si elles contiennent

des formes parasitaires, on ne connait pas assez la survie et la viabilit6 de ces formes dans

les eaux r6siduaires pour pouvoir appr6cier Ie risque qui en r6sulte pour Ia sant6.

Analyse des eaux rEsiduaircs en vue de leur recylage en agricullure
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En g6n6ral, la num6ration des coliformes f6caux dans les 6chantillons d'eaux r6siduaires se
fait par deux cat6gories de m6thodes : a) les m6thodes du nombre le plus probable (NPP);

b) la m6thode de filtration sur membrane. Deux m6thodes NPP sont d6crites ir la section
3.1, tandis que Ia m6thode de filtration sur membrane fait l'objet de la section 3.2.

3.1 M6thodes NPP

Le nombre de coliformes trouv6 par cette technique constitue la meilleure estimation sta-
tistique du nombre r6el de germes (d'otr le nom de u m6thode du nombre le plus pro-

bable ,; on l'obtient en mettant en culture un certain nombre (g6n6ralement 5) d'6chan-
tillons et (ou) de dilutions de ces 6chantillons. Lestimation est fond6e sur le principe de la
n dilution jusqu'd extinction ,. Par exemple, si l 'on examine une fraction de I ml pour
chaque dilution d'une s6rie de dilutions de l0 en 10 (voir p.27) et que l 'on observe une
croissance d la dilution de 10-: mais non d la dilution de l0 a, la meilleure estimation du
nombre de coliformes est de l0l bact6ries par ml. En augmentant, g6n6ralement jusqu'd 5,
le nombre de fractions de 1 ml examin6es pour chaque dilution, on am6liore cette estima-
tion.

Dans Ia premidre des deux m6thodes NPP d6crites ici, on examine cinq fractions de I ml
pr6lev6es dans la mdme dilution, de sorte qu'on obtient seulement une valeur approxima-
tive du NPP de coliformes f6caux. Trds simple et peu cofiteuse, cette m6thode convient pour
l'analyse r6gulidre d'eaux r6siduaires trait6es dont la teneur en coliformes f6caux est
conforme au critdre fix6, soit un maximum de 100 germes par 100 ml (voir Tableau 1).

Dans la seconde m6thode NPB on examine cinq fractions de I ml pour chacune des dilu-
tions d'une s6rie de trois, ce qui donne une meilleure estimation du nombre de coliformes
f6caux. Moyennant la modification des dilutions examin6es (voir m6thode B, 6tape l0,p.2l),
cette mdthode peut 6tre adaptle d l'analyse d'eaux r6siduaires ayant une teneur quelconque
en coliformes f6caux.

Eq u i p e ment et produ its cnnso mma b I es

Produits consommables

Sont n6cessaires les produits chimiques 6num6,r6s ci-aprds pour le milieu A-1, ainsi qu'une
solution de Ringer dilu6e au quart (qu'on trouve dans le commerce sous forme de compri-
m6s) ou une solution de chlorure de sodium (8,5 g de NaCl par litre d'eau distill6e). Il faut
6galement disposer d'ouate non hydrophile.

Il est recommand6 d'utiliser le milieu A-1 (American Public Health Association, 1995), car
on peut s'en servir pour une incubation directe b,44' C. Comme on ne le trouve pas dans Ie
commerce sous forme d6shydrat6e, il faut le pr6parer (voir p. 27) conform6ment aux pro-
portions ci-dessous :
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Iactose 5 g

tryptone 20 g

salicinoside 0,5 g

NaCl 5 g

Triton X-100 1 ml

eau distill6e 1 litre

On r6partit ce milieu en fractions de 5 ml dans des tubes d essais (ou des flacons ir bouchon
viss6) dont chacun contient un tube de Durham invers6 (il s'agit d'un trds petit tube d
essais). Les tubes d essais sont ferm6s au moyen d'un tampon d'ouate non hydrophile puis

st6rilis6s (voir p. 27). Pendant Ia st6rilisation, I'air contenu dans le tube de Durham est
chass6, de sorte que le tube se remplit entidrement de milieu.

Equipement

Il faut disposer des 6l6ments ci-dessous :

- flacons de 100 ml d bouchon viss6

- tubes d essais (100 mm x 12 mm) ou flacons ir bouchon viss6 de 14 ml

- pipettes s6rologiques 2r 6coulement, de I ml

- bec Bunsen

- porte-tubes a essais

- incubateur ou bain-marie

- autoclave ou autocuiseur

-  balance ( t  0 ,01 g) .

