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Introduction

L’eau estle moteur de la vie et I'un des principatecteurs de propagation de
nombreuses maladies quisont a l'origine d’épidémegeurs chez 'lhomme ou I'animal car
elle constitue le foyer de nombreux microorganisp&hogenes, spécialement les bactéries
qui incluent des espéces du geBnegella ,Salmonella,Compilobacter,Yersinia,Echerichia et
d’autres comme leggionella, ainsi quecertaines especes du géfibeioqui ne sont pas des
bactéries d’origine entériques, mais des pathogédoes|’habitat naturel est I'environnement
et plus particulierement les systemes aquatiquiesréfet al., 2009).

Les eaux de surface peuvent étre contaminées pandteres fécales de I’'homme et
de l'animal et contenir une grande variété de noigganismes potentiellement pathogenes
pourlhomme. La recherche systématique de tousgksnes entéro-pathogenes n’étant
pasréalisable en pratique, le dénombrement de térEx indicatrices » est classiquement
utilisépour évaluer cette contamination fécaleest fisques sanitaires qui y sont associés.
Pendantde nombreuses années, les coliformes tefaf&kcaux ont été largement utilisés
commeindicateurs de contamination fécale. Plusméuent, les bactéries appartenant a
I'espécdscherichia Coli (E. Coli) ont été plus spécifiquement dénombrées car stiestres
abondantes dans la flore intestinale humaine ebalpj et c’est aussi la seule espece qui soit
strictement d’origine fécale. Sa présence dansl l®gnifie que cette derniere est contaminée
par une pollution d’origine fécale et qu’elle pelanc contenir une pathogénicité (Leduc et
Vaurette, 2016 ; Tarbague, 2011).

Les techniques d’analysesbactériologiques convemtiles sont souvent codteuses,
complexes et applicables seulement au laborattieyer une durée d’analyse longue. Les
méthodes classiques pour dénombrer les bactériesi sont basées sur la culture en milieu
liquide (NPP, nombre le plus probable) ou en miselide (comptage du nombre de colonies
ou UFC, unité formant colonie). Cependant, ces lt@sune sont obtenus qu’aprés un
minimum de 18 a 24 heures d’incubation. Par aifleilra été démontré que les bactéries
d’origine fécale, quand elles sont rejetées dasrsvironnement, peuvent perdre leur capacité
a croitre sur des milieux de culture, bien que lgabilité soit préservée. Le dénombrement
de ces bactéries viables non cultivables (ou VBN@able Bacteria Non Culturable) est
cependant important & comptabiliser d’un point de sanitaire selon certains auteurs.ll serait
donc souhaitable de disposer de méthodes plus erapid plus simple telle que la
biodétection(Tarbague, 2011 ; Bensana, 2020).



Introduction

Pour combiner les avantages des tests biologiquezsla spécificitéet la sensibilitédes
analyses physico-chimiques et microbiologiques, leorts de la recherche en
biotechnologies ont ciblé le développement de Whtemas. Il s'agit d'organismes vivants
modifiésgénétiguement couplés a un systeme dedinatisn de signal permettant la détection
desquantités bio disponiblesd’'un polluant spécéigues biocapteurs sont construitsde sorte
guel'organisme puisse capter un stress environneinest le traduire en un signal
facilementmesurable. Leur intérét principal esilgjyermettent d'évaluer labiodisponibilité
du polluant, avec une grande spécificité donnée engiglles pour une
analyseenvironnementale et pour la mise enpladedimiques de bioredressement (Riether,
2001)

L’objectif de notre étude est en premier lieu, éaactérisation bactériologique d’un
échantillon d’eau de surface (eau du barrage desebdk en se basant sur les méthodes
d’analyses conventionnelles classiquesaulaborateiree par une mise en culturesur milieux
solides et liquides spécifiquesa chaque groupethbant En second lieu, nous avons abordé
une nouvelle approche, qui vise le développemen&dméthode alternative de détection de
bactéries,par I'élaboration d’'un biocapteur immgajue (biorécepteur de type anticorps),
qui aura pour cible lidentification de la bactéfscherichia coliqui est un indicateur de
contamination fécale par excellence des milieuxeagulLe fonctionnement typique d’un tel
immunocapteur est la présence d’'une espece argigemible,immobilisée spécifiguement
par le biorécepteur, la propagation du couranttétpe estmodifiée, ce qui se traduit par une
perturbation mesurable d'un signal électrique. |éande cette approche est la capacité a
détecter des concentrations de bactéries en dedsossuil imposé par la Iégislation et ceci
en un laps de temps court (une a trois heures),d&fidéclencher unealerte précoce. Un tel
systeme, évitant des étapes de manipulation, emmmoeént de culturecellulaire préalable,
autoriserait une détection directe in situ, et uivisquasi temps réel de laqualité des eaux en

générale(Tarbague, 2011).

Afin de réaliser ces objectifs, nous avons procpdEmierementalidentification et
l'isolement la bactéri€ coli, puis la préparation d’échantillons portant digigies dilutions.
ensuite nous somme passé a l'étape de fonctioatiahsdes électrodes d’orpar I'ajout
d'oxyde de grafene(greffage d’'un biorécepteur),ugasnous avons mis au point une
modification chimique de surface assurant le réégeht deliaison adapté d’'une part avec la

plateforme de transduction et d'autre part aveespsces biologiques cibles et de plus
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favorisant les interactions aux interfaces ( apeit’anticorps spécifique B. coli). Et enfin
nous sommes passés au protocole de biodétectionodeéchantillons de différentes
concentrationsétant confirmé par des mesures poteétriques.

Nous avons entamé notre recherche dans le preha@gite par des généralités sur les
eaux de surfaces, et les différentes composantesqoies, chimiques ou microbiologique qui
révelent la qualité de ces eaux .Dans le secondohapous avonsfait une récolte de données
bibliographiques sur les méthodes d’analyses cdiorerellesclassiques, et la biodétection
dont le principe et les composantes d’'un biocapaeusi que les différents types existants.
Pour le troisieme chapitre nous nous sommes é&ale®us les protocoles expérimentaux qui
nous ont servi de guide pour la pratique de nof/ses bactériologiques au laboratoire, ainsi
gue pour I'élaboration de notre biocapteur .En @erlieu, nous avons présenté les résultats
de nos deux parties expérimentales que nous awbaiséépar une longue discutions en se
basant sur le témoignages de différents auteunst grauvé de large expériences dans le

domaines de la surveillance de la qualité I'eapamiculier et I'environnement en général .






Chapitre 1 Généralités sueau de surface

1. Eaux de surface

Elles sont constituées par toutes les eaux cirtedaou stockées a la surface de la
terre. Elles ont pour origine soit les eaux deselisment, soit les nappes profondes dont
I'émergence constitue une source de ruisseauxdauisviere. Ces eaux se rassemblent en
cours d'eau, caractérisés par une surface de t@ata@tmosphere toujours en mouvement et
une vitesse de circulation appréciable. Elles peuse trouver stockées en réserves naturelles
(étangs et lacs) ou artificielles (retenues, basaglLa composition chimique des eaux de
surface dépend de la nature des terrains travgraed'eau durant son parcours dans
'ensemble des bassins versants. Au cours de smimbment, I'eau dissout les différents
éléments constitutifs des terrains (Sari, 2014).

Les eaux de surface sont contaminées plus ou npaingdesbactéries (dont certaines
pathogenes) et des virus. D’'une maniéere généralelod considérer queles eaux de surface
sont trés rarement utilisables pour les besoingsimils et, a fortiori, pour laproduction d’eau
potable a I'état brut, elles doivent étre soumigedes traitements de purificationqui dans

certains cas peuvent étre particulierement sophbigs (Berne et Jean, 1991).

2. Pollution de 'eau

La pollution de I'eau est définie comme étant tautadification physique ou chimique
de la qualité des eaux, qui a une influence négatir les organismes vivants et qui rend
'eau inadéquate aux usages souhaités. Une ealitegtolluée, lorsque sa composition ou
son état est directement ou indirectement moddrd’action de 'lhomme (Ramade, 2000).

2.1.Types de polluants
Tout facteur susceptible de provoquer un déségeildans I'eau et qui altére sa

gualité est appelé polluant. Les principaux polteate I'eausont :

2.1.1. Polluants physiques
L’élévation de la température de I'eau de surfaicairdie la solubilité des gaz dans
I'eau, en particulier 'oxygéne. Les particulessrspension de nature organique ou minérale
sont introduites dans I'eau de surface par les aBuxuisselement d'effluent industriel et
urbain.La radioactivité est potentiellement la pldangereuse des polluants physiques
(Amrani, 2017).
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2.1.2. Polluants chimiques
Les polluants chimiques sont des sels minérauxodsssel que des chlorures, des
sulfates et des micropolluants tels que les métaurxis (plomb, chrome) et les pesticides tels
gue les herbicides, insecticides, fongicides, lats.détergents sont des tensioactifs utilisés en
pratique pour le dégraissage, nettoyage, et aub®snéme que les hydrocarbures qui sont

déversés par les stationsde service et les haiessirielles (Rolland, 2003).

2.1.3. Polluants organiques
L’eau se charge en matiéres biodégradables ou atoopnstitue un milieu nutritif

favorable au développement des microorganismesnmoggnt les pathogenes (Rolland, 2003).

2.1.4. Polluants biologiques
La pollution biologique peut étre de nature virgbarasitaire ou bactérienne. Ces
microorganismes sont nuisibles pour la santé deorlirhe. Les polluants biologiques
entrainent un déficit en oxygene dissous et un ggant des odeurs désagréables. Les
polluants bactériologiques et viraux sont les plamgereux, ils provoquent des maladies

mortelles comme la typhoide et le choléra (Roll&td)3).

3. Parametres de qualité

L’appréciation de la qualité des eaux de surfacbase sur la mesure de parametres
organoleptiques, physico-chimiques, mais surtoutur & présence ou l'absence de
microorganismes indicateurs dune plus ou moins neonqualité de [l'eau.
L’approvisionnement en eau doit étre vérifie régudment pour garantir le maintien d'une

gualité satisfaisante de I'eau.

3.1.Parametres organoleptiques
Il s'agit de la saveur, de la couleur, de l'odduwtesla transparence de l'eau. lls n'ont
pas de signification sanitaire mais, par leur déatian, peuvent constituer des facteurs
d'alerte pour une pollution ou un mauvais fonctement des installations de traitement ou de
distribution (Lounnas, 2009).

3.1.1. Couleur
Les eaux naturelles sont toujours plus ou moinsréek .Leur couleur varie du jaune
pale a peine perceptible au brun rougeatre, selamature et la concentration des matieres
colorantes qui sont souvent d’origine naturell@mviennent de la dégradation de matieres

végeétales. La couleur d’'une eau dépend aussi det plie la turbidité (Behloul, 2009).
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3.1.2. Odeur et goat

Toute odeur est un signe de pollution ou de présale matiéres organiques en
décomposition. L'odeur est détectée par les orgalfiestifs. D'autre part le golt peut étre
défini comme I'ensemble des sensations gustatoisctives et de sensibilité chimique
commune percue lorsque la boisson est dans la bddahs le cas d'une eau potable,
I'apparition ou le changement de godt et d’odewveat étre signe d’activité microbienne et
de lacune dans le traitement ou de contaminatios tiaréseau de distribution. Par ailleurs,
une eau traitée peut avoir un goGt plus prononc¢éngueau non potable du fait du chlore

résiduel (Lounnas, 2009).

3.1.3. Turbidité
La norme ISO 7027 (AFNOR, 1999) définit la turbéd@domme étant la « réduction de

transparence d’un liquide due a la présence ddaudes non dissoutes ».
La turbidité d'une eau est une mesure globale gemg en compte toutes les matieres, soit
colloidales, soit insolubles, d’origine minérale organique. Des particules en suspension
existent naturellement dans I'eau, comme le limkargile, les matiéres organiques et
inorganiques en particules fines, le plancton etuttes microorganismes(Ben Thagtat.
2007).

3.2.Parametres physico-chimiques
3.2.1. Température (T°)

La température est un parameétre physique clé, Basens gu’elle agit de maniére
déterminante sur les processus chimiques et baplegi au sein des cours d’eau. Il important
de connaitre la température de I'eau avec une bpréwsion. En effet celle-ci joue un réle
dans la solubilité des gaz, dans la dissociati@nseés dissous et dans la détermination du pH,
pour la connaissance de l'origine de I'eau et Iétanges éventuels, etcEn outre, cette mesure
est trés utile pour les études limnologiques. D’tagon générale, la valeur de ce parametre
est influencée par la température ambiante maiterdgat par d’éventuels rejets d’eaux
résiduaires chaudes (Ghazstlial. 2013).

3.2.2. Potentiel Hydrogene (pH)
Le potentiel Hydrogéneest une mesure de [lacidig¢ lgtau c’est-a-dire la
concentration en ions d’hydrogéne’fHLe pH d’'une eau naturelle peut varier de 4 &n0
fonction de la nature acide ou basique des terfaaversés. Des pH faibles (eaux acides)

augmentent notamment le risque de présence de xrstas une forme ionique plus toxique.
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Des pH élevés augmentent les concentrations d’anamotoxique pour les poissons. On
admet généralement qu’'un pH naturel situé entree6&5 caractérise des eaux ou la vie se

développe de maniére optimale (Savary, 2010).

3.2.3. Conductivité électrique (CE)

Désigne la capacité de I'eau a conduire un couwlaatrique, elle est déterminée par la
teneur en substances dissoutes, la charge ion@muapacité d’'ionisation, la mobilité et la
température de I'eau. Par conséquent, elle rersaignle degré de minéralisation d’'une eau.
La conductivité électrique standard s’exprime gale@nent en milli-siemens par métre (uS/
m) a 20 °C. La conductivité¢ d’'une eau naturelle estnprise entre 50 et 15005/cm
(Haddacktal. 2014).

3.2.4. Matieres En Suspension(MES)
Sont constituées de toutes particules organiquesinérales véhiculées par les eaux.
Elles peuvent étre composées de particules de,sdbléerre et de sédiment arrachés par
I'érosion, de divers débris apportés par les eadesiou les eaux pluviales trés riche en MES,

d’étres vivants planctoniques notamment les algi@&sgenti, 2011).

3.2.5. Dureté totale (DT)

Produite par les sels de calcium et de magnésiurtecos dans I'eau. On distingue
deux types de dureté : la dureté carbonatée quesmond a la teneur en carbonates et
bicarbonates de Ca et Mg et la dureté non carbemaiEluite par les autres sels. La dureté est
mesureée par le titre hydrotimétrique exprimé enrédégncais (°F); 1°F correspond a 10 mg
de carbonate de calcium dans 1 litre d'eau. Latélulune eau naturelle dépend de la

structure géologique des sols traversés (Betghlitj 2013).

3.2.6. Alcalinité
Correspond a la capacité d’'une eau a réagir agdoms hydrogéne (Bl qui est due a
la présence des ions hydrogénocarbonate (JCe&rbonate (C&) et hydroxyde (OH. On
distingue (Lounnas, 2009):

» Le titre alcalimétrique complet TAC :

(TAC)= [HCO5] + [COs*] + [OHT... oo, 1)
* Le titre alcalimétrique TA :
(TA)= [OH] +1/2[CO5T... oo, (2)
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3.2.7. Equilibre calco-carbonique
L’équilibre entre le carbonate de calcium et leabionate de calcium est fonction de
la teneur en C®dans I'eau définie comme concentration en, @Quilibrant. La réaction
chimique prépondérante est (Degremont, 2005) :
CaG@ CO,+H,O0 +=—= Ca(HCH..........ccveeevee.. (3)
Deux cas peuvent se présenter :
* Sile [CQ)] libre > [CO,] equilibrant, le sens (1) est prédominant le,@®cédentaire
attaque la couche calcaire présente dans les satiatis. L’eau est donc agressive.
* Si[CQ] libre < [CO,] équilibrant, le sens (2) domine. Une partie déHTZ03), se
dépose en calcaire et augmente la teneur enliBf@. L'eau est dite entartrante ou

incrustante.

3.2.8. Chlorures
Les teneurs en chlorures des eaux sont extrémeragaes et liées principalement a
la nature des terrains traversés ; les normestfs@moncentration maximale a 250 mg/l.Les
eaux courantes exemptes de pollution ont une tenés mg/l de chlorures, tandis qu'elle
peut atteindre 1000 mg/Ipour les eaux ayant tré&veées marnes saliferes (Beer, 2010).

3.2.9. Sodium
Le sodium est un métal alcalin que I'on trouve daes sels sous forme d’'ion Na+. Il
est treés soluble dans 'eau et se trouve a coraténis plutdt faibles dans les eaux brutes. Il
affecte les qualités organoleptigues de I'eau logsga concentration dépasse 200 mgl/l.
L’'Union Européenne fixe son taux maximal a 200Irdghs I'eau potable (Beer, 2010).

3.2.10.Potassium
Se trouve sous forme de cation monovaleri) @6 milieu naturel. Il s’agit d’'un métal
essentiel pour l'organisme, On le trouve dans lasixebrutes non polluées a des
concentrations généralement faibles. Il y parviricipalement via des infiltrations de mica
et de feldspath potassique ou de sels potassitmes part anthropogene peut provenir de

I'utilisation d’engrais et de jus de décharge(B&€x10).

3.2.11.Sulfates
Les origines naturelles des sulfates sont I'eapluaie et la mise en solution de roches
sédimentaires évaporitiques, notamment le gypseS@Jaet la pyrite (FeS) est plus
rarementde roches magmatiques (galéne, blendex&th2013). Leur présence dans I'eau
peut provenir des effluents industriels et de depdbrigine atmosphérique, mais les

8
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concentrations les plus élevées se rencontrentg@géneent dans les eaux souterraines et sont
d’origine naturelle. L’ion sulfate est I'un des ans les moins toxiques, a des concentrations
élevées il peut avoir un effet purgatif ou entraimee déshydratation et une irritation gastro-
intestinale, il peut aussi communiquer un godt @gtible et contribuer a la corrosion du
réseau de distribution. Les seuils de détectistagire sont de 200-250 mg/l pour JS&,
250-900mg/l pour CaS0400-600 mg/l pour MgSLQMaiga, 2005).

3.3.Parametres indésirables
Leur présence dans les eaux naturelles peut progdenia dégradation de la matiere
organique et dépond de la nature des terrainsrs@seil est préférables de les trouver a des
petites quantités dans I'eau de boisson, les nodad®©MS recommandent les valeurs porté
sur le tableau 01(OMS, 2000).
TableauO1 :Normes de 'OMS pour les paramétresindésirablesgOR000).

Parametres indésirables NormesOMS
Fer 0.3 mg/l
Aluminium 0.2 mg/l
Manganése 0.05mg/l
Phosphates 0.5 mg/I
Fluor 1.5mg/1

3.4.Parametres de toxicité
En raison de leur effet néfaste sur la sante hugsaimémes en petites traces, il est
donc souhaitable de ne pas les trouver dans I'etable, pour ces raison les normes sont
stricte vis-a-vis de ces paramétres, 'OMS reconuwales valeurs portés sur le tableau
02(OMS, 2000).
Tableau02 :Normes de 'OMS pour les parametres toxiques(OMB02

Parametre Norme
toxiques OMS
Arsenic 0.05 mg/l
Argent 0.05 mg/l
Baryum 1.00 mg/I
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Cadmium 0.01 mg/l
Cyanure 0.05 mg/l
Chrome 0.05 mg/I
Cuivre 1.50 mg/I
Mercure 0.001 mg/l
Plomb 0.05 mg/I
Hydrogénesulfuré 0.02 mg/l
Sélénium 0.01 mgl/l
Zinc 5.00 mg/Il
H.P.A 0.20 mg/l

3.5.Parametre organiques

3.5.1. Demande biochimique en oxygenes (DB
On appelle DB® d’'une eau la quantité d’oxygene exprimée en ngghsommeée

pendant 5 jours a une température de 20°C, néoesgaur décomposer par oxydation
biologique des matieres organiques présentent kizfflaent. La valeur obtenue représente
environ 80% de la pollution biodégradable total®digr, 2009). Le tableau 03présente la

gualité de I'eau en fonction de la DBO

Tableau 03Qualité de I'eau en fonction de la DB@Rodier, 2009).

Valeur de la DBGs (mg/l) Qualité des eaux
DBOs<3 Tres bonne
3 <DBGs<5 Bonne
5<DB0Os<8 Moyenne
DBOs>8 Mauvaise

3.5.2. Demande chimique en oxygene (DCO)
C'est la quantité d’oxygéene nécessaire pour obteni oxydation compléte des

matieres organiques et minérales présentes daams. [@ertaines matieres contenues dans

'eau sont oxydées par un exces de dichromate tisgiam, en milieu acide en présence de

10
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sulfate d’argent et de sulfate de mercure. L'exd@slichromate de potassium est dosé par le
sulfate de fer et d’ammonium. La DCO est exprimeéeng/l d’O, consommeé par les matieres
oxydables dans un litre d’eau (Melghit, 2013).

3.5.3. Phosphate

Les phosphates font partie des anions assimilgialele corps de I'étre humain. Quelle
gue soit leur origine (domestique, industrielle agricole), leur présence dans les eaux a
fortes concentration (teneurs supérieures a 0.2) n@yorise le développement massif
d'algues, lesquelles conduisent a l'eutrophisatesilacs et des cours d'eau. La directive des
communautés européennes (CEE) indiqgue comme teloephosphore dans I'eau destinée a
la consommation humaine un niveau guide de 0.4 mpfine concentration maximale
admissible de 5 mg/l, aucune valeur indicativetnesommandée par 'OMS (Guergaziet
Achour, 2005).

3.5.4. Azote ammoniacal

Constitue un des maillons du cycle complexe deot@zlans son état primitif. C'est
un gaz soluble dans l'eau. Il existe en faible prapn, inférieure a 0.1mg/l d’azote
ammoniacal dans les eaux naturelles. Il constituban indicateur de la pollution des cours
d'eau par les effluents urbains. Dans les eaux rfojedles, il provient de la matiére
organique azotée et des échanges gazeux entreet €atmosphere (Makhouletal., 2011).
L’ammonium en lui-méme n’est pas nuisible. Maistpre le pH augmente, il se transforme
en ammoniac, un gaz soluble dans l'eau et toxique fa vie aquatique. Des problemes

apparaissent a partir d’'une concentration de 0. Nigl (Merabet, 2010).

3.5.5. Nitrates

Constituent la forme azotée la plus dominante desisours d’eau et dans les nappes
d’eau souterraine. Ils proviennent généralemerakcomposition de la matiére organique
par oxydation bactérienne des nitrites et constitansi I'ultime produit de la nitrification.
En milieu naturel, sa concentration dépasse raregd mg/l. Des valeurs supérieures
indiguent des rejets d’eaux usées dans les mibeuatiqgues superficielles et souterraines, et
surtout une utilisation excessive de fertilisarisés en agriculture (Derwigtal.,2010).
A cet effet, I'Organisation mondiale de la Santé ®#fixé a 50 mg/l la valeur guide a ne pas
dépasser pour la consommation d’eau de boissote @egteur maximale a été reprise par la

Communauté européenne dans sa directive 98/83/@GEhduembre 1998 (Alouane, 2011).
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3.5.6. Nitrites

Les nitrates (N@) proviennent de 'oxydation complete des compaosébazote. Les
principales sources de rejet des nitrates sonta@&@esols d'acide nitrique ou de nitrates
d'ammonium provenant d'usines d'acide nitrique etedilisants et les effluents de certaines
industries alimentaires (salaison, etc.). Les t@ga&ont aussi largement utilisés comme agent
oxydant dans l'industrie chimique. La présence itftes dans les effluents industriels est
surtout liée a leur utilisation comme inhibiteur derrosion. Les nitrites sont considérés
comme étant des ions intermédiaires entre lestedtret 'azote ammoniacal, ce qui explique
les faibles quantités rencontrées en milieu aquati(Abboudet al., 2014).La norme de
I'OMS (2002) pour les nitrites est de (0.1 mg/l).

3.6.Microbiologie de I'eau

Lesmicroorganismes sont constitués de bactériesshdenpignons microscopiques
comme les levures, de parasites, d’algues microggep, d’archaebactéries et de virus. La
contamination des eaux de surface par des microgas d'origine fécale existe depuis
longtemps, des que l'eau a été utilisée comme wedélimination des déchets. Avec le
développement de l'urbanisation, les problémesgihg et de santé publique liés a la
contamination bactérienne de l'eau sont devenupluke en plus critiques. Des contrbles
stricts des eaux de surface et des eaux destinée@nsommation humaine ont permis
I'éradication presque complete dans le monde oat@tldes plus graves de ces maladies, qui
restent cependant un fléau dans de nombreux paysierde développement (Tortoesal.,
2016).

3.6.1. Bactéries de 'eau
Les bactéries sont des micro-organismes procaryote®llulaires, c’est-a-dire que
leurs cellules n'ont pas de noyau et que chagualeadst une entité a part entiere qui peut
vivre et se reproduire par elle-méme. Elles ont tailee moyenne de 1 & 5 micrometres et
n'ont pas d’organites cellulaires, soit ni de cbfgaste ni de mitochondrie. Méme si ce sont
des organismes unicellulaires, les bactéries seoupgnt souvent pour former des

communautés multicellulaires appelées biofilms (@her, 2003).

3.6.1.1.Coliformes totaux
Sont utilisés depuis tres longtemps comme indicatele la qualité microbienne de
'eau parce gu’ils peuvent étre indirectement aigsoa une pollution d’origine fécale. Les

coliformes totaux sont définis comme étant deséms en forme de batonnet, aérobies ou
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anaeérobies facultatives. La presque totalité dpgces sont non pathogenes et ne représentent
pas de risque direct pour la santé, a I'exceptiercertaines souchebEscherichia coli(E.

coli) ainsi que de rares bactéries pathogenes oppstesr(iChevalier, 2003).

3.6.1.2.Coliformes fécaux
Ou coliformes thermo-tolérants, sont un sous-gralgz coliformes totaux. L’espéce

la plus frequemment associée a ce groupe bacestéBascherichia coli (E. coli)Bien que la
présence de coliformes fécaux témoigne habituel¢ieine contamination d’origine fécale,
plusieurs coliformes fécaux ne sont pas d’origieafe, provenant plutét d’eaux enrichies en
matiere organique, tels les effluents industrials sgcteur des pates et papiers ou de la
transformation alimentaire. L'intérét de la détentide ces coliformes, a titre d’organismes
indicateurs, réside dans le fait que leur surviesddenvironnement est généralement
équivalente a celle des bactéries pathogénes et lgue densité est généralement
proportionnelle au degré de pollution produite legr matiéres fécales. Par ailleurs, puisque
les coliformes fécaux ne proliferent habituellemgas$ dans un réseau de distribution, ils sont
utiles pour vérifier son étanchéité, permettantdéiecter une contamination fécale découlant
par exemple d'infiltrations d’eau polluée dans kmnalisations. lls sont aussi de bons
indicateurs de l'efficacité du traitement de I'e@ogis comme leur nombre est moins élevé
gue celui des coliformes totaux, ces derniers lgomt préférables pour cette fonction

(Painchaud, 1997).
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Figure 01: Escherichia-coli sous microscope électroniqueX@ I®00(Avril et al, 2000)

3.6.1.3.Streptocoques fécaux
Sous cette dénomination générale, il faut ented@mesemble des streptocoques
possédant la substance (acide teichoique), argigéncaractéristique du groupe D de
Lancefield. Ces streptocoques sont généralemesatgbobalement en compte comme des
témoins de pollution fécale, car tous ont un haliéeal. lls sont présents dans le tube digestif

et constituent une population importante.Contragenaux coliformes ilsn’ont pas le pouvoir
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se multiplier dans I'eau. Connus aussi par l'agbelh entérococes intestinaux, leul
dénombrements sont rarement effectués indépendantegmniénombrements des coliforr
et coliformes thermo tolérants. Toutefois, d'uneofa générale, les concentrations
streptocoques fécaux sont, dans les milieux natuelres ue ceux spécifiquement pollu
par le bétail, inférieurs a celles des coliformésaiix (Rodier, 2009).La norme exige |
absence dans 100 ml d’eau (G-Goyon, 2002).
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Figure 02 Aspect en microscope optiqgue GX 1000 des entéueen (Arhab et Chebli021).

3.6.1.4Clostridies sulfito-réductrices
Ne sont pas seulement d'origine fécale, mais sest germes ubiquistes, dont
présence dans l'eau est souvent révélatrice diatiibn telluriques, ou de matiér
organiques en putréfaction, bien cC. perfringenssoit un indicateur assez spécifique di
pollution liée aux déjections animales. La présafeees spores permet donc de détecte
contamination ancienne ou intermittente. Leur abseindique une bonne protection ¢

nappes. La norme tolére la fence d’'une spore dans 20 ml d’eau (Ga@oyon, 2002

.
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Figure 03 Photographie de Clostridium perfringens obsemvériroscope optiqt

GX1000 (Pourcher, 2007).
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Chapitre 1 Geénéralités suedu de surface

3.6.1.5.Salmonelles

Ce sont des coccobacilles appartenant a la faodteentérobactéries, généralement
considérés comme pathogénes bien que leur virulesiceleur pathogénie varient
énormément : fievre typhoide, gastroentérite (Delfa 2003). Humains et animaux peuvent
éliminer dans les selles des salmonelles, non memieen cas de maladie mais aussi autant
que porteur asymptomatique. Les salmonelles peugaeprésentes dansles eaux usées
d’origine agricole et domestique, les eaux doucesmpris les eaux potables et les nappes
phréatiques ainsi que I'eau de mer (Rodiat., 2009).

3 2 e
s ¢ ]
Magn H 2 g a ﬁ

12000x b
alamy stock photo

Figure04: Images des Salmonelles sous microscope a un GOAEhebli et Arhab,
2021).

3.6.1.6.Vibrion cholérique
Le vibrion cholérique appartient & la famille desrionaceae Ce sont des germes d’habitat

fécal,on distingue deux variétés responsables o il s’agit duvibrion cholereaeet
vibrion cholereae el T@Rodier, 2005).

Figure 05: Vibrions cholériques observé en microscopeEleatpomia balayage (Arhab et
Chebli, 2020).
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Chapitre 1 Généralités sueau de surface

3.6.2. Parasites de I'eau
La recherche des agents infectieux dans I'eau nen#ent plus a la recherche des
bactéries, en effet, suite a des épidémies parfgisrtantes, les parasites ont été identifiés et
peuvent donc maintenant étre recherchés dansued #MS a classé les parasites, en 2003
parmi les agents pathogénes émergents. Ce clagsdailersuite a I'observation d’une
augmentation significative de cas d’épidémies diog hydrique liées aux parasites a travers

le monde (Babou et M’'zyene, 2018).