Mode opEratoire dEtaill6 illustrE

On trouvera ci-aprds la description de deux m6thodes NPP La m6thode A est la plus simple

et convient pour l'examen r6gulier (voir section 4) d'eaux r6siduaires trait6es, lesquelles

contiennent environ 1000 coliformes f6caux par 100 ml au maximum.

Plus pr6cise, la m6thode B est utilisable par la teneur de l'6chantillon soit, comme ci-des-

sus, de 1000 coliformes f6caux par 100 ml ou qu'elle soit trds sup6rieure.

Methode A

l. Recueillir un 6chantillon d'eaux r6siduaires dans un flacon st6rile de 100 ml d bouchon

viss6.

2. Agiter vigoureusement et pr6lever aseptiquement I ml en utilisant une pipette st6rile )

6coulement de I ml, transvaser dans un tube d essais ou un flacon d bouchon viss6 s/d-
rile contenant 9 ml de solution de Ringer dilu6e au quart (ou de solution de NaCI) i

8,5 g/l) (Fig. 13). Aspiration buccale d exclure - utiliser une micro-pompe aspirante
pour pipette.

3. Agiter vigoureusement cette dilution au dixidme eI, en utilisant une nouvelle pipette stdrile
de 1 ml (la m€me dans tous les cas), transvaser I ml de solution dans chacun d'une s6rie

de cinq tubes d essais ou flacons d bouchon vissd stdriles contenant un tube de Durham

invers6 et 5 ml de milieu A-1 (Fig. 14). Munir chaque tube ou flacon d'une 6tiquette or)

l'on inscrira le code de l'6chantillon, la date et la valeur de la dilution (1 : l0).

4. Mettre ces cinq tubes 2r essais ou flacons dans un incubateur ou un bain-marie maintenu

d44'C ( t  0 ,25 "C) (voi r  p.27) .

Analyse des eaux ftsiduaircs en vue de leur rccylage en agriculture
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Fig.  13.
Addition de 1 ml d'echantil lon d 9 ml de diluanl. de tucon d
obtenir une dilution au dixieme ('1 :10i,

F i g . 1 4 .
Addi t ion de l  ml  de d i lu t ion d 1: '10 dans un tube d essais
contenant 5 ml de milieu A-1, ainsi qu'un tube de Durham
Inverse,

F i g . 1 5 .
Aprds incubation a 44' C pendant 246, on observe la pro
duction de gaz dans trois des tubes, 0n voit au Tableau 2
que le NPP esl de 910 coliformes fecaux par 100 ml
d'echantil lon (d'eaux r6siduaires trait6es),
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5.Aprds incubation pendant 24 h, examiner chaque

tube d essais ou flacon pour voir s'il y a eu produc-

tion de gaz. (Les coliformes f6caux fermentent le lac-

tose du milieu A-1 avec production de gaz dont une
partie est emprisonn6e dans le tube de Durham

invers6.) Compter le nombre de tubes ou flacons
positifs (c'est-d-dire contenant du gaz) (Fig. l5) et

d6terminer le NPP d'aprds le Tableau 2.

Tableau 2.

NPP de coli formes fdcaux par 100 ml d'6chanti l lon,
p0u1 une s6rie de cinq tubes contenant Ghacun 0,1 ml
d'6chanti l lon,

Nombre de
tubes positifs

NPP
pour 100 ml

240
350
540
9 1 0

1 600
>1 800

a Adapt6 d'aprds Department of lhe Environment (1 994) avec I 'aimabl
tion de Her Majesty's Stationery Office

Mdthode B

1. Recueillir un 6chantillon d'eaux r6siduaires con-

form6ment aux indications donn6es pour Ia

m6thode A.

2. Prl.parer une dilution d 1:10 (comme pour la

m6thode A) et une dilution d 1:100 (simple dilut-

ion au dixidme de la premidre dilution d 1:10);
(voir p. 27).

3. Munir chacun des cinq tubes ir essais ou flacons ir

bouchon viss6 st6ri les contenant un tube de

Durham invers6 et 5 ml de milieu A-1 d'une 6ti-

quette oi l'on inscrira Ie code de l'6chantillon, Ia

date et la valeur de Ia dilution ( I : I 00).

4. Recommencer, en indiquant comme valeur de Ia

dilution 1:10; recommencer une troisidme fois,

en indiouant comme valeur de la dilution 1:1.

5. En utilisant une nouvelle pipette stdrile de I ml, transvaser I ml de dilution d 1:100

dans chacun des cinq tubes ir essais ou flacons ir bouchon viss6 st6riles dont l'6tiquette

porte l ' indication I : 100.