3.6.3. Virus de l'eau
Les virus transmis par voieoro-fécale provoque dades epidémies, I'eau joue un
réle majeur dans leurs transmission.Parmi les \présent dans I'eau, on compte le virus de
'hépatite A ; le virus de I'hépatite E plutbt camé dans les milieux tropicaux, le virus
commun des gastroentérites, les adénovirus, levifRep le plus souvent les virus sont
adsorbés aux matieres en suspension et décantenteligs, aussi bien la désinfection au

rayon UV est efficace pour les détruire (Benkadd204.6).

4. Epidémies d’origine hydrique

Une épidémie (du greepiE sur etdémos= peuple) est définit comme étant
augmentation et la propagation inhabituellemeapides, dans une collectivité ou un
territoire donné et pendant une période de tempgée, du nombre de cas d'une maladie
transmissible. Il est maintenant évident que |'eamunstitue un important vecteur de
transmission des microorganismes pathogénes remglensd'épidémies, les pathogénes se
transmettant par I'eau peuvent étre des virushdeteries et des parasites. Divers événements
d'éclosions microbiennes ont marquées l'histoiradanté publique et de la microbiologie de
l'eau, en particulier, celles de deux bactérie¥jbriocholeraet Salmonella
entericaserovarTyplBernier, 2007). Les tableaux en annexeOl et 0Z moontrent les

différentes maladies transmissibles par I'eau @aBernier, 2007 ; Piergt al., 2009).
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Chapitre 2 Détection des bactérigsbéocapteurs

Au cours des dernieres décennies, les évolutionssidérables des méthodes
analytiques mises en jeu dans les domaines de teecm®, de I'agro-alimentaire ou le
contr6le de I'environnement, ont nécessité le dgystment des techniques de détection
d’agents contaminants (bactéries pathogénes encylant) de plus en plus rapides et
sélectives. Dans ce contexte, I'utilisation de eap représente une solution potentiellement

economique pour réaliser des mesures de contaonnatsitu (Sboui, 2016).

1. Méthodes conventionnelles classiques de détectioascbactéries
Il existe plusieurs méthodes classiques de détediés bactéries, parmi elle on cite :

1.1.Méthodes par culture
Elles sont basées sur la révélation visuelle detickes métaboliques simples. Ces tests
incluent les techniques de fermentation en tubeliptas/nombre le plus probable et la

filtration sur membrane(Bernier, 2007).

1.1.1. Nombre le plus probable NPP (milieu liquide)

Le NPP est une évaluation statistigue du nombreagdé&éries et non le décompte réel
de bactéries présentes. Ce besoin d'interprétdéoaule du fait que les entités qui donnent
lieu a des colonies ou a de la croissance en miliguide, ne sont pas des bactéries libres
mais probablement des agglomérats de bactéries é@smmités formatrices de colonies
(UFC). L'unité de la table de NPP est donc I'UFQ/&0 (Bernier, 2007).

1.1.2. Filtration sur membrane (milieu solide)

Cette technique de détection consiste a filtreréahantillon d'eau (100 ml) pour
récupérer les bactéries sur une membrane de fadrtesité (0.45 um grace a l'aspiration
exercée par une pompe a vide. La membrane esttemscubée sur un milieu gélose a des
températures déterminées et pendant un intervalterdps qui dépend de la méthode utilisée.
Des techniques de filtration sur membrane (FM) sdisponibles pour la détection des
indicateurs de contamination fécale et tout auathggene bactérien pour lequel il existe une

méthode de culture (Bernier, 2007).

1.2.Méthode Enzyme-LinkediImmunosorbantAssay(ELISA)

Le test ELISA a été, a l'origine développé pouredér les anticorps circulants. |
s'agit d'un procédé (immuno absorption enzymatiquepermet de doser les antigenes (corps

considéré comme étranger par I'organisme) et lesoaps grace a l'utilisation d'un marqueur
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Chapitre 2 Détection des bactérigsbéocapteurs

(molécule dont la détection permet d’identifier &éments). Dans la méthode ELISA, ces
marqueurs sont des enzymes.
Les tests ELISA sont réalisés sur des plaques deotiiation, en polystyréne ou en
polychlorure de vinyle. Ces plaques sont transkgidt comportent de hombreuses micros
cavités dans lesquelles sont déposés les échastillbn premier lieu, les antigénes sont
déposés dans les cavités qui sont ensuite rincgesepiminer les Ag en exces, une fraction
de ces Ag est restée fixée aux parois des cupaldgsons hydrophobes.
Successivement I'opération est réitérée avec unaps primaire puis secondaire, qui lui est
liés de facon covalent a la peroxydase oxyde diffi&as molécules qui, en fonction de leur
degré d’oxydation vont présenter des couleurs rmdiffies.ll existe plusieurs types
d’Elisa(Pierron, 2005) :

v Eisa directe

v Elisa indirecte

v Elisa compétitive

v' Elisa sandwich.

1.3.Méthode de Réaction de Polymérisation en ChaifeCR)

Ces méthodes sont fondées sur I'utilisation d'magrae ADN polymérase qui permet
de recopier a partir d'une amorce (amorce d'’ADN) séguence cible (ADN cible) connue La
PCR fournit une méthode ingénieuse afin d’ampligigécifiquement une séquence d’ADN de
facon exponentiellén vitro. Cette méthode publiée par Mudlisal. en 1987, repose sur la
succession de cycles d’amplification. Elle est tituse d'une trentaine de cycles, chacun
d'eux comportant trois étapes essentielles :

v La dénaturation thermique des ADN double brin erNAddmple brin ;

v' L'hybridation de deux oligonucléotides (couplesrdtaces) de part et d’autre de la
séquence a amplifier (sur les brins cibles déngjyré

v' L'extension ou élongation enzymatique des amorcas yme ADN polymérase
thermorésistante. Cette derniére phase permet tdhése d'un brin d’ADN
complémentaire par une ADN polymérase ADN déperedamérmostable (laaq
polymérase étant la plus utilisée). Elle reste fionoelle tout au long de la PCR

(Payet, 2018).
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2. Biocapteurs

2.1. Historique

En 1950, Leland Clark a développé le premier cagbeur mesurer la concentrati
d’oxygéne dissout dans le sang. Sa collaboratiec &yons en 1962, a permis I'évolution
ce biocapteur en l'associant & une membrane enique contenant la glucc-oxydase, et
une électrode a oxygene dans le but d’évaluerdaardration en glucose dans le s
Cing années plus tard, Updike et Hicks ont élalbme électrode enzymatique permettar
dosage du glucose dans des solutionlogiques. A la fin des années 70 (1969), Geo

Guilbault a élaboré un dispositif pour le dosagéwée dans le sang et 'urir(Sboui, 2016).

2.2. Définition et principe de fonctionnemen

Un biocapteur est généralement défini comme étarauiil analytique qui convert
une réponse biologique en un signal physiqgue mekurfh associe une membrane, app
biorécepteurqui comprend une espece biologique permettargdannaissance sétive de
la molécule recherchée, et un transducteur perntetta détecter et/ou de quantifier
biomolécules dans les aliments, I'environnementdans les liquides biologiques (Guinl

2017)la figure suivante nous montre le schéma d’un Iptena

Biocapteur

Modifications

4 >. \ ) physico-chimiques

f\ . . 4>>— che sensible 3 i i/ Bl
\ Signal physi
k. 4 >_ ignal physique

| Milieu d'analyse | I Biorécepteur Transducteur Mesure amplifiée |\
v Anticorps v" Electrochimique
v Enzymes v Optique
v ADN ¥ Gravimétrique
v Cellules v Thermique

Figure O€ : Schéma d’'un biocapteur (Guinlet, 2017).

Selon I'Union internationale de la Chimie Pure epiguée (IUPAC), un biocapte!
doit étre petit et compact, avoir un signal révdesidonner des déterminations précise

établir uneconnexion réelle entre le matériel biologique ettreensducteuLe choix du
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biorécepteur dépend de I'analyte recherché. Add# années, différents biorécepteurs ont été
utilisés. Il est possible d'utiliser toute molécbi®logique permettant 'analyse spécifique de
'analyte cible. Les plus communs sont les enzyrtessacides nucléiques, les récepteurs de
molécules biologiquement actives (hormones, toxineacteurs de croissance,
neurotransmetteurs), les cellules entieres, leanies cellulaires et les anticorps (Guinlet,
2017).

Chaque événement ayant lieu au niveau du biorasepéait produire un changement
qui est transformé en un signal électrique quaitié par le transducteur. Le type de
transducteur est choisi en fonction des modificetibiochimiques se produisant au niveau du
biorécepteur. Le transducteur convertit ces chaegésnen signaux électriques mesurables
qui sont amplifiés et traités par des circuits #tauques. Les plus utilisés reposent sur
l'optique, la calorimétrie, la piézoélectricité d®lectrochimie.Les performances des
biocapteurs sont caractérisées par différents pgrasmm(Montrose, 2013) :

v' La sélectivité : I'aptitude a détecter I'espece cible a I'exctuside toute autre. Ce
parametre dépend principalement du bioréceptean gue le choix du transducteur
puisse contribuer a une bonne sélectivité.

v' La sensibilité : le rapport entre la réponse du capteur et lmtiran correspondante de
la grandeur a mesurer.

v La reproductibilité : la capacité du biocapteur a donner des répanégsvoisines
pour des mesures répétées de la méme quantitdydéananesurer.

v' La limite de détection: la plus petite valeur de la grandeur a mesuoevant étre
détectée de facon significative.

v L'exactitude : c'est l'accord entre le résultat de la mesurka efaleur vraie de la
grandeur mesurée ; I'écart est appelé erreur ahsolu

v' La durée de vie: période pendant laquelle les caractéristiquesagieur permettent
son utilisation avec un degré de précision suffisan

v La dérive : I'évolution de la ligne de base du capteur abdence de I'espece cible.

2.3. Domaines d’applications
Les domaines d'application des biocapteurs sont bmeuax, les tableaux en

annexes05/A et 05/Brecensent quelques domainesrstusages (Kengne-Momo, 2011).
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2.4. Composantgl’un biocapteur
Les principaux composants d’'un biocapteur : le biorécepteuet le transducteur, la

figure 07 résume la famille debiorécepteurs et transducteurs existéiiengne, 2011

[ - F { Fibre Optique

Raman , = Autres
IRTF
Magnetoelastique

SAW ]

transducteur

Biorecepteur

Electrochimique

Potentiométrique
Impédimétrique

Conductiométrique ]

—

I

Piézoélectrique

[ MCQ

Figure 07 : Famille des<biorécepteurs et transducte(ikengne, 2011

2.4.1. Biorécepteur

Le biorécepteuconstitue la surface utilisée pour capter la ciblaide de capteur. L
capteur peut différer selon l'intérét du biocapieuest possible d'utiliser soit deanticorps,
des enzymes, des oligonucléotides, des ligandsl.etcapteur utilisé dépend beaucoup d
cible, qui peut étre une protéine, une cellulegane, un Antigéne, etc. La surface utilisée
dépendre du type de biocapteur soulFCes biorécepteursont majoritairement classés

deux catégories : ldsorécepteul catalytiques et ceux d’affinit€Cpoiniére, 201).

Catalyse . Hybridation . Affinité

Transducteur

Figure 08 : Représentation schématique de quelbiorécepteurSboui, 2016
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2.4.1.1Biorécepteur d’affinité

lIs permettent une reconnaissance hautement spéeifi’'une molécule biologiqgt
ciblée, deux biorécepteurd’affinité sont majoritairement exploités dans leonde des
biocapteurs (Matheli&uinlet, 2017.

A. Anticorps : il s’agit de protéines reconnaist spécifiguement un antigene dor
au sein d'un systéme biologique. Il s’ensuit unact®n immunitaire spécifique. L
anticorps possedent un fragment cristallisable,samaux anticorps d’'une méme espec
un site d’accroche spécifigue a un antigeonné, la fixation entre les deux systemes
assurée par des sites de reconnaissarpécifique, appelés paratopes épitopes

respectivement pour I'anticorps et I'antig (figure 09).

Antigen- Antigen-
binding binding
site Papain site

AR cleavage A s
“;\.\_ ‘.\‘ Wi sites Vy Mf?'
. Vv,

Cy1 | €y
CL

Cy2
C = constant domain
Fc I V = variable domain
H, L = heavy, light chains
c.3 v lig

Figure 09: Structure schématisée d’'un anticorMathelié-Guinlet 2017).

Deés lors que I'immobilisation des anticorps a l&ate du transducteur est optimz
des lors que les sites récepteurs sont orieniformément et correctement, reconnaissance
garantit donc une détection robuste, sensibleptieades anytes. Toutefois, cela nécess
gue I'antigéne complémentaire ne soit pas dénaurie les conditions de couplage so
favorisées. Cette technique est donc conditionaédes caractéristiques de I'environnem
analytique (pH, force ionique, tempture...)Bien qu’il existe de hombreuses protéines ¢
la nature qui permettent des liaisonsd’affinité csipgues (les récepteurs membranaires
exemple), les propriétés spéciales desanticorp®mnle choix le plus populaire pour |

essais de liaisoaux protéines. Ls avantages des anticorps sont nombreux. IIs soblkest
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solubles, sélectifs. Leur préparation etleur imrisdiion sont bien décrites. lls sont
disponibles sous forme de mélange d’anticorpsresiseant différents épitopes d’un méme
antigéne, dénommeés anticorps polyclonaux, oupwnmegissant un seul épitope (anticorps
monoclonaux) (Hassani, 2018).Notre étude fera appeBiorécepteur anticorggnticorps

de la bactérieEscherichia coli).

B. ADN: bien que moins répandues, les bio-puces a ADNsoscité un intérét
considérable ces dernieres années dans le diagmpétoce de maladies, notamment les
cancers. Elles reposent sur I'hybridation de brkb&DN, immobilisés a la surface du
transducteur (optique ou électrochimique) avec ceormplémentaires, présents au sein du
milieu analysé. Les enchainements nucléotidiguesiptémentaires étant uniques, ces
biorécepteurs garantissent l'ultra-spécificit€iafdillibilité du biocapteur qui les accueille.

2.4.1.2Biorécepteurs catalytiques

Les enzymes sont des protéines possédant la camiitatalyser une réaction de
transformation chimique d’'un substrat donne. Efiesvent sans étre détruites, générer une
tres grande quantité de produits de réaction cibiéan temps trés court (seconde), quantité
qui sera aisément détectée par le transducteute @etivité confére aux biocapteurs des
temps de réponse court et des possibilités de taiigation élevées. Toutefois, la
dénaturation des enzymes, suite a des variationgrdpérature ou ph, inhibant alors leur
capacité catalytigue rend leur utilisation de moéms moins fréquente (Mathelié-Guinlet,
2017).

2.4.2 Transducteurs
Le transducteur constitue un dispositif qui permetmettre en évidence la réaction
entre le récepteur et la cible. Il peut se compaben procédé utilisant I'acoustique ou
l'optique afin d’analyser la réaction. Il peut aus®nsister en un potentiométre, un
amperemetre, un résonateur, etc. (Choiniere, 20d8hoix du transducteur dépend de
(Sboui, 2016):
> Type de réaction et de substances consommeéesérad#: modification de charge,
de pH, variation de la fluorescence...
» Utilisation du biocapteur : un biocapteur pour &mlyses biomédicales doit étre a
usage unique alors gu'un biocapteur pour les aeslgnvironnementales doit étre

robuste...
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> Possibilités interférences : dans les milieux ttesihune détection optique n’est pas

recommandeée.
Généralement il existe quatre types de transdu{®lontrose, 2013):

» Transducteur optique, mesurant des changements tels que I'absorptiagquaptla
fluorescence ou l'indice de réfraction,

» Transducteurpiézoélectrique mesurant un changement de masse,

* Transducteurthermique, mesurant le changement de température accompagman
réaction,

» Transducteur électrochimique basé sur le changement des propriétés électramues

la production d’especes redox.