6. En utilisant la mdme pipette (mais en veillant d ne pas la poser sur la paillasse et 2r ne

rien toucher avec son extr6mit6), transvaser I ml de dilution d 1:10 dans chacun des

cinq tubes d essais ou flacons ) bouchon viss6 st6riles de Ia deuxidme s6rie, dont l'6ti-

quette porte l ' indication 1:10.

7. Toujours avec Ia mdme pipette, transvaser I ml de I'6chantillon non dilu6 dans chacun

des cinq tubes d essais ou flacons ir bouchon viss6 st6riles de la troisidme s6rie, dont

l '6tiquette porte l ' indication I : 1.

8. Installer les 15 tubes ir essais dans un porte-tubes et mettre celui-ci dans un incubateur

ou un bain-marie maintenu 2r 44 "C (t 0,25 "C).

0
1
2
3
4
5

F ig .16 .
Aprds incubat ion a 44 'C pendant  24 h,  c inq des tubes
contenant 1 ml d'6chantil lon sont positifs (production de
gaz), de m€me que deux des tubes contenant 0,1 ml
(1 ml  de d i lu t ion d 1:10)  et  deux de ceux contenant
0,01 ml  (1 ml  de d i lu t ion d 1:100)  Pour p lus de c lar t6 les
sch6mas plac6s d c6t6 des tubes montrent ceux qui sont
positifs et ceux qui sont negatifs, On voit au Tableau 3 que
le NPP est de 950 coliformes f6caux par 1OO ml d'6chan-
ti l lon (d'eaux 16siduaires trait6es)

Analyse des eaux rdsiduaires en vue de leur recylage en agriculture
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9. Aprds incubation pendant 24 h, compter Ie nombre de tubes positifs (montrant Ia pro-

duction de gaz) pour chaque dilution (Fig. 16), et chercher le NPP de coliformes f6caux
au Tableau 3.

10. Si le nombre de coliformes f6caux est nettement sup6rieur a 1800 par 100 ml, prendre
une quantit6 d'6chantillon plus faible (en utilisant toujours des fractions de I ml, mais
pr6lev6es dans une dilution plus pouss6e). Si les tubes d essais contiennent 0, I ml,
0,01 ml et 0,001 ml d'6chantillon, multiplier Ie nombre NPP indiqu6 au Tableau 3 par
10. De m6me, si les tubes d essais contiennent 0,01 ml, 0,001 ml et 0,0001 ml d'6chan-
tillon, multiplier le NPP indiqu6 au Thbleau 3 par 100.

Tableau 3.

NPP de col i formes f6caux pour 100 ml d'6chant i l lon, pour trois s6r ies de tubes contenant
Ghacun respect ivement 1 ml,  0,1 ml et 0,01 ml d'6chant i l lon,

Nombre de tubes positifs NPP

pour 100 ml1 m l 0,1 ml 0,01 ml

0
20
20
20
40
40
CU

40
3U
50
70
70

1 1 0
70
90
90

1 3 0
1 3 0
1 6 0
1 6 0
1 1 0
140
1 6 0
200
200
250
250
3 1 0
JZU

380
220
290
410
3 1 0
430
600
850
500
700
950

1 200
750

1  100
1 400
1 750
2  100
1 300
1 700
2 200
2 800
3 450
2 400
3 500
5 400
I  1 0 0

16  000
>1 8 000

a Adapt6 d'aprds Department of the Environment (1 994) avec l 'aimable autorisation de Her Majesty's Stationery Office
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3.2 M6thode de l i l t rat ion sur membrane

La filtration sur membrane permet de compter les coliformes f6caux en faisant passer d

travers le filtre un volume connu d'6chantillon d'eaux r6siduaires (ou d'une dilution de cet

6chantillon). Cette membrane filtrante consiste dans un papier-filtre sp6cial, dpores suffi-

samment petits (0,45prm) pour arrdter tous les coliformes f6caux. Elle est ensuite plac6e

sur un tampon absorbant satur6 d'un milieu de culture pour coliformes f6caux, puis mise 2r

incuber. Pendant I'incubation, chacun des coliformes donne naissance d une colonie bact6-

rienne de couleur jaune. Une fois l'incubation termin6e, on compte les colonies et l'on en

d6duit le nombre de coliformes Dour 100 ml.

Equipement et produits consnmmables

Equipement

Il faut disposer des 6l6ments ci-dessous :

- pince d membrane filtrante

- boites de Petri (en verre ou en matidre plastique, jetables, de 60 mm de diamdtre)

- unit6s de filtration sur membrane (en verre ou en matidre plastique)

- pipettes s6rologiques ) 6coulement, de 5 ml ou 10 ml et de I ml

- micro-pompe aspirante pour pipette

- pompe d vide (pompe 6lectrique, pompe manuelle ou trompe d vide)

- bec Bunsen

- incubateur

- autoclave ou autocuiseur

- balance (t 0,01 e)

Produits consommables

Sont n6cessaires les 6l6ments ci-dessous :

- membranes filtrantes (porositd de 0,45pm, diamdtre de 47 mm)

- tampons absorbants (47 mm de diamdtre)

- bouillon au laurylsulfate pour membrane

- solution de Ringer dilu6e au quart

- dthanol.

On trouve du bouillon au laurylsulfate pour membrane dans le commerce, sous forme
d6shydrat6e. A d6faut, on peut le pr6parer conform6ment aux proportions ci-dessous
(Department of the Environment, 1994) :

peptone 40 g
extrait de levure 6 g
lactose 30 g
rouge de ph6nol

(en solution aqueuse d 4 gl) 50 ml
laurylsulfate de sodium I g
eau distill6e I litre

(pH 7,6 avant st6rilisation)

Analyse des eaux rdsiduaires en vue de leur recylage en agricullure



Bactd rio I og i e de l' assa inisse ment

g
On trouve 6galement de la solution de
Ringcr dilu6e au quart dans le com-
merce , sous forme de comprim6s; on
peut zrussi se servir d'une solution de
chlorure de sodium (8,5 g de NaCI par
litre d'eau disti l l6e).

Mode opdratoire dEtaill6 illustrd

Le mode op6ratoire ci-aprds convient
pour les 6chantil lons d'eaux r6sidu-
aircs contenanl 200-2000 coliformes
f6caux par 100 ml. Dans le cas d'une
teneur plus 6lcv6e, se rcporter d i'6tape
1 1 ci-dessous. Il faut constamment op6-
rer de manidre aseptique (voir p. 26).

1. Recueil l ir un 6chantil lon d'caux
r6siduaires dans un flacon st6ri lc
de 100 ml d bouchon viss6.

Plonger Ia pincc d membrane fi l-
trante dans de I '6thanol et la pas-
ser dans la flamme du bec Bunsen.
En se servant de la pincc ainsi st6-
ri l is6e, garnir d'un tampon absor-
bant st6ri le une s6rie de trois
boites de Petri st6ri les.

Avcc une pipelte st6ri le de 5 ou 10
ml, d6poser aseptiqucment 1,8 ml
de bouillon st6rile au laurylsulfatc pour membrane sur chacune des trois boites dc Petri,
de faEon d saturer le tampon absorba.nt (mais sans le submerger) (Fig 17).

Plonger la pince ). membrane fi l trante dans dc l '6thanol et la passer dans la flammc du
bec Bunsen. D6poser de manidre aseptique unc membrane fi l trante st6ri le sur l 'unit6 de
fi ltration sur membrane (Fig. 18).

Verser environ 20 ml de solution de Ringer st6ri le dilu6e au quart dans I 'unit6 de fi l tra-
tion sur membrane (Fig. 19), puis 5 ml dc I '6chantil lon d'eaux r6siduaires en se servant
d'une pipette st6ri lc (Fig. 20).

3 .

F i g . 1 7
i \dd i t ion  de  1 ,8  m de bou i  on  s te r i le  au  aury lsu  fa te
pour  membrane sur  une bo i te  de  Pet r i  garn ie  d 'un  tampon
absorbant st6ri ie

4.

5 .

F i g . 1 8
Ins la l la t ion d ure membrane [ i r t ranre
st6r  le  sur  'un t6 de f l l t ra t ion sur
mem0rane
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F i g . 1 9 .
Add l t ion  d 'env i ron  20  ml  de  d i luant  dans  I  un i t6  de  t i  t ra t  on
sur  membrane

Fig  21 .
Ut i  i sa t ion  d 'une pompe a  v ide
m p r  r e l  p  n n  r  p c n i . p .  c e h a - t i l l o n

d travers la membrane f l trante ., . .r i : . , .

F ig .20 .
Addi t lon de 5 ml  d 'echant i  on  dans  l 'un  td  de  f  t ra t ion  sur

6

',',lllttltt,tttttt, 
1 ,,,:,:',""," .' I '

Brancher la pompe d vide puis, Iorsque tout Ie l iquide s'cst 6coul6 i travers la mem-

brane fi l trante, d6brancher; on peut 6galement se servir d'unc pompe 2r vide manuelle

(Fie.  21) .