2.5. Transduction d'intérét (électrochimique)

Les méthodes de transduction électrochimique gest fopulaires dans le domaine
des biocapteurs, non seulement pour des raisotwigiges, le premier biocapteur mis au
point en 1962 est électrochimique, mais aussi fursimplicité. Le principe des biocapteurs
électrochimiques repose sur une réaction doxyda#oh ou une modification de
conductivité électrique au niveau de l'interfacej modifie un signal électrique suite a la
fixation de I'élément a analyser. La détection &tmxhimique est fiable avec une limite de
détection basse et un codt de revient trés falbéeplus, ces transducteurs sont facilement
miniaturisables. En revanche, ils peuvent manquersélectivité, la figure 10 montre le
différentes composantes (Montrose, 2013).

Un capteur électrochimique est généralement unemystcomposé de deux ou trois
électrodes, une de travail, une de référence etaumdiaire. Il existe différents types de
biocapteurs électrochimiques qui sont classés sel@nmode de transduction (Montrose,
2013 ;Kahlouche, 2018):
v' Ampérométrique, mesurant un changement de counamipatentiel donné,
v' Conductimétrique, mesurant un changement de cowmdécbbu de transport de
charges,
v' Impédancemétrique, mesurant un changement d'imgédan
v' Potentiométrique, basée sur la mesure de la diftérde potentiel entre une électrode
de mesure et une électrode de référence .La déimtion des potentiels d’électrode
permet de connaitre directement la concentratiooadps a doser : le signal obtenu

est proportionnel au logarithme de la concentrafiioinde Nernst).
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Biocapteur électrochimique
o 0 | |
@ @ Récepteurs | | .
Enzymes | | Potentiostat
. . Anticorps | |
<> <>- Acides nu:iléiquves| | Capteur capacitif
Cellules | | -
@ @ Molécules ISFET-EnFET
<> Imprimées | |
[ ] | |
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biologique reconnaissance digitale

Figure 10: Composantgénéraux d’un biocapteur électrochimique (Massic@013.

2.6. Biocapteurd’intérét (immunologiques)

Le réactif biologique est constitué des anticoqpécgiques dirigés contre le pollue
recherché. Ces anticorps sont préparés par prodgidéschnologiques ; leur degré
spécificité vérifié préalablement conditionnera pesformances du capteur. Lrésence du
polluant dans le milieu analysé traduite par saation sur l'anticorps pourra ét
suiviedirectement si les anticorps sont fixés une membrane piézoélectrique.coté des
détecteurs piézoélectriques il existe des transduetoptiques eimpérométriques. La liaisc
a l'anticorps est mesurée indirectement a l'aigie waceur facile a analyser quantitativem
L'analyse en systéme compétitif nécessite deuxtif@atanticorps spécifique et la substal
antigénique analogue au polluarecherché mais marquée par le traceur ; la subs
marquée entrera en compétition avec le polluant pesi sites de liaison a Il'anticorps.
guantité de traceur fixée aux anticorps sera irreent proportionnelle a la concentration

polluant dans le milie@sbilcetal 2015).

Bacténe

Biocapteurs
bactériens

’ Signal €lectnque

Molécule cible

Produit bactérien ‘ﬁu
; Iransducteur
iMateriau conducteur)

Figure 11 : Schéma d’un biocapteur bactérien (O<et al.2015.
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2.7. Méthodes d'immobilisation des biorécepteurs
Les stratégies d’immobilisation des biorécepteors stilisées pour construiredes biocapteurs

stables et prétsa l'utilisation. Ces méthodes shotsies pour garder une meilleure stabilité
de I'élémentbiologique et pour adapter une architec appropriee a la détection des

analytes.Ces méthodes sont basées sur la créaidiaisbn chimiques ou physique pour

attacher le biorécepteur (enzyme, anticorps ; Ab&llule, tissus....)a la surface solide du

transducteur.Les méthodes les plus courammenséesgi sont : la réticulation,le piégeage, le
couplage covalent, I'adsorption et I'encapsulatiBansana 2020).

Dans notre cas nous avons utiliséconplage covalentjui est une méthode basée sur la pré-
activation de la surface de I'électrode par destisamulti fonctionnels avant le dép6t de

I'anticorps tels que les groupements carboxyledrdwyles, amides et amines qui pourraient

étre utilisées pour lier des molécules d’anticorps.

3. Bactéries pathogenes et biodétection

Les bactéries ont généralement une taille compeigee 0.5 et Sum, présentant
différentes morphologies : cocci sphériques, bexin forme de batonnets et des spirilles ou
des spirochéetes en spirale. Contrairement auxlesleucaryotes, la plupart des bactéries sont
encapsulées par une paroi cellulaire qui est ptésen I'extérieur de la membrane
cytoplasmique (voirfigure 12). La paroi cellulaireomprend principalement du
peptidoglycane, une matrice polymeére chargée néga@nt comprenant des chaines
réticulées de sucres aminés, a savoir la N-acéatdghmine et I'acide N-acétylmuramique.
Les bactéries peuvent étre classées comme Gramif pasGram négatif selon I'architecture
et I'épaisseur de la paroi cellulaire. Les bactéfBam-positives conservent la coloration
Gram violette en raison de leur épaisse coucheeptidmglycane a I'extérieur de la membrane
cellulaire. En revanche, les bactéries Gram-négaitne prennent pas la tache, car leur couche
de peptidoglycane plus mince est prise en sandesmtte deux membranes cellulaires. La
membrane lipidique externe des bactéries a Gramatiiégontient également des
lipopolysaccharides (LPS), qui agissent comme deotexines et provoquent une forte
réponse immunitaire chez les humains, ainsi quersis protéines, y compris les porines. La
paroi épaisse de peptidoglycane entourant les festésram-positives contient des
composants supplémentaires tels que des lipides, pietéines de surface et des
glycoprotéines. Les bactéries pathogénes a GramatihégpmprennentEscherichia Coli,
Salmonella, Shigella, Légionnelle Haemophilusinfluenzae,

NeisseriagonorrhoeadiNeisseriameningitidesDes exemples de bactéries Gram-positives
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pathogenes comprennedtreptococcus, Staphylococcus, Bac et Closiridium(Kahlouche,
2018).

Le développement des biocapteurs pour des micrommgas entiers est dcile. En
effet, ils nécessitent la détection d'analytes beap plus grands (échelle micrométrique)
les analytes moléculaires typiques tels que legépres (échelle nanométrique) et
bactéries. Ces dernieres présentent de nombretopépide srface pouvant entrainer d
interactions non spécifiques avec la surface dtecaKahlouche, 2018). Vc figurel2

Dans notre travail, notre biocapteur va ciblebactérie Escherichia coli.

Gram positive

_ S-layer
lipids proteins

@

thick outer
layer

Gram negative

- o=
porins 'E = LPS

outer

dadydyyydy membrane

cell

61
membrane jj i

peptidoglycan } periplasm

HEIRIRIRIR]
H

inner
membrane

— P
protein D

/ E RMA
7 e.g. enzymes DNA

e.qg. ribosomes |

Figure 12 : Architecture bactérienne et cibles poubiodétection. Les deux types
bactéries peuvent avoir des flagelles. Les cibliracellulaires pour la biodétecti
comprennent les protéines, 'ADNI'ARN (Kahlouche, 2018

4. Bactérie d’'intérét (Escherichia Coli)

Escherichia coliest une bactér fortement utilisée comme modeéle en laborat
grace a ses grandes capacités biotechnologiquassadsa croissance rapide et son gén
plutét simple, bien caractérisé et facile & margpuElle est, de loin, la bactérie la p

utilisée, et cette vastexpérience dicte qu’elle est toujours choisie esper lieu commi
modele (Lee, 1996).

4.1. Description biologique et origine de la bactéri
Escherichia coli (E. colipst I'espéce type du gerEscherichiades entérobactéri. Appelée

communément "colibacillet.-a-d. "Bacille a colon"E. coliest un habitant de l'intestin et |
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selles des animaux et des reptiles a sang chatie €pece qui a fait I'objet d'un trés gr:
nombre d'études constitue le modele des bacillésa- aérobies. La plupe desE. coli se
multiplient rapidement (18 a 24 h) sur les milidwabituels. Les colonies ont en moyenr
mm de diamétreet 2 a 4 microns deong sur 0.4 a 0.6 um de lardglles sont rondes, plat
et a bords réguliecemme montré dans la figure.C’est une protgbactéries, polynucléaire
neutrophiles, commensale, saprophyBoucenina, 2018).Voitiche technique ' Escherichia

coli en Annexe 03.

Figure 13: lllustration d’une colonie (Escherichia col(BourgetBoulanger, 202(

4.2. Problemessanitaires liéea la bactérie

C’est une bactérie vivant principalement dansnésstins des animaux et les hum.
Elle peut étre excrétée et se retrouver dans laagbuincipalement les sources d’eau doi
Elle possede une bonne capacité d'adion et de survieget est ainsi utilisée comn
indicateur de contamination dans les échantilldeauwdenvironnemente, due a sa présence
presque universelle dans les selles hum.La plupart dessoucheE.colisont non
pathogenes, mais certainks songrace a la production de toxinefig(rel4). Comme la
souchek. colientéropathogéne qui cause principalement une daiatgle « prolongée chez
les nouveau-nés ; la soudiecoli entérotoxinogénequiause principalement la drhée chez
les voyageurs adultedg soucheentérohémorragiquegeiause principalement des diarrh
sanglantes chez I'adulte Btnfant; la soucheE. coli entéroinvasif qui cause la dysentel
bacillaire, une infection aiglie ulcére du gros intestin et finalemepdt la soucheE. coli

uropathogéne qui cause principalement destions urinaires (Choiniere, 20).
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Fimbriae

Escherichia coli [ vew |8

1 pm

Figure 14: Image réelle d’'une souche E Coli pathogéidiquant I'organelle responsatde
la pathogéicité (Kahlouche, 2018).

4.3. Cycle de vie de la bactéri
En milieu hydrique, la quantité en bactéEscherichia coliest majoritairemer

d’origine urbaine par les rejets sanitaires ddswiinsi que d’origine aicole par les engra
de fumierCette bactérie passe donc d’'un milieu favorable gawcroissnce a un milieu rud
ou de nombreux facteurs influencent sasistance dans ce nouvel habitLa figurel5
illustre les deux phases denstycle de vie(Béliere, 2017).

La bactérie se multiplie par fission binaire : kctérie grandit puis se divise erux
cellules filles séparées par un septum de divistwmé par la paroi cellulaire. Durant
division, 'ADN se duplique ainsi que les autresistituants. Divers systémes enzymatig

de synthese et de dégradation participent a laidivicellulaire(UMVF, 2014)
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Animaux a sang chaud ]

Ré inoculation

Sols, sédiment, sable, algue

Facteurs favorisant: m Facteurs limitant:
-  Température - Température
- Nutriment - Nutriment
etc. - Prédation
U - Compétition
- Ensoleillemen
Autonomie f\/

Population d’E. coli

« naturalisé »
Mort

Figure 15: Cycle de vie dda bactérieEscherichia col(Baliere, 2017.

4.4. Facteuranfluengant la survie d’E. Coli dans I'environnement
Plusieurs facteurs influencent le taux de sur’Escherichia colien milieu naturel.C

sont degacteurs biotiques et abiotiques ré€s dans le tableauOBdulange, 2020).

Tableau 04: Facteurinfluencant la survie ¢ colidans I'environneme
(Elsa®tal. 2011 ; Campost al. 2013 ; Baliere, 2017).

Facteurs biotique:s Facteurs abiotiques

e Températur e nutriment

* pH e microorganismes

* Lumiere compeétitifs
(radiations * microorganismeprédateut
solaires) (protozoaires)
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1. Objectif de I'étude

Notre présente étude porte s'analyse bactériologique des ead surface du barra
Taksebten premier lieu, puis sur Irecherche l'identification et I'isolement de la bactérie
Escherichia Colipar le billet de laméthode de détection classique lebhoratoire, suiy d’'un
essai d’élaboration d’'un biocapt de type électrochimique visantdatecte cette derniere, et

I'’étude de son efficacité et sa limite détection.

2. Zone d’étude

Le barrage de TAKSEBT est situé sur 'OUED AISStlugnt du Sébaou, a environ7K

au Sud-est de la ville de Ti@uzou et 100 km a I'Est de la ville clger. (Figurel6)
La retenuecrée par le barrage a une capacité de 175 milldasn® permettant une
régularisation de 180 millions?, destinée & I'alimentation en eau potable et tepabmme
suite:

» 173000 nV j pour lawilaya deTizi-Ouzou ;

> 60 000 ni j pourla wilaya deBoumerdes ;

» 235000 nV j pouta wilaya dAlger.

B
™)
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Figure 16 : Localisation du barrage de Taksebt (Google M, 2021).

3. Lieu et durée de I'étude

Nos travaux de recherche sont réalisés en collborantre le laboratoire de traitem
des eaux de 'UMMTO et IEDTA d’Alger. La premiere partie expérimentiou on a traité la
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caractérisation bactériologique classique de I'elau barrage suivi de [lidentification et
l'isolement d’ Escherichia Cali, s’est tenue dans le laboratoire de traitementsedes de la
faculté des sciences biologiques et agronomiqueantie mois de Mai,la deuxieme partie qui
porte sur la biodétection a été réalisée au sei@MUA d’Alger durant la période allant du
10/06/2021 au 25/06/2021.

Le CDTA est un établissementpublicacaractere sticpun et technologique, qui a pour
mission de mener des actions de recherches smjeersf d’innovation technologique, de

valorisation et de formation dans divers domaines.

e il mpr L

s e I S s, S
e T R e - ra ) e P N
) gt iy |_I'I——__|"' il

FENTRE DE DEVELOFPERENT DES TECHN

Wl

Figure 17: Centre de développement et des technologies éearff€CDTA).

4. Prélevement et échantillonnage de I'eau
L’étape de I'échantillonnage influence directeméatqualité des résultats analytiques

obtenus, des précautions €élémentaires doivent @tiges pour obtenir un échantillon
représentatif, pour les eaux de surface le prélemendoit étre fait en forme de U. Les
échantillons peuvent étre contaminés par un madgusoin dans I'application des techniques
d’échantillonnage, d’ou il incombe au préleveurespecter les conditions suivantes :

- Sélectionner convenablement le point d’échantilage;

- Respecter strictement les procédures d’échantiéigen

- Conférer une conservation adéquate al’échantillon.

La préparation du matériel nécessaire, soit pfiaen verre, marqueur permanent; glaciére
et blocs réfrigérants; appareil photo...doit se fgréalablement, les flacons doivent étre
soigneusement lavés, puis rincés a l'eau distibdsuite séchés puis fermeés et stérilisés a

'autoclave a 121+1°C durant 15min.
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5. Matériels et produits utilisés

* Bec-bunsen * Embout stérile

* Rampe de filtration * Pipettes pasteur

* Portoirs * Flacons stériles

* Pince stérile » Eprouvettes

 Etuve 22C, 37C ,44C » Entonnoirs

« Bain marie * Etiquettes

« Plague chauffante * Filtres de 0.4pm

« Four pasteur oites de pét

« Micro pipettes * Tubes a essais stériles

6. Analyses bactériologiques par la méthode classique
L’analyse bactériologique est basée sur la recleertdr dénombrement et I'isolement des

germes suivants :

= Les mésophiles aérobies totaux a 22°C et a 37°@adi- V08-010180 6222) ;

= Les coliformes totauxX$0O 9308-2) ;

= Les coliformes fécauX$0O 9308-1) ;

= Les Streptocoques fécausQ 7899-2) ;

= Les germes anaérobies sulfito-réductricteurs (gthstn) (ISO 6461-2) ;

= Les Salmonelled$0 6340) ;

= Les Vibrion cholériqued $0O 21872-1).