D6poser aseptiquement la membrane fi l trante sur une boite de Petri st6ri le garnie d'un

tampon absorbant tout juste satur6 de bouillon st6rile au laurvlsulfate pour membrane.

Le mieux est d'op6rer en d6roulant la membrane sur Ia boite pour empdcher la forma-

tion de bulles d'air entre la membrane et le tampon (Fig.22).

Recommencer deux fois les ltapes 4-7.

7 .

8 .
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Fig.22.
D6poser la  membrane f i l t rante sur  un
ta 'npo'  absorbar t  sat- .e de bou l lo^
au aJry lsu 'ate pour  renb.a^e.  en la
deroulant progressivement

Fig.23.
Apres  incubat ion  i t  44 'C pendant  24  h ,  compter  les  co lo ,
n  es  jaunes  v  s ib les  sur  a  membrane f i l t ran te  Dans le  cas
present ,  i i  y  en  a  40 ;  comme c 'es t  le  nombre  t rouv6 dans
un vo  ume de 5  ml  (vo  ume f  l t re ) ,  a  teneur  cor respondante
en co l i fo rmes fdcaux  es t  de  800 oermes oour  IOO ml

9 . Aprbs les avoir retourn6es, meltre les trois boitcs de Petri dans un incubateur maintenu
d '  44 'C  (+  0 ,5  "C ) .

10. Aprds incubation pendant 24 h, compter les colonies de couleur jaune visibles sur cha-
cune des trois membranes fi l trantes, quelles qu'en soient les dimensions (Fig. 23). (Les
coliformes f6caux fermentent le lactose contenu dans Ie bouillon au laurylsulfate pour
mcmbrane en donnant naissancc d un acide qui fait virer du rouge au jaune le ph6nol
indicateur de pH. Calculer la moyenne des trois nombres observ6s et, comme ces colo-
nies se rapportent d un volume de Ii ml (volume fi ltr6), multiplier le r6sultat par 20
pour obtenir le nombre de coliformes f6caux par 100 ml.

1 1. Si le nombre de colonies d6passe la ,;entaine sur chaque membrane filtrante, prendre
une quantit6 d'6chantil lon (ou d'une de ses dilutions, voir p. 27) plus faible, car la
num6ration devient alors d6licate. C'r:st ainsi qu'on peut utiliser 1 ml d'6chantillon tant
que le nombre de coliformes f6caux ne d6passe pas 10 000 pour 100 ml, 1 ml de dilu-
tion i 1:10 s'i l  est plus 6lev6 mais sarLs d6passer 100 000 pour 100 ml, et ainsi de suite.
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3.3 Techniques de laboratoire de base

Asepsie

Il faut veiller sp6cialement d ne pas contaminer l'dchantillon d'eaux r6siduaires (ou une

dilution de cet dchantillon) pendant l'examen. II est en effet indispensable d'avoir la certi-

tude que seuls sont compt6s les coliformes f6caux contenus dans 1'6chantillon, d I'exclu-

sion des germes qui pourraient se trouver d la surface de la verrerie ou sur les doigts de

l'op6rateur. Il faut donc st6riliser syst6matiquement avant emploi (voir plus loin) la verre-

rie, les milieux et les diluants (solution saline ou solution de Ringer dilu6e au quart), ainsi

que les membranes fi l trantes et les tampons absorbants. Cependant, la st6ri l isation ne

constitue qu'un des aspects de l 'asepsie; i l  faut en outre respecter les proc6dures asep-

tiques habituelles, rappel6es ci-dessous :

1. Se laver soigneusement les mains avant de se mettre au travail au laboratoire.

2. Op|rer dans une partie du laboratoire d l'abri de la poussidre et des courants d'air, et

sur une paillasse propre; frotter cette dernidre avec un tampon imbib6 d'6thanol juste

avant le d6but du travail.

3. Veil ler d ne pas toucher la partie sup6rieure des flacons contenant un milieu ou un

diluant st6rile ou des flacons utilis6s pour recueillir l'6chantillon. De mdme, s'abstenir

de toucher I'extr6mit6 ou la moiti6 inf6rieure des pipettes st6riles.

4. Au moment de l'ouverture d'un flacon (ou d'un tube d essais) contenant un milieu st6-

rile, un diluant st6rile ou l'6chantillon, passer rapidement le col ouvert dans la flamme

d'un bec Bunsen en tenant le bouchon du flacon (ou le tampon d'ouate du tube d essais)

dans l'autre main (ne se servir que du petit doigt en I'enroulant autour du bouchon ou

du tampon). De mdme, Iorsqu'on retire une pipette de son emballage (ou r6cipient) st6-

rile, la passer rapidement dans la flamme d'un bec Bunsen et veiller d ne pas en toucher

l'extr6mit6 ni d, la laisser entrer en contact avec quoi que ce soit; en cas de contact acci-

dentel, jeter la pipette au rebut et utiliser une autre pipette st6rile.

5. Le pipettage d la bouche est rigoureusement exclu. Toujours utiliser une micro-pompe

aspirante pour pipette.

S'i l  n'existe aucune personne qualif i6e en bact6riologie dans le laboratoire, mieux vaut

faire appel ir un technicien d'un laboratoire d'analyses m6dicales qui pourra faire la

d6monstration des proc6dures aseptiques.

Stdrilisation

Les tubes 2r essais contenant le milieu NPB les flacons contenant du diluant et du milieu

pour filtration sur membrane, ainsi que les membranes filtrantes et les tampons absorbants

doivent tous 6tre st6rilis6s 2r I'autoclave ou 2r I'autocuiseur (voir p.27).

Les flacons d bouchon viss6 utilis6s pour le recueil de l'6chantillon sont st6rilis6s au four 2r

160 "C pendant I h. Pendant la st6ri l isation,le bouchon doit 6tre ldgdrement d6viss6 (pour

laisser l'air s'6chapper, sinon le flacon exploserait); une fois Ia st6rilisation termin6e et la

temp6rature du four retomb6e d la temp6rature ambiante, retirer les flacons, revisser les

bouchons d fond et coller d la partie sup6rieure de chaque flacon une courte bande de

ruban adh6sif (portant de pr6f6rence l'indication STERILE).

Il faut 6galement st6riliser les pipettes au four e 160 "C pendant I h. Avant la st6rilisation,

obturer l'extr6mit6 sup6rieure de chaque pipette avec un tampon d'ouate non hydrophile.

Envelopper ensuite les pipettes dans une feuille d'aluminium, soit une par une, soit par

groupes de cinq au maximum; une marque doit 6tre faite du c6t6 des extr6mit6s sup6-

rieures (pour 6viter que l'emballage soit ouvert de I'autre cdt6 et que les extr6mit6s inf6-

rieures des pipettes soient contamin6es).

Analyse des eaux rdsiduaircs en vue de leur recylage en agilcullure
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PrEparation et st1rilisation du nilieu

Ces op6rations comportent les 6tapes suivantes :

1. Peser tous les produits chimiques n€cessaires d la pr6paration du milieu (se reporter
p. 17 etp.22, respectivement, pour la composition du milieu A-l et du bouil lon au lau-
rylsulfate pour membrane) ou le cas 6ch6ant, la quantit6 voulue de bouillon au lauryl-
sulfate pour membrane d6shydrat6. Compl6ter au volume requis avec de l'eau distill6e
et laisser dissoudre entidrement. (II r:lest pas toujours judicieux de pr6parer d l'avance
I litre de milieu, cal, aprds st6rilisation, il faut Ie conserver d moins de 10 "C dans l'obs-
curit6 et I'utiliser dans les trois mois..)

2. R6partir le milieu en flacons ou en tubes ir essais avant st6rilisation. Pour le milieu A-1,
en mettre 5 ml par tube d essais ou par flacon ir bouchon viss6 contenant un tube de
Durham invers6; dans le premier cas, les tubes doivent 6tre obtur6s avec un tampon
d'ouate non hydrophile. Pour le bouillon au laurylsulfate de sodium pour membrane, en
mettre de petites quantit6s dans des Ilacons d bouchon viss6 (6 ml suffisent pour l'exa-
men d'un 6chantillon) (voir p. 23,6tape 3). Pr6parer le diluant, soit en dissolvant un
comprim6 de solution de Ringer dilude au quart dans 500 ml d'eau distill6e, soit en dis-
solvant 8,5 g de NaCl dans I litre d'eau distill6e (ou selon les mdmes proportions pour
un plus faible volume). R6partir le di.luant en fractions de 9 ml dans des flacons d bou-
chon viss6 (pour la pr6paration des dilutions d6cimales - voir ci-aprds) ou en fractions
de 100 ml pour Ie diluant destin6 d la filtration sur membrane (voir p.23, 6Iape 5).

3. Une fois achev6es la r6partition du milieu et celle du diluant, st6riliser d l'autoclave ou i
l'autocuiseur comme suit :

- mil ieu A-l et bouil lon au laurylsulfate pour membrane : 115'C,67 kPa, pendant
l0 minutes une fois termin6e la mont6e en temp6rature et en pression;

- solution de Ringer dilu6e au quart ou solution de NaCl : l2l 'C,101 kPa, pendant
l5 minutes une fois termin6e la mont6e en temp6rature et en pression.