L’analyse bactériologique peut se faire par troithodesdifférentes qui peuvent étre
utiliséesen fonctiondu type de germe recherché& ktdlisponibilité des milieux de culturea
savoir :

» Filtration sur membrane
Consiste a faire passer a travers une membrarenfétde porosité connue (pore de Quabde
diameétre) sur une rampe de filtration , un voluneel’dchantillon d’eau a analyser, puis la
membrane est retirée pour étre mise en culturarsunilieu gélosé d'ou les bactéries puiseront
les éléments nutritifs nécessaires a leur développe selon le germe recherché puis incubée

aune température bien déterminée.
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e Méthode du milieuliquide
Cette méthode consiste a mettre en culture un wldenl’échantillon d’eau a analy:
ou des dilutions faite de cet échantillon dans iliemde cultureadéquaen forme debouillon,
elle compte deux tempda recherche présomptive puis la recherche aoafive

* Meéthode par incorporation (milieu solide)
Consiste a introduire 1 ml de I'échantillon d’eaanalyser dans une boite de pétri a laq
on ajoute 10 a 20 ml dgelose fondue puis homogénéiser avec des mouvemdaorme 8 e
laisser se solidifieraprés incubation a une température et un temesndiéie en fonction de

germes recherchés orépéde au comptage des colo.

Préparation des milieux de cultur¢ et des dilutions
Consiste afaire fondre les milieux gélosés danbain marie a une température100°C puis
les maintenir en surfusion a 45°C jusquutilisation. Conformémerdux normes AFNOR N
V08-010 et ISO 6881, des dilutions successivesdécimasont préparés pour chaq
échantillona l'aide d’eau distilléestérile dans desditionsaseptiques, ¢ dilutions suivent
des seéries logarithmiques dont les termes sontregrgssion géomeétriqu: 0.1; 0.01;
0.001; ...

v Dilution 1¢° : prise directe dla solution (9ml d’eau didtée +1ml de la solution méi

v' Dilution 10" = 1 ml de la dilution 1° + 9ml d’eau distillée ;
v' Dilution 10°=1 ml de la dilution 1" + 9ml d’eau distillée ;
v

Dilution 10%=1 ml de la dilution 12 + 9ml d’eau distillée.

9ml eau
Physiologique

/TAAAAA

Solution mere

Dilutions 10! 102 10° 10* 10° 10°

Figurel8: Principe des dilutions.
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6.1. Recherche et dénombrement de la flore aérobie médufe totale

A partir de I'échantillon d’eau a analyser et déges de dilutions déja préparées, porterl
ml de chaque dilution dans une boite de pétri viatéparées a cet usage. Verser ensuite dans
chacune des boites environ 15 ml de gélose TGE/édnger avec précaution en mouvement
rotatoire puis laisser solidifier. Retourner lesté® et incuber une série de boites a 37 °C et une
autre série a 22°C pendant 24h a 48h (figure 19).

La lecture se fait aprés chaque 24 heures, oulonlede nombre d’unités formant colonies
(UFC) par millilitre d’échantillon a partir du nom# de colonies apparues sur le milieu de

culture et en respectant le modede calcul donn&aparme, selon la formule suivante :

¥ Colonies
Vi (n1+0.1n3).d;

N=

N : nombre d’'UFC par gramme de produit initial ;
YColonies: sommes des colonies des boites intetpeéta
Vml: volume d’inoculum déposé par boite (1ml) ;

nl: Nombre de boites considéré a la premiereidiiuetenue ;

n2 : Nombre de boites considéré a la seconde allugtenue ;

AN N N N NN

d1 : Facteur de la premiere dilution retenue.

35



Chapitre 3 Matériel et méthode:

Dénombrement e la flore pathogéne (37° C).

Dénombrement de la flore saprophyte (22°) ./

Figure 19: Dénombrement de la flore mésop totale.

6.2Dénombrement des coliformes totaux et Coliformes é&aux
Dans la recherche de ces groupegermes, nous avons eu recourdeux méthodes, vc:
6.2.1. Méthode du miliediquide
> Test présomptif
A partir de I'échantillon d’eau a analyser, on ensace 9 tubes ccenant 10 ml de
milieu BCPL (S/C), puis onhasse le gaz présent éventuellement dans les slathbkier
mélangerle milieu.(Figure 20)
» 3 fois 1 ml de la dilution I-* dans 3 tubes contenant 10 ml de milieu BCPL (.
muni d’une cloche Durhal
« 3 fois 1 ml (1®) dans 3 tubes contenant 10 ml de ru BCPL (S/C) mur
d’une cloche Drham
e 3 fois 1 ml (1) dans 3 tubes contenant 10 ml de milieu BCPL Y®4Gni d’'une
cloche Durham.

L’incubation se fait a 37°C pendant 24 a 48 he On considereomme positif(+) les tubes
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présentant a la fois uégagement ( gaz (supérieur &/10 de la hauteur de la cloc et un
trouble microbien accompagné d’un virage dilieu au jaune(ce qui constitue letémoin de
fermentation du lactose présent dans le milieulelcture finale se fait selon les prestions
de la table de MacGrady NRR{ir Annexe 08).

1ml de la dilution 10- 1ml de la dilution 102ml de la dilution 1-3

P T P

10 ml 10 ml
de BCPL de BCPL

Incubation a 37°C nendent 24t

Figure 20: Dénombrement des coliformes totaufécaux est présompti

»Test de confirmation

Apres agitation, prélever de chacues tubes positifs quelquesgouttes a l'aide d
pipette pasteur pour faire le repiquage dans ue tdmtenant le milieuSchubert muni d’'t
cloche Durham.Chassez le gaz présent éventuelledzarsles cloche et bien mélanger
milieu. L’incubation se fait a 44°C pendant 24helOn considereomme positifs(+) les tube
présentant a la foisnudégagement du gaz (supérieur al0 de la hauteur de la cloctun
anneau rouge en surface, témoin dproduction d'indole pagscherichia coli aprés adjonction
de 2 a 3 gouttes du réactif de KovLa lecture finale s’effectue également selon

prescriptions de la table du N (voir Annexe 08). La figure 2dous résume Iprotocole.
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cads

Test confirmatif

PQO

Incubation & 44 °C pendant 24 h

4-—-"'/

Si culture gazt ef e Ajoutes 2 i 3 gouttes de Kovacs cmmp
I'indole +

Dénombrement d'Escherichia Coli

Repiquage sur Milieu
Schubert+ cloche

Q

L

Milieu positif : dégagement de gaz et
virage de couleur

Présence des coliformes totaux

0\—‘

Anneau rose

Figure 21: Dénombrement des coliforrr totaux et fécauxt¢st de confirmatic)

6.2.2. Méthode du milieusolide

La recherche des coliformes fécaux et totaux sliieu solde consiste comme a suivre

étapes ci-dessous :

= Stériliser 'entonnoigradué en verre ainsi que lltre poreux

= Flamber la pince et déposer dans des conditiorsep&e la membrane sur le fi;

= Fixer ledispositif avec la pinc;

= Verser aeptiquement I'échantillc a analyser ;

= Actionner la pompe a vide, une 1 I'eau aspirédransférer la membrarsur gélose

TTC préealablement prépar

= Incuber les boites deétries couvercle en bas a C,pendant24h a 48 pour les

coliformes totaux, ed 44'C pendant 24heures pdes coliformes fécau
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= Considérer les coloni lactose positif comme caractéristiques des coliémmuelle
gue soit leur taille, si le milieu présente uneocation jaune sous la membre
» Repiquer, de préférence, toutes les colonies @rsiitjues, ou un nombre représent
(au moins dix), sur :
» Gélose norsélectivicomme Désoxycholate, incubeBa °C pendent 2h.
» Boaillon au Tryptophane, incuber 44 °C pendant 24 h.
= Apres incubation, réaliser le teste d’'oxydase ssircblonies isolées sur gélose, et le
d’indole sur le bouillon
= Les colonies ayant une réaction négata I'oxydase sont considérées com
coliformes, et celles ayant une réaction posial’'oxydase mais négatival'indole sont

desE. cali.

T‘:’7 ) @) ),
&
7

On place les deux membranes sur
deux boites de pétrie

Présenco de colonles di Présence de col onles de
coli Tormes totaus aulo ur ol ifTormes Mécaus autour rrcubation a I e Inculsation aS$4"c
d’un halo jaune dun hale nolr e mdlart 2k Pendany 2k

Figure 22 Recherche des coliformes fla méthode déltration sur membrar

6.3Recherche des entérocoqueintestinaux (par filtration sur membrane)
La recherche des entérocoques ou streptocoquetoupe D se déroulpar la méthode

de filtration sur milieuSlanetz et Bartley.Aprés incubation durant 24 I¥aC3 on procede a
dénombrement des colonies qui présentent une tiolon@uge, marron ou rose, pouvant ¢
limitée a leur centre ou a leur périphérie, et prant de la réduion par les entérocoques

TTC.La confirmation du genrEnterococcusse fera par transfert da membrane a l'aide d’ur
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pince stérile sur un milieu a I'esculine préalablemehauffé a44°C puis incub a 44°C
pendant 2 heures. Les colonies présentant uneatiolorfoncée a noire surcette gélose se
dénombrées comme des entérocoques. Cetteation est due &hydrolyse de I'esculine

présente dans le milieu.ifare 29).

100 ml R Compter les colonies
o e woire
— -
Déposer le filire Inc“;-?g?n ! Incubation a Incubation 4
Sur la gelose 317% 44"

slanetz

Figure 23 Recherche des entérocoquesla méthode déltration sur membrar

6.4Rechercheles Clostridium sulfito-réducteurs
Pour la recherche d&ostridiumsulfito-réducteuril suffit de prendre 20 ml de I'eau

analyser qu’on verse dans un flacon stérile. Griglesera par la ite soumis a un chauffag
a 80 T pendant 8 & 10 minutes, dans le but de détroirtes les formes végétatives (les A
éventudement présentes et reste seulement la forme §godes bactéries sulf-réductrices).
Apres chauffage, il faut refroidir immeédiatementfligcon en question, sous I'eau de robi
(choc thermique), répartir ensuite le contenu déammn, dans 4 tuls différents et stériles,
raison de5 ml par tube; puis ajouter environ 2@lengélose viande ie, fondue puis refroidie
45+ °C, et 1 ml d’Alun de fer et 4 gouttes de Sulfieegbdium et on couvre par une couch
paraffine pour assurer I'anaérol Mélanger avec précaution et doucement le miliel
inoculum en évitant les bulles d’air et en évitdimtroduction d’oxygene. Laisser solidifit
sur paillasse pendant 30 minutes environ. L'incainase fait a 37°C ndant 24 a 48 heur:
(voirfigure24).

Seront considérésomme positss, les tubes contenant des grosses colonies naie
correspondent aul@stridium sulfitc-réducteur. La premiére lecture doit alument étre faite a
16 heures dhcubation car trés souvent les colonies des ASR emahissante ; auquel on se
trouverait en face d'un tube complétement noir asdainsi 'interprétation difficile

voirimpossible et I'analyse sera a refaire en utiligked dlutions décimales de -! voir 10-3.
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La deuxieme lecture se feapre: 24 heurest la troisieme et derniere lecture aprés 48 he
Les résultats sont exprimés parnombre des Clostridiumssulfit@ducteurs par 20 ml ¢
I'échantillon & analyser.

25 ml dasn A analvesr

Chanffara 4 80°C, 10 minotes
Reﬁmmaaama]thﬂrtalmmlmdembunet
aﬂmdejmlpﬂrtu’bechmq-mhm

g @ﬁ@

ﬁJMmlSmldegelmeWﬁ:ndm refreddia a 45 = 1°C
Laissar solidifier pis incober & 377C, 16 — 24 pois 48 houres
WEF = Alun de for = Sulfitte de Soaditem
Gowtta da 17hasila da waszlina]

:

Figure24:Dénombrement des Clostridium sul-réducteur:

6.5Recherche des salmonell
La recherche des salmonelles comprend (phases, a savoir :

Phase d’enrichissement :

A partir de I'échantillon d’eau a analysen ensemence 9 tubes contenant 10mr
milieu SFB (S/C) (figure 25)n rajoute 1 ml de la dilution TPauxtrois premierstubes, puis
on procéde de méme pour les dilutions? et 10°.Ensuite, Een mélinger le milieu et

inoculum et l'incuber a 37°C pendant 24 a 48 le=. Pour la lectur@n considere comme
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positifs (+) ; bs tubes présentant un trouble microbien acagné d’'un irage du milieu en
jaune.

Incubation a 37 ° C pendent 24 h

1lml dela dilution 10-* lml de la dilution 10-2 1lml dela dilution 105

il
i

SrB| [oFB |
ii

SFB |[SFB
i

Figure 25 Recherche des salmonelles (enrichissement)

SFB |
i

¢ Phase d'isolement

A partir du tubepositifs (+, effectuer un isolement sur deux boites d’Hekt
L'incubation se fai& 37°Cpendant 24. Les colonies de salmonelles sont de tailles moye!

lisses colorées en vert (couleur du milieu) avecemirc généralementoir exprimé par 10
ml.
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incuber 24 h &4 3T °C .

C

HEKTOEN

Incubation 24h 4 37°C

Colonies a contour regulier
Miliev avec ouv sans centre noir

Figure 26: Recherche dessalmonelles(isolement)

6.6.1solementdu vibrion cholérique

Larecherche des vibrions compri deux étapes :

* Phase de prélévement et du p-enrichissement : Mettre 450 ml d’eau a analys
directement dans un flacon contenant 50 ml du mitie culture (EPA concentrée
fois). Incuber pendant 24 h a 37 (figure 27).

* Phase d'enrichissemer : A partir du premier enrichissement (EPA1) on efiectin
premier isolement sur gélose GNAB1. On réalise enxitme enrichissement
portant 1ml de flacon d’enrichissement sur eaug@ep(EPA2). On incube pendant
h a 37 °C. @ effectue un deuxieme isolement a partir du den&ienrichissement s

gélose GNAB2 et on incube pendant 24 h a Z(figure 27).
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La présence de colonies typique de vibr(colonies plates et transparer) surles
milieux gélosée sélectifs n'est pune preuve suffisante de la présence de cetterls, il faut
établir Iidentification morphologique (état fraigoloration de gramet une mini galer
biochimique (test d’oxydation, LDC, ODC, ADH) aingir’'un repiquage sur le milieu KIA
une GN indné en stries et incuber a 37°C pendant La confirmation de la présence de

germe nécessite I'établissement d’'un test d’agghiion avec de I'eau physiologique et

450ml d’eaux analysées + 50ml
d’EPA 10fois concentre (EPAL)

Incubation 24h a 37°C
|

sérum polyvalent.

lé'isolc%

— —

GNABI GNAB 1

2*""enrichessement

EPA2

4

\ Incubation 24h & 37°C }\

GNAB2

GNAB2
Incubation 24h a 37°C

v

Les colonies de vibrion chlorique ont |
al.5mm de diametre : elles sont
transparents lisse d’aspect légérement

Figure 27: Recherche du vibrion cholérique
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7. Identification et isolement de la bactérie d’inérét E. coli

Afin d’identifier et d’isoler notre bactérie diérét, nous avons procédé en premier lieu
a son isolement sur milieu Chromagar a partir d#snies apparues sur milieu TTC, puis
nous avons effectué des tests biochimiques podirer son identification.
7.1. Etude macroscopiqueconsiste a effectuer une observation a I'ceil nu atdsnies de
souches bactériennes isolées afin de détermineatesteres suivants : forme, relief, contour,
consistance, surface, opacité, couleur et centre.
7.2. Etude microscopiqueconsiste a analyser I'arrangement spécifique detebes et la
composition pariétale de ces derniéres par cotoratie gram.Pour cela on procede a
I'établissement d’un frotti bactérien
- A partir d'une culture liquide, prélever un al@e de suspension a l'aide d’une anse (ou
pipette stérile) aprés avoir homogénéisée le milRans le cas d’'un milieu solide il faut
réaliser une suspension en eau physiologique & parhe culture jeune et prélever un
aliguote de suspension a I'anse de platine (outteipstérile), puis I'étaler sur 1 a 2 cm par un
mouvement circulaire en partant du centre de laelben frottis réalisé doit étre mince et
homogene, étendu sur la lame sans toucher les.bords
- Le séchage se fait a la température du laboeatsipossibleou bien a chaleur douce : platine
chauffante a 37°C ou au-dessus de la veilleuseedibbnsen, a hauteur suffisante (Ne jamais
chauffer brutalement).
- La fixation se fait dans le but de tuer les baes: fixer leur structure cytologique, et les éair
adhérer a la lame, soit par chaleur pour les #otifectués a partir de cultures
bactériennes.Passer la lame-frottis situé suddssusdans la flamme chauffante, lentement
et 3 a 4 fois de suite et laisser refroidir. Sar ffalcool quel que soit le produit traité,
enrecouvrant la lame pendant 5 min avecl'aeool puis rincer a I'eau déminéralisé et
egoutter le frottis avant coloration.
- Le principe dela coloration permet de distinglesrbactéries GRAM + des GRAM — (tableau

05) grace a leurs différences de nature de paroi.
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Tableau 05: Coloration de gram (Diakite et Mounkoro, 2015)

ETAPES MODE OPERATOIRE TEMPS PRINCIPE
- Recouvrir la lame dcristal
Coloration violet ouviolet de gentiane Le colorant violet pénétre dgns
orimaire - Rincer a l'eau distillée et les cellules bactériennes

récupérer lecristal violet dank 1 minute
un bécher (ne pas le jeter d@ns
le bac a coloratiol

Il se forme un complexe chimig

Mordancage - Recouvrir dd_ugol entre le violet et le Lugol qui
- Rincer al'eau distillée et | 2 fois 45sed fixe le violet et colore le
I'égoutter cytoplasme de toutes les

bactéries en violet.

L'alcool dissout le violet «
gentiane, si la paroi bactérienng
est perméable a l'alcool (les

-Tenir la lame inclinée et fair lipides sont dissous par

1%

Décoloration

couler , A
pendantjuelques secondesle 30 I'alcool), celui-ci pénétre dans
lalcool a q les bactéries et décolore leur
o SR secondes cytoplasme : les bactéries
95°C jusqua écoulement | environ deviennent incolores
incolore. '

Si les bactéries ont une paro

- Rincer immédiatement . ! N e
imperméable a l'alcool (épaisge

a l'eau distillée et

saoutter et sans lipides), elles restenri
9 colorées en violet et elles so
ditesGRAM + ou positif.

Coloration ' _ La fuschine recolore en rose les
secondaire - Recouvrir la lame dfuschine| 1 minute bactéries précédemment

- Rincer al'eau distillee décolorées : les bactéries Grain

— ou négatif.
Séchagt - Egoutter entre 2 morceaux
papier-

filtre et laisser sécher

7.3.Etude biochimique :nous avons utilisé des galeriede tests biochinsiguiaiaturiséesAPI

10 S) afin d’identifiefe. Coli permettent I'obtention des résultats sous 18h a i2bkemps tres
réduit en comparaison avec les techniques classiqué peuvent demander jusqu'a trois
semaines, et nous offre en ce temps la possid#iténettre en évidenceenvirons 700 bactéries
ou Virus.

Ces galeries sont de réalisation tres facile etréghautes performances, elles se présentent
sous la formes d’'une séries de petits tubes nonmuoi®des, correspondant chacun a un test
biochimique spécifiqgue, chaque tubule est ouvesba extrémité supérieur par une cupule

pouvant étre remplie, ou non, de liquide afin dacer le tube dans des conditions
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particulieres, chaque tube contiens un substrani ( ONPG,ADP,GEL...) et avec lequel |

microorganismes réagissent différemn.(voir figure 28)

Figure 2€ : Galerie biochimique API 10 S

8. Biodétectiond’Escherichia Coli
Le biocapteur faisant I'objet de notre expérienaecibler la bactériEscherichia Coli.Le

type de transducteur utilisést le transducteurélectrochimiquele biorécepteur esta
basel’'anticorps. L'ensembli forme un Immunocapteur a base d'oxyde ¢
grapheneéduit/polyéthyleneimine pour la détection éledhiotique sélective et sensit

d'Escherichia coli.

8.1.Matériels etproduits utilisés
Matériel
- Spectrométre RAMAN
- Microscope électronique a balay. MEB
- Potentiostat
- Spectrophotométre UV
- Electrodes d’or
- Homogénéisateur
Produits
- Polyéthylémmine branchée (PEI, Mw~25,0(;
- Carbodiimide hydrosoluble monohydrochlorid1-ethyl-3[3-dimethylaminopropyl
(EDC.HCI) ;
- N-hydroxysuccinimide (NH¢;
- Le tampon phosphate salin (PBS, 10 mM, pH ;
- Potassium ([KFe(CN}]) ;
- Chlorured’hexaammineruthenium(lll) ([Ru(Ms)g]Cls)
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- Acide 1pyrenecarboxylique (97%, F-COOH) ;

- Carbonate de N,Ndisuccinimidyle >95.0%, DSC) ;

- Dichlorométhane (CbCly) ;

- Triéthylamine £99.5%, TEA ;

- Oxyde d'ethylene @2-aminoéthyl)-O-(2-méthyléthyl) heptaéthyléne glyco>90%,
NH2-PEG-N3) ;

- Oxyde de graphéne (C).

Figure 2S: Microscope électronique Figure 3C: Spectrometre Rame
balayage JOEL, (Horiba JobirYvon)

Figure 31: Spectrophotometre UV92( Figure 32: Potensiostat (AUTOLAE
(BIOTECH ENGENEERING

Figure 33: Electrodes d’or utilisées

48



Chapitre 3 Matériel et méthode:

8.2 Activations de I'électrode d’or
Les électrodes d'or seront revétues par une coudeerGO / PE, par la suite on
procédeau greffage d'anticorps a-fimbriae E. Coli UTI89 aux groupes amine PEI par une

liaison covalente, (figure 34 8E).

Figure34: photos de dép6t du couple GO/PEI

X/
L X4

Premiere étape: Modification par électrodéposition du GO/PEI

La figure 3présente la stratégie utilisée pour la préparatemélectrodes destinées
détection spécifique &. Coli UTI89 par des moyens électrochimiques. La stratég
base sur la fonctionnalisation d'unectrode en or (Au) par dépot ctrophorétique de
rGO / PEI, suivi d'une modification non covalente@le pyren-PEG (voir la synthes

du pyrene-PEG).

Figure 35: Différentes étapes utilisées pour la constructiofimenunocapteur pour |

détection électrochimique sélectiv' E. Coli UTI89
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Nous avons opté pour le concept de dépét électrépgoe (EPD), comme EP
anodique de rGO en utilisant GO commatiére de départ. En outre, EPD est bien adapté
la fonctionnalisation de différentes surfaces dttele pour concevoir des ple-formes de
détection Les solutions aqueuses GO présentent un poteéteinégatifl =-41,3 £ 0,8 mV),
ce qui engedre la migration des feuillets d’oxyde de graphd@O) vers l'anodep:
I'application d'une tension continue (DC). Pour wéduction plus compléte de GO a rGO,
dépbt cathodique EPD et une matrice avec un peteréita positif est nécessaire. Cela
étre obtenu en chargeant GO avec un polymére agti@mvec des groupes amines répétés
gue polyéthyleneimine (PEI). Un mélange 1/1 de GQde PEI donne des nanofeuill
GO/PEI aveg = + 36,4 + 1,3 mVétant bien adapté a 'EPD cathodique.

La figure 36nontre la morphologie d'une électrode d'or avanames revéteme!
électrophorétique avec rGO/PEI. Lors de l'applaratie +15 VDC pendant 4 min, I'électrc
en or est revétue d'un film homogene de nanofesi@/PEI d'environ 4 nm d'épaissi

déterminé par des mesures de profilomé

rSO-PEI coated Au

Figure 36 : Morphologied'une électrode d'or avant et aprés revétement@hborétique ave
rGO/PELI. Lors de I'application de +15 VDC pendamid.

La figure 37montre les voltammogrammes d'impulsion différefgielu film mince
d’électrode d'or, avant et aprés revétement ave®/P&l par dépdt électrophorétique
utilisant [Fe(CN)]* comme sonde redox. Par rapport & l‘électrode d'oe, nla
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fonctionnalisatioravec un film mince de rGO/PEI a entrainé une augmtien significative du

courant redox.

(©

150
[Fe(CN) 1*
100
1
S ol
Au
rGO-PEI

01 0 01 02 03 04 05 0.6
E/V

Figure 37: Voltammogramm d'impulsions différentielles d’or (noir) et d’oraeuvertes di
rGO/PEI (bleu) enregistrées dans [Fe(CN- (10 mM) / KCI (0,1 M)

8.3.Caractérisationdes électrode
Nous avons eu recourdrais méthodes de caractérisation qui sont :
» La caractérisation morphologique par Microscopeetbnique a balayage (ME
= La caractérisatiophysicc-chimique des électrodes par spectédre Rama

= La caractérisation électrochimique [voltammétrie cyclique (CV).

8.3.1. Microscopie électronique a balayage (MEE

Le microscope électronique a balayage (MEB) (ou SHEMdanning Electro
Microscope) est un appareil, pouvant fournir rapidat des informations < la morphologie et
la composition chimique d’'un objet solide. Sonisiétion est courante en biologie, chin
métallurgie, médecine, géologie...etc. Il faut savpire le grandissement des microscc
optiques est limité a une valeur d’environ 100G f@n effet il n'est pas possible de sép:
deux points plus proches I'un de l'autre que lagleeur d’'onde de la lumiére utilisée. De ¢
la profondeurde champ aux forts grandissementsedevres faible et nécessite alors
moyens plus sophistiqués.

Le MEB utilise un faisceau d’électron a la place dd®tpns utilisés dans
microscope optique. Ceci permet de résoudre lex g@monvenients de la source luminet

La longueur d’onde du faisceau électronique es0@0Qois plus faible que celle de limiere,
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et d’autre part 'ouverture de ce faisceau estfadse. Il en résulte que cette technique pet
de faire agrandissements jusqu’a 100 000 foisasplupart des ntériaux solide:

Cette technique peut étre utilisée pour plusieins én plus de I'étude morphologique. E
permet aussi d’avoir la taille des grains et la position élémentaire. Lfigure 38, schématise

le fonctionnement d’'un microscope électronique layzay¢ (Zerroukiet Tayeb2019)

Figure 38: Schéma d principe de fonctionnement dJEB.

8.3.2. SpectrophotométricRaman

En spectrométrie Raman, l'analyse se fait par atioit du matériau porte a |
niveauénergétique virtuel par une puissante sduro@meus: monochromatique de type las
ilréémet ensuite une radiation de fréquence ou gimeadifférente qui est collectée pi
analyséepar un détecteur adéquat. Cette radiatimparte deux types de signaux. Le prer
tresmajoritaire correspond a la diffusioRayleigh : la radiation incidente ét¢
diffuséeélastiquement (c'esd&re sans changement d’énergie). Le second comespode:
photonsen nombre trés limité pouvant interagir akeematiere. Cell-ci absorbe (ou céd:
del’énergie aux photons inciderproduisant ainsi les radiations Stokes (ou-Stokes). La
variationd’énergie observée sur le photon nous renseigne alo les niveaux énergétique:

rotation et de vibration de la molécule conce (Kengne-momo, 2011) figure 39).
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PC

Détecteur :
: entilles de focalisation

S

monochromatique

Spectrométre il
= = = Ligne d'excitation |
_____ Réfrodiffusion Raman Echantillon

Figure 39: Schéma illustrant le prince de la Spectrophotométrie Rar

(Kengne-momo, 2011).

8.3.3. Voltammeétrie cyclique (CV)

La voltammétrie cyclique est I'une des méthodes électrochies les plus répandu
pour l'analyse d'especes éle-actives en raison de sa simplicité expérimentald'atalyse
Elle est définie comme la mesure du coul générée par le balayage cyclique d'otentielV
sur |'électrode de travail immergée dans un liquletrolytique sans agitation. Le poten
appliqgué en fonction du temps prend la forme menweér lafigure 4Q ou le potentiel et
balayé dans le sens positif d'une valeur Vmin jlzs§fima> avec un taux v (V/s), ensuite de
le sens négatif avec un taux Les résultats sont typiquement présentés sotmriae d'ur
voltammograme du courant en fonction du potengélqgue montré da figure40 (Dallaire,
2015).
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Courant (A)
=]

Ered
Potentiel (W)

Figure 40:Représentatic d’un voltammogramme cycliquélassar, 2018).

8.4.Greffage de I'anticorps et Pyren-PEG

La liaison covalente d'anticorps &fimbriae du lapin sur rGO/PEI fonctionnalisé a
pyréenePEG a été obtenu par couplage chimique des gr-NH, de PEI avec les fonction-
COONH des anticorps arfimbriae E. Coli en utilisant EDC/NHS comme agetgsréticulation
Brievement, l'interface de I'or recouvert de PEX&O / PEI a été incubée danne solution
aqueuse d'anticorps affitinbriae E. Coli(10 pg mL*), EDCHCI (25 mM) et NHS (25 mMa
4°C pendant 2 h sous agitation. La surface obtestitavée soigneusement avec du PBS
éliminer les anticorps en excés et les réactifgantfapas réagi. La surface fonctionnalisé

ensuite été stockéads du tampon PBS a 4°C avutilisation (figure 41).

EDC/NHS
rGO-PEI NH,-anti

PEG/rGO-PEl-anti-fimbrial

Figure 41: Immobilisation covalente d'anticorps «fimbriae dE. Coli sur I'Electrode PEG
rGO / PEI (PEG/rGO/Pl-anti-fimbrial)
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8.5. Biodétection d’E. Coli sur interface modified®’EG/rGO/PEI

A partir des colonies de la bactéEeColiidentifiées et isolées par la méthodeclassique,
sur milieu Chromagar , nous avons realisé une skridilutions pour tester l'efficacité et la
sensibilité du biocapteur, une série de concentratile cellules bactériennes allant de 1310
1x1CGufc mIt dans 10Qul de volume ont été incubées sur des anticorpsfiamtiiae E. Coli
des électrodes fonctionnalisés PEG/rGO/PEI penglamhin pour obtenir I'immobilisation des
cellules bactériennes. Apres incubation, I'élearfmhctionnalisée a été soigneusement rincée
avec de I'eau Milli-Q pour enlever les cellulesngl@mniques en exces et ensuite les conserver
dans du tampon PBS ou dans un milieu de croissad€€ pour une analyse plus approfondie.
Enfin, la réponse électrochimique dans la solutemox 10 mM [Fe(CN)*"*dans 0,1 M KCI

a été enregistrée en utilisant DPV.
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Chapitre 4

Résultats et discussion

1. Résultats des analyses bactériologiquespar la théde classique

Les résultats des analyses bactériologiques deslwates prélevés au moisde Mai au

barrage de Taksebt(eau de surface), dont la ttebédait de 26 NTU sont résumés dans le

tableau 06.