4. Autoclaver les flacons en laissant le lbouchon d moiti6 d6viss6 (pour 6viter une explo-
sion); aprds st6rilisation et lorsque les flacons sont revenus d la temp6rature ambiante,
visser les bouchons d fond. Dans l 'attente de leur uti l isation, conserver les flacons d
l'abri de la poussidre en y apposant une 6tiquette portant la mention u st6rile ,.

PrEparation d'une s1rie de dilutions dticimales

Des dilutions sont utilis6es aussi bien dans la m6thode A que dans la m6thode B de calcul
du NPP (voir pp. 18, 20) et peuvent l'6tre dans la m6thode de num6ration sur membrane
filtrante (voir p. 25,6tape 11). On proc6dera comme suit :

l. Avec une pipette st6rile de I ml, trarnsvaser de manidre aseptique 1 ml d'6chantillon
d'eaux r6siduaires dans un tube d essais ou un flacon st6rile contenant 9 ml de diluant.
Agiter vigoureusement. On obtient ainsi une dilution d 1:10.

2. Avec une nouvelle pipette st6rile de I ml, transvaser 1 ml de la dilution d 1:10 dans un
second tube d essais ou flacon stdrile contenant 9 ml de diluant. Agiter vigoureusement.
On obtient ainsi une dilution d 1:100.

3. Recommencer l'6tape 2 selon les besoins, en transvasant chaque fois 1 ml de la der-
nidre dilution dans un autre tube d essais ou flacon contenant 9 ml de diluant. On
obtient ainsi une s6rie de dilutions d6cimales plus pouss6es, d 1:1000 puis 1:10 000, etc.
(Pour I'utilisation de ces 6chantillons extrdmement dilu6s, ne pas oublier que les eaux
r6siduaires non trait6es renferment trabituellement 107-10g coliformes f6caux oar 100
ml).
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lncubation

Les coliformes f6caux sont incub6s d 44'C (t 0,25 "C). I l est pr6f6rable d'uti l iser un incu-

bateur ventil6 (sans ventilation, il est en effet difficile d'obtenir une tempdrature uniforme

dans tout l'appareil, alors qu'il est trds important que l'incubation se fasse ir une temp6ra-

ture trds proche de la temp6rature de consigne de 44'C), encore qu'on puisse se servir

d'un bain-marie pour les tubes 2r essais utilis6s dans les m6thodes NPP

Aprds incubation et examen des 6chantillons, il faut autoclaver 15 min e 121 "C tous les

tubes )r essais ou flacons d bouchon viss6 contenant du milieu et toutes les boites de Petri

garnies d'une membrane filtrante et d'un tampon absorbant, avant de les mettre au rebut,

de faEon d les st6riliser en d6truisant les milliards de bact6ries qui ont pouss6 pendant l'in-

cubation.



4. Programmes de
surveillance r6gulidre

Le nombre de coliformes f6caux dans l'effluent d Ia sortie d'une installation de traitement
des eaux r6siduaires est beaucoup moins variable dans le temps (mdme sur 24 h) que celui
des ceufs d'helminthes. On a vu au tableau que les critdres recommand6s pour les coli-
formes f6caux et les ceufs d'helminthes sont d'un ordre de grandeur trds diff6rent (1000
coliformes f6caux pour 100 ml, contre I ceuf par litre), de sorte que les variations num6-
riques que les programmes de surveillance r6gulidre cherchent d mettre en 6vidence sont
trds diff6rentes dans les deux cas. Une concentration moyenne de 2 ceufs d'helminthes par
litre peut appeler des mesures imm6diates, alors qu'i l  n'en va pas de m6me quand le
nombre de coliformes f6caux pour 100 ml atteint 1002 ou mdme 1020 (dans le cas de bac-
t6ries, l'ordre de grandeur importe beaucoup plus que le nombre effectifl. Cet 6cart (1000
pour 100 ml, contre I par litre) et les modalit6s diff6rentes de I'6limination des coliformes
et des ceufs dans les installations de traitement des eaux r6siduaires, expliquent que les pro-
grammes de surveillance r6gulidre ne soient pas absolument identiques dans les deux cas.

4.1 Goli formes f6caux
A la saison oi l'on irrigue les champs, il faut pr6lever au moins une fois, et de pr6f6rence
deux fois, par semaine, un 6chantillon unique de l'effluent final destin6 d une irrigation
non r6glement6e pour y d6nombrer les coliformes f6caux. Lheure du pr6ldvement sera
fix6e sur la base de quelques 6tudes conduites sur le nycth6mdre, comme suit :

L Sur une dur6e de 24 h, pr6lever un 6chantillon toutes les 3 h (huit 6chantillons au total)
et compter Ie nombre de coliformes f6caux dans chacun d'eux, soit Nr, Nz, . . , N8.