Tableau 06: Récapitulatif des résultats d’analyses bactégiojues de I'eau du barrage de

174

172

Taksebt
. Température Temps Résultat
Germes Milieu de culture _ ) _ )
d’incubation | d’incubation observés
Flore aérobie 22°C 24h Indénombrabl
mésophile totale PCA/TGEA
(UFC/ml) 37°C 24h Indénombrablg
BCPL/ Schubert
Coliformes totaux 3 . Positif (+)
TTC/gélose 37°C 24h a 48h
(UFC/ml) <300
Désoxycholate
TTC
Coliformes fécaux bouillon au Positif (+)
44°C 24h
(UFC/ml) tryptophansCPL/ 10
SHUBERT
Escherichia coli Bouillon au Colonies bleu
(UFC/ml) tryptophaneSchube 37°C 24h Positif (+)
Streptocoques fécaux o
SlanetzBartley 37°C 24h Négatif (-)
(germes/100ml)
Clostridium _ _
_ Viande Foie .
sulfito-réducteurs VP 37°C 24h Négatif (-)
(spores/ 20ml)
EPA/Hektoen
Salmonelles . 37°C 24h 25
Rappaportvassiliadis
Vibrions EPA/GNAB 37°C 24h Positif (+)
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Comme indiqué sur le tableau, nous avons enrégists résultats positifs sur 'ensemble
de la flore mésophile totale, les coliformes totatifécaux Escherichia coli, les salmonelles
et les vibrions, et des résultats négatifs pourskesptocoques fécaux et les clostridiums
sulfito-réducteurs.L’identification de notre badtercible E. colia été confirmée par la
présence de colonies rondes bleuatres sur miliean@dgar et une galerie biochimique Api

10 comme montré en figure 42et 43.

Les résultats enregistrés concertants la floreoptéke aérobie totale, dans I'eau brut du
barrage sont indénombrables pour les deux tempésatlincubations 22 °C et 37 °C. Ces
résultats s’accordent avec ceux deArab et Oue@®EHEd 22 °C, mais sont largement
supérieur a ceux trouvés a 37 °C (entre 44 et UB8/ml).Cette importante charge en
germes totaux peut s’expliquer par la séchereskedpie durée qui a réduit nettement le

niveau de I'eau du barrage.

Nos résultats en coliformes totaux, s’accordeetaeux trouves par Saadi et Mechache
(2017) sur le barrage Taksebt (<300 UFC/ ml), msaipposent largement a ceux trouvés par
Lawani et al (2017) sur les eaux de surface aurB@i#000 UFC/ml).

Dans une autre étude comparative avec les résuftauvés par Orelien (2017) sur
l'eaudu sous bassin versant de Ravine Diable (AR8eau) ,nous remarquons que nos
résultats s’accordent du points de vue colifortoésux, mais s’opposent en ce qui concerne
les coliformes fécaux et léscoli (CF>200colonies/mlE coli =184colonies/ml).Nos résultats
en coliformes fécaux corroborent aussi avec ceuSadali et Mechache (0 a 10 UFC/ml),mais
différent de ceux de trouveés par Lawani (2017) etlbi (2019) respectivement 78 UFC/ml
et entre 14 .1WFC/ 100 ml - 25.10JFC/100 m.

Notre eau est exempte de streptocoques féecaupiicépond aux exigences des normes
européennes pour la production de I'eau potablegmoexe 06), ce résultats differe de celui
deDahmane et Djadi (2016) qui ont enregistré 10®%0 NPP dans I'eau brute de souk el
diemaa,ainsi que Merhabi et al (2019) qui a tro8261FUFC/100 ml sur la riviére de

Kadicha au Liban.

Pour ce qui est des Clostridium sulfito-réductddatmaneet Djadi (2016) ont révélé la
présencede 20 a 145 UFC/ml dans I'eau brute deedadjemaa, Arab et Ouedfel ont trouvé 9
a 73 UFC/100 ml dans I'eau de Taksebt, ce qui ©¥ep@ notre résultatnégatif.
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Pour ce qui est des vibrions, leur absence estme@mdée par les hormes nationale
internationales, cdeurs existence dans I'eau de consommation petadeire par le choler
maladie ayant marqué beaucoup d’événement darsfoitd de la santé publique et de

microbiologie (Bernier, 2007

2. Résultats de lfdentification et isolement CE. Coli

2.1. Par méthode classique sur Chromags
Aprés incubationd. Coli sur milieu Chromagard@7 °C pendent 24 h, nous avc
observé des colonies bleues rcs, de taille moyenne avec un contour régulier, ce g

colonies est affirmatif de la présencE coli (figure 42).

Figure 42 Colonies d’E. Coli sur boite de pétridu milieunComacar

2.2. Par galerie biochimique API 1
En se référant au tableau de lectures des ge API présenté en annexe 8, nc
confirmons la présence de la bactE. Coli a traves les nuances des tubules présentés

la figure 43 ci-dessous
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......

Figure 43 Galerie biochimiqu API 10d'identification dE .Coli

3. Résultats de lacaractérisation des électrode

3.1. Par nicroscopie électronique a balaya¢ (MEB)

Lafigure44nous montreles micrographies d'électrodes par microscope élecjuenia
balayageavant et aprés le revétement électrophorétique raeafeuillets de rGO/PEI lors
l'application de 15 VDC pendantmin. L’analysede la structure et de la morphologie !
électrodes avant le revétement montre une certagesité contrairemera la micrographie
prise aprés revétement, oL structure est un peu Lis atreette rugosité offre une gran
surface assurant une meille distribution des nanofeuillede rGO/PEI selorBensana
(2020).

rGO-PEI coated Au

Figure44: Micrographies deélectrodes d’opar microscope électronique a balayage ave

apres le revéteme avec le graphéne.
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La figure 45,nous montre la morphologie de I'élédmde d'or aprés revétement
électrophorétique avec r(/PEl , ou on remarque la présence dun filme home
denanofeuillets constituéie ceux produit de couleur différentBoxyde de graphene réd
en gris foncé et le PEI en gclair.

=
el

Figure 45: Revétement avec rGO/PEI de I'électrode d’or sou3

3.2. Paspectrophotométrie RAMAN

Les résultats de la spectrophotométrie Raman pése-dessusfigure 4€) montrent
deux piques nettement remarquataux longueurs d’ondes 1329.1¢oorrespond ia liaison
d’élongation C-NQ et 1595. cmi’relatif & la liaison d’élongation C=C du carbones@eu»
pics correspondeatdeux formes de carboprécurseur principal dgraphén,lecarbone et le

noir d’ivoire.
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Figure 46 : Spectroscopie Raman

3.3. Parvoltammétrie cyclique (CV)

La caractérisation électrochimique du transducest réalisée dans une solution tam
GO/PEI, contenant le coupferrocyanure/ferrocyanure de potassji#afCN)4]3/*. Le Kcl
(0,1 M) a été choisi comme sel de fond car il empatible avec I'utilisation dbiomolécules
(Anticorps) et la détectiodesbactéries. Bensana (2020¢galement choisi ce milieu tamg

pour caractériser le comportement de nano partidita par des mesures identig.

La figure 47 et lesannexs 4/A et B nous montreria voltammétrie cyclique de
électrodes d’'or obtenues/ant etapres activation.Cegoltammogrammprésentent des pics
d’'oxydation et de réduction dont [lintensité varisuivant la capdté des ions
ferri/fferrocyanure a s’oxyder e se réduire a la surface de I'électrotda.CV de I'électrode
nue est de 0.008 (A), celle de I'électrode apo@stionnalisation avec GO/PE est de 0,002
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(A). La CV del'électrode d'or ne présente urpic quasi réversible caractéristique
I'oxydoréductiondu couple rdox a la surface de I'électrode, mmmarque que le revéteme
en rGO/PEI a engendré une diminution de lintensitdiquant que la couche bloqg
partiellement le transfert d’électroiselon Montrose(2013Nous pouvons donc dire que
nanofeuillets d’oxyde de graphéne ont formé uneidrar au transfert des électrons de

solution vers la surface de I'électrode ce validela fonctionnalisation des électroc

Nos résultatsorroborent avec ceux (Sboui (2016) gi a travaillé sura biodétection de
Lagionellapneumophila, dont les voltammogrammes des électrodes nues etidanalises

(ITO et ITOGRTMS) présentent aussi une diminution du courprésaactivatio.
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Figure 47: Voltammétrie cyclique (CV) dI'électrodes d’or (Au) dans #e(CNjg (10 mM) /
KCI (0.1 M); vitesse de scan 20nm ™.

3.4. ParVoltammeétrieDifférentielle Pulsée DPV

La figure 48nontre lesvoltammogrammed'impulsion différentielle du film minc
d’électrode d'or, avant et aprés revétement ave®/PEI par déepot électrophorétique
utilisant [Fe(CN}]* comme sonde redox. Par rapport & I'électrode diefon remarque que

la fonctionnalisation avec un film mince de rGO/PEI entrainé une augmentat
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significative du courant red(150 I/pA a 0.3 E/V)l'intensité du courant obtenue en utilis.
rGO/PEI (couche blewst plus élevée que celle obtenuel’électroded’or nu(couche noir)
mais les deux enregistrenn pic a 0.3 E/V.La netteté du pic montre clairement que
composite rGO/PEI utilisc est efficace pour améliorer la cinétique du proge

électrochimique grace a l'effet synergiquel’'oxyde de grapherszlon Bensna(2020).

150
[Fe(CN) J*
100
<
=
=
Au
rGO-PEI
%1 0 01 02 03 04 05 0.6

E/V

Figure 48 Voltammogramm d'impulsions différentielles d’or (noir) et d’oraeuvertes d
rGO/PEI (bleukenregistrées dans [Fe(Cg]* (10 mM) / KCI (0,1 M)

Les Voltammogramme d'impulsions différentiel DVP (figure 48)de I'électrode d’or
revétues de rGO/PEdle celle avec lI'anticorfAC-E. Coli, et celle avec une concentration
10° UFC / ml nous monéntqu’il ya une repense potentiometrigue l'intervalle (.1 et 0.3
(V).Unpic de courant plus significatif de 7 (A) situé & 0.2 (V) a été observé en utilis
I'électrode activée avec le nanocompaGO/PElen comparaison avec le AB, BSA et
BAC. Cette augmentation est due a I'excellente gaindté de I'oxyde degraphene et a sa

grande surface de contact.

Cette intensité du courant diminjusqu'a 2,7 18 (A) aprés addition de I'anticorps, e
1,3 10°(A) aprés addition . Colia une concentration de?0FC/ml. Cette diminution e:
due aux formationgle couchesa la surface de I'électrodejui bloqunt le passage des

électronsentre cette derniére et le couple redox et legsélémentgajouté.
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Ces resultats corroborent avec ceux obtenueBensenna(2020)sur ce compose lo
de son application pour la détection du phénol avecmére vitesse de balayage (100m,
ainsique ceux de Sboui (2016) qui a noté diminutionssignificatives desics de courants
apres ajout de I''TO-GPTM#AD

1mM Femmicyanure de Potassium in 0.1 PBS
FoToa L

riEC-FEI|
=]

BSa
—_— BAC

T

oS

Sac 1™

S o el

F10®

i s
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Figure 49 Voltampérogrammes d’impulions différentielles (Fmesurées dar
[Fe(CN)¢]*~/4 (5 Mm)/ PBS (0.1M) aprés E. Coli incubation pendant 30 aviec
Anticorps AC-E. Coli (200u(/ ml) [AC] = 200ug/ml, [BAC] = 102CFU/ml , [BSA], vitesse

de balayage 100 mv/s.

4. Résultats de IBiodétectior

Les figures 50 et 51 montrentla superposition des ondes du courdans, on
remarque que lintensité du courant inversement proportionnelle da concentration
bactérienne,laconcentration 10°UFC mi') est relative au bas pi®.6 I), tandis que la
concentration OFC/ml enregistre un pic plus h. (1.2 1), cequi s’expliqu¢ par I'absence des
bactériesadhérentes&lictrod qui peuvent entraver le passage ahurant Ces résultats
corroborent avec ceux de Kahlouche z, et le méme constat &é fait par Sboui (201t
lorsde son revétement des électrodes avec -GPTMS et ITITO-GPTMS-Mab.
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1.3 4

Current (1)
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Figure 50 : Voltampérogrammes d’'imputions différentielles(DP\§suréedans
[Fe(CNg]*4(5mM)/PBS((,1M) apré<E. coli.Incubation pendant 30 min avec -

100 125

E.Coli(200pg/mL)pour différentes concentratic :0 UFC mi*(vert) ,1d UFC mi*(bleu) ,10
UFC ml*(rougd ,10° UFC ml*(noir) Vitessede balayage 100r /s.

1.2

I(A)

0.8
0.6
0.4
0.2

0.5738

1.0.E+09

1.09145

1.E+OQ7
Bactérie (CFU/mI)

1.12055

1.00E+04

Figure 51 Diagrammaede la variation du pic du courant en fonctiondedacentratior

bactérienne
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En résumé, nous constatons donc que la compo€itel représente un support
adéquat pour le revétement des électrodes gréamélloration de la cinétique du processus
électrochimique gu’elle nous offre , et forme uport idoine pour la fixation des anticorps
de notre bactérie cible, ce qui favorise la repepstntiometrique en sa présence, en
comparaison aux autres composites (AB, BSA, BAQ@pgdaotre expérience .De méme
'étude de Bensena 2020 sur un capteur a base d&/MMICNTs-AuNPs-Go-Cs qui a
confirmé son efficacité pour la détection éledtiotque rapide des composés phénoliques.

Les résultats de voltammeétrie cyclique s’opposesti trouvées par Guinelet (2017) qui
a démontré que le PBS est un milieu non-électnd aetr il a donné un repense inerte sur la
voltammeétrie cycligue en comparaison a I'électrdé® ,mais avec une vitesse de balayage
de 50 mV/s alors que dans notre cas elle n'estdgu20mV/s. Parallelement, les mémes
résultats s’accordent du point de vue desvoltamarogres ou il a utilisé le SKENPS
équivalent a notre composite rGO/PEI qui a aussndaine diminution de I'intensité des pic,

et une augmentation de la différence de potentiel .

La difference de concentration des bactéries ajuéaun écart nettement constatable
dans la mesure du courant et a montré une propaogibé inverse car plus les bactéries sont
abondantes, leur adhésion aux anticorps fixéséectrode entrave le passage du courant.les
mémes constats ont étés approuvés par les travau@gugmmoudi(2012) etetChoiniere
(2018).

Dans un méme concept de détectioB. Coli par photoluminescence Duplan 2011 a
démontré que la charge négative de bactéries intiséds a la surface de microstructures
fonctionnalisées par les anticorps, contribue augfentation des signaux de
photoluminescence, cette méthodes a permis lati#tetE. Colia 10UFC/ml en moins de
120 min.
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Conclusion

L’eau fait partie des principales sources de prapag d’épidémies bactériennes ou
virales, c’est la raison pour laguelle le contrdéesa qualité est indispensable, et demande un
grand intérét .Pour mieux évaluer la qualité de éokantillons prélevés, nous avons eu
recours a des analyses classiques au laboratairengudémontrés I'existence des germes
pathogenes comme, les salmonelles, les vibrioress Coliformes fécaux et
principalemertEscherichia coli, surlaquelle on s’est basée afin d’établir une wath
alternative pour sa détection qui consiste a é&ham biocapteur basé sur I'association d’'une
entité biologiquefaisant office de biorécepteur gst I'antigéne ddccoliaun transducteur
électrochimique. Ce biorécepteur assure la biomeaissancelors de linteraction avec
'analytecible (la bactéri& coli). Cette bio-reconnaissance estaisément mesurapéieétre
directement associée a la concentratidhadliprésente dans I'échantillon.

Au cours de notre étude, nous avons fait appedia tnéthodes de caractérisation qui
sont laspectrophotométrie Raman qui offre en qusecondes des spectres qui ne sont pas
destructifs ni invasifs, et qui permettent d’analyde tres petits volumes d’échantillon. La
Microscopie électronique a balayage (MEB) nous ssiapermis grace a son grossissement
élevé de visualiser la morphologie et la compaosities nano particules immobilisées sur les
électrodes d'or, ainsi quela voltammeétrie cycliG&)qui mesure le couramtgénérée par le
balayage cyclique d'un potenti® sur I'électrode de travail immergée dans un liquide
électrolytique.

Les résultats obtenus par la méthode de miliewtiere sont de charge importante
pour les germes revivifiables(indénombrable) ettdgormes totaux(<300 UFC/ ml), pour
les coliformes fécaux nous avons dénombrés 10 UF&/at une présencekl’Coli qui a été
confirmé par une galerie biochimique, par contre mEsultats étaient négatifs concernant les
Streptocoques fécaux et les Clostridium sulfitodddurs .mais nous avons aussi révélé la

présence des vibrions et de 25 salmonelles.

La fonctionnalisation des électrodes d’or (Au) gép6t électrophorétique de rGO /
PEI dans une solution électrolytique de[Fe(CN)§}® mM) / KCI (0,1 M) est bien adapté

pour concevoir des plates-formes de détection

Les différentes méthodes de caractérisation onbdé dans un premier temps
que,l'utilisation de la solution électrolytique[f)s]* (10 mM) / KCI (0,1 M) a amélioré la

cinétigue du processus électrochimique, ensuiteMétement des électrodepar une couche
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Conclusion

derGO/PEla bien été mis en évidence par la micmpedgectronique a balayage et forme un

bon support pour I'adhésion des anticorps

Les Voltampérogrammes d’'impulions différentiell@{) ont montré une repense
potentiometrique sur I'intervalle 0 .1 et 0.3 EAh la présence de la bactéfieColi. Un pic
de courant plus significatif de 7. 2W/A situé & 0.2 E/V a été observé en utilisant le
nanocompositerGO/PEI en comparaison avec les anaascomppositesAB, BSA et le
BAC.

L’étude de la différence de concentration des bisté@llant de 0 UFC nfa1@ UFC
ml™ montre une repense potentiometriquedans un ifkerd& potentiel qui varie entre 40 &
70 V avec Vitesse de balayage 100mV /s. Les ondlegjistrées sont superposées de
manieres inversementproportionnelle a la conceatrae qui s’explique parl’adhésion des

bactériesaux anticorps fixés sur I'électrode qupéahe le passage du courant.

A l'avenir, de nombreuses perspectives sont engealgs afin d’améliorer les
performances de ce biocapteur, de compléter ebmpatibiliser les résultats d’une analyse
classique avec ceux de la biodétection, et sugtélargir sur de nouvelles broches pouvant

faire I'objet de prochaines études :

v' Valider la spécificité de ce biocapteur par ufr@essai sur une autre souche
bactérienne (Salmonelles, Pseudomonas...) ;

Etudier I'influence de la concentration en anticospr I'efficacité de la détection ;
Etudier I'influence du temps d’incubation ;

Etudier l'influence de la vitesse de balayage ;

Faire un essai sur autre matériau a la place des@iles d’'or

AN N NN

Faire appel a d’autres méthodes de caractérisadiomme la photoluminescence, la

microbalance de quartz ...
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ANNEXE 01

Maladies transmissibles par voie hydrigu
(Jean-Luc Bernier, 2007)

Tablezu | : Microorganismes pathogboes irussauissibles par cossommation ez (Source : [ 261, [30] et [31])

Mieroorganismes Maladies Svmplimes climiques Persistance dans I'eay ~ Résitance aw chlore
Vins
Hépatiie A Héputie virake Bepoee >l mis modénte
Yins de | Hépatiee E Hépatie virsle Fépaitz > Do modérte
Noeowins et Saporins Gasmoessérie Diarbées. vomimsenent > ] mois modérte
Enténosing Vanés oot pofiomyéliee. Vs >l mois maddrte
Adéoovines (séronype #041) Gasmoeséries > Dmois modrte
Autres virss eeléngues
Bacléries
Vibria chelinoe Cheokin Large specte de dianbées >l mois fuble
Sabmseella spp. Salmoeellose Dharsbiées & finee >lmi fahie
Samoeella oyphi Fiéure nyphoide Fve ddew ddomnde e morald > 1 mais e
Shigell spp. Stigehse (dvemere  Diaehles e pere e sy >l fabe
bacllare)
Campylcbacter spp. Copylobecsiioscct Diarehées e poe e sang >l mois ke
fibvoe e Pootinc
Legionclla Léponchose Dharrbiées Sl > | s fube
E. sl enerotonigine Dharebees anec pevie e sang > mais fuble
E. ool erobaemontagique Fnee, darbdes  doclewr homuedle > I mois fuble
Fersinia spp. Yersaaiose Lésions urelestes o0 Dococuzsées e > 1 mois fiahle
smpiimes de nphoide Nos-éukh Noe-¢ubl

Franciiella ralaremsts Tulwéme Lésions mekiples (epraove. peam ) Now-fusbl Now-£labli
Hetioshamer poni Vunds Possiitad de msltphicaton
Mycobateriaspp. (saaf ~ Canoer gastrigue fevée
N rabervlonis)
Parasites

Schisoiona p. Schissomsaie Ifectconnane cacer debavesse > I mais miodérte
Drscunculas medinensis Dracencufass LUkeens > 1 mais modérte
Giardia dweealh Grardiase Drarrhées et doclears shdomeales > mais fevée
Crpuoiponidsepanee Crypaospondiose Duarrbées prokongles > mass Bevée
Colospora copenanensis Chelosponase Drarhées of doolewrs shivmnzaies > mois devée
Enaroeha istalys Amibizse Diarbées > I mois Bevée
Toaskima goni Tonophsnose Fiwe flddere. maldédafes > 1o -5
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Principaux groupes et genres d’agents pathogenessponsables de maladies d’origin

hydrique (Pierre et all 2009).

'BII[I.*ES DE MICRO-ORGANISMES PATHOBENES PATHOLOMMES
Enterovirus [pelic, #cho, coxsackis] MEHIHg[tE. Pﬂml}"_m' hfﬂ" = m.]'n-l:ll:dli.
problemes respiratoires =t disrrhes
Hepatite A et E Infections hepatiques
Calicivirus humains
MNormwvirus Disrrhee geatro-enterite
VIRUS Sapporovirus Disrrhee gestro-enterite
Rotavirus Diarrhes/ grstro-=nterite
Astrovirus Diarrhee
. Diarrh&e, infections oculsires =t
Adenovirus . ..
problemes respirstoires
Feovirus Problémes respiratoires =t snteriques
Salmoneils Fievre typhoide at disrrhes
Shigelia Diarrhee
Diarrhes [cauzse premisre des
Campylobacte
ame. crer intoxications alimsntaires)
BACTERIES Fersinia enterolifice Diarrhee
Dimrrhes ri de Licati
Escherichia coli 0187 :H7 et certaines | | =0 h:r:::r;"“:] e e e
sutres spuches - .
en bas ages
. . Preumonie =t sutres infections
Legionalls pneumophils e i
MNazglaria Meningo-=ncephalite
Entomoeba histolytios Oy=enterie amibienne
Giardis [ambiis Diarrhes chronigus
b ok Diarrhes severs, mortells chez l=s
PROTOZOAIRES R individus immuna-dégrimés
Cyelospora Diarrhee
Microsporidies incluant Enfercyfozoan | Diarrhees chroniques, afisiblissament,
app., Encephalitozoan spp., Septata problames pulmoneires, ooulsires,
spp., Pieiatophora app., Nosemas app musculaires et rensux
Disrrhes par ingeation des toxines
. . brire
R pm»flulles p-;ur cesl:!rgur.uarr'\es [La foacires
microoystine st impligues dans des
‘ l#siona hepatigues]
CYANOBACTERIES . e
Pathologie= neurclogigues liees &
Anabaens . c
[ingestion de neurofoxines
- _— .
Apfnnizomenon F"-uiH:lflln-g — neurolog e liees &
[ingestion de neurotoxines
Dinophysia Intoxications diarrheigues
PHYTOPLANCTON TOXIQUE i i inas &
Alexandrium F‘al:ll'!i:llu-gle.: neurullu-glque:- liees &
[ingestion de neurofoxines
HELMINTHES Ascaris [umbricoides Ancariasis
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FICHE TECHNIQUE BACTERIOLOGIE
Centre Toulousain pour le Contréle de qualité en Biologie
! C T clinique Association déclarée a la Préfecture de la Haute-
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C B W313002633
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FICHE TECHNIQUE : Escherichia coli

Enterobacteriaceae.
E. coli est I'espéce type du genre Escherichia.
HABITAT
E. coli fait partie de la flore digestive de 'homme et des animaux. C’est I'espéce
prédominante de la flore fécale humaine aéro-anaérobie.
Sa présence dans I'eau est un indice de contamination fécale.
POUVOIR PATHOGENE CHEZ L'HOMME
Bactérie ayant de nombreux facteurs de pathogénicité.

» Infection intestinale :
EPEC = autrefois

ETEC = entérotoxique, turista
EIEC = entéro-invasif, identique a Shigellose
EHEC = entérohémorragique, diarrhées sanglantes, anémie hémolytique,
thrombocytopénie et insuffisance rénale : SHU (0157 H7)
EAQQEC = entéro-agrégatif
DAEC = E. coli a adhésion
diffuse.
* Infection urinaire : 80 % des infections urinaires primitives.
e Suppuration a point de départ intestinal : pus appendicite, péritonite, cholécystite.....
e Septicémie :
1. apres une infection urinaire ou digestive
2. aprés « translocation intestinale » chez le suje t neutropénique.
» Méningite néo-natale : E. coli K1
« Autres infections : pulmonaire, ostéo-articulaire .....

ECHANTILLONS
Les urines, les selles, le sang, les pus sont les prélevements principaux ou E.coli peut étre
retrouve.
CARACTERES BACTERIOLOGIQUES
- Caracteres morphologiques :  Bacilles mobiles le plus souvent, a Gram -.
- Caractéres culturaux :
Aéro-anaérobies facultatifs
Culture facile sur milieux ordinaires, lactosés.
Sur milieux solides apres 18-24h les colonies sont arrondies, lisses, a bords réguliers, de 2 a
3 mm de diamétre.
Pousse sur milieux sélectifs pour entérobactéries ypet Mac Conkey, Drigalski.

Fiche technique _ Bactériologie 153
EN.FTBAC. 07-09-17.01
Emis le 13 Novembre 2015
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- Caracteres enzymatigues et
biochimiques : Oxydase -, catalase +.
Caracteres d’'une Entérobactérie
Glucose +, nitratase +
Caracteres de E. coli
Gaz en glucose, lactose +, ONPG +, H,S —,
mannitol +, sorbitol + (le plus souvent sauf souches de ECEH, mais pas toutes),

indole +, citrate -, VP -, urée -, TDA ou APP -, gélatine -, malonate -, inositol -, adonitol -.
LDC variable (90% +), ODC variable, ADH -.
DIAGNOSTIC DIFFERENTIEL
*avec autres espéces du genre Escherichia.

*avec les Shigella : sont toujours LDC — et acétate -. Il existe des sérums
agglutinants.

SENSIBILITE AUX ANTIBIOTIQUES
E. coli sont naturellement sensibles aux antibiotiques actifs sur les bacilles a Gram -.
1- B-lactamines

E. coli est classé dans le groupe 1. La résistance acquise résulte de I'évolution vers
'acquisition de pénicillinases, de céphalosporinases.

Acquisition d'une carbapénémase: exceptionnellement des souches d’E.coli peuvent
acquérir une carbapénémase.

Les nouvelles recommandations dans les infections urinaires simples montrent
I'intérét du pivmécillinam par la réévaluation du taux de sensibilité de E. coli
(<20%)
2- Aminosides
E. coli est naturellement sensible aux aminosides.
Les variants a petites colonies sont souvent résistants aux aminosides.
3- Fluoroguinolones
Les quinolones sont actives sur E. coli.

Le mécanisme de résistance acquise résulte le plusfréquemment d’'une modification de cible.
Repérer si la souche a un profil sauvage ou de résistance acquise : les entérobactéries de
profil sauvage sont S a I'acide nalidixique.
4-autres :

Taux de sensibilité fort et stable pour fosfomycine-trométanol et nitrofurantoine.

Dr. Danielle CLAVE
Expert biologiste -Bactériologie
CHU TOULOUSE
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Voltamétrie cyclique (CV) de quatre (04) électrodesd’or (Au) dans K;Fe(CN)s (10 mM) / KCI (0.1 M);
vitesse de scan 20mVs™
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Domaines d'applications des biocapteu
(KENGNE - MOMO 2011)

Domaine

d’application

Tvpes de biocapteur

Utilisation

Agroalimentaire

- quantification des divers acides
carboxyliques comme 1"acide ascorbique
(dans les jus de fruits) et 1" acide citngue
(fruits, jus de fruits, boissons pour sportifs)
[21]

- 'évaluation du taux d"anfioxydant  les
polyphénols) dans I'huile d'olive, le vin et le
theé vert [67]
- détection des contaminants (pathogénes,
pesticides, microorganismes et foxine)
[2,8,10-17];
- détection de sulfaméthazine dans le lait et
dans des échantillons de bile de porc, en
uhilisant un sewl déterminé de 0.4 pg/ml ;

Station d’épuration

crométri

-mesure des métaux lourds (Cr, Mn, Mo)
[8.9]
- mesure de polluants organiques (cyamure
d"éthyl-n-dimethylphosphoramide,
phosphonofluorure d'isopropylmethyle.
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Domaines d'applications des biocapteu
(KENGNE - MOMO 2011)

phosphonofluorure de picacolymethyle),

- détection de carbamate®(carbofuran -
0,01nM) [5-7. 68];

- mesure de pesticides organophosphorés de
concentration de I'ordre de 107 mol /1[11]

Santé

ampéromét

- estimation du ghicose, urée [69],
cholestérol, glutamate[2-4];
- concentration du lactate dans le sang des
athlétes pour prévenir 1a fatigne musculaire et
les crampes [16] ;
- détection de I'éthanol dans le souffle, 1a
salive et le sang humain [16] ;
- permet d’étudier I'effet des pesticides sur
les paramétres cytogénétiques et
biochimiques des souris ef leurs embryons
[70]
- détection des pathogénes i 1'exemple du
Mycobacterium tuberculosis, Vibrio
cholerae, Treponema pallidium ; salmonella
[71]:

- trartement de la maladie d°Alzheimer [72]

Environnement

potenfiometnque

- détection du trichlorfon’ (2. 10 nM)[69]
- détection des composés organophosphores
(toxiques)[5-7. 17, 22, 25, 28]
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Qualité bactériologique requise pour les eaux dousesuperficielles utilisées pour i
production d’eau livrée a la consommatio humaine (Directive du Conseil de:
Communautés européennes du 16/06/1975 (n° 