2. Calculer le nombre g6om6trique sur 24 h selon la formule :

Nombremoyeng6om6tr ique = Nr X Nz x . . .  x  N8) 1/8

3. Rep6rer, parmi les nombres obtenus aux diffdrentes heures, celui qui se rapproche le
plus de la moyenne et choisir l 'heure correspondante (g6n6ralement entre 8 et 10
heures du matin) pour le pr6ldvement r6gulier d'6chantil lons. Comme on procdde d
l'dchantillonnage pendant toute la p6riode d'irrigation, on calculera la moyenne 96o-
m6trique mobile au moyen de la formule ci-dessous :

Moyenne g6om6trique mobile = (Nl x Nz x . . . x Nn) tln

C'est cette valeur qui ne doit pas d6passer 1000.

4.2 Guls  d 'he lminthes
Heure du jour

La concentration des ceufs des helminthes parasites de l'homme dans les eaux r6siduaires
est extrdmement variable sur 24 h. Quand Ia surveillance s'exerce sur des eaux non traitdes,
il est donc important de pr6lever soit une s6rie d'6chantillons sur 24 h, soit un seul 6chan-
tillon mais d condition qu'il soit repr6sentatif grAce i I'application de la m6thode d6crite



Analyse des eaux ftsiduaires en vue de leur rccylage en agriculturc

q

sous 4.1. Dans le cas des ceufs d'helminthes, mieux vaut utiliser Ia moyenne arithm6tique

que la moyenne g6om6trique : moyenne arithm6tique mobile : (Nr + Nr * . . . + Nn)/n

Les variations journalidres du nombre d'eufs d'helminthes sont moins importantes dans

l'effluent d la sortie d'une installation de traitement (surtout s'il s'agit d'un bassin de stabi-

l isation).

Frdquence de I'6chantillonnage

Elle d6pend des objectifs du systdme de surveillance et de la technique de traitement des

eaux r6siduaires. Dans n'importe quelle installation, il faut proc6der d une 6tude sur le nyc-

th6mdre (2a h) et d des 6chantillonnages fr6quents (une ou deux fois par semaine) pendant

plusieurs semaines d Ia p6riode initiale.

Dans les bassins de stabilisation, I'6limination des ceufs d'helminthes se fait ir vitesse rela-

tivement constante, malgr6 les surcharges et les variations de d6bit p6riodiques; cet 6chan-

tillonnage pr6liminaire devrait donc donner une bonne id6e de Ia qualit6 de I'effluent ir

long terme. Dans les installations de traitement classiques, l'6limination des ceufs se fait en

g6n6ral 2r un rythme beaucoup plus in6gal, de sorte que la surveillance doit 6tre renforc6e

de fagon ir couvrir une large gamme de conditions de marche.

Aprds cet 6chantil lonnage pr6liminaire, la fr6quence de l '6chantil lonnage d6pend de la

faqon dont l'effluent est utilis6, pour une irrigation r6glement6e ou non. Si les eaux r6si-

duaires sont trait6es dans des bassins de stabilisation et utilis6es pour une irrigation non

r6glement6e (cat6gorie A du Tableau 1), un ou deux 6chantillons par mois suffisent, car Ia

dur6e de s6jour dans le bassin n6cessaire pour atteindre Ia norme concernant les coli-

formes est nettement sup6rieure d celle qui permet d'atteindre Ia norme relative aux ceufs.

En revanche, avec une autre technique de traitement ou si les eaux r6siduaires sont desti-

n6es ir une irrigation r6glement6e (cat6gorie B, Tableau 1), il faut pr6lever au moins un

6chantil lon par semaine. La surveil lance doit s'exercer r6gulidrement pendant toute la

pdriode d'uti l isation de l 'eff luent pour I ' irr igation.

Nombre d'6chantillons

Si l'on veut connaitre les variations dans le temps du nombre d'ceufs par litre, il faut pr6le-

ver chaque fois plusieurs 6chantillons. Un minimum de trois 6chantillons semble souhai-

table. Le nombre exact d6pend de la plus faible diff6rence vraie qu'on souhaite mettre en

6vidence et du niveau de signification d6sir6, ce que d6crivent la plupart des manuels de

statistiques (voir par exemple, Sokal & Rohlf, 1981).
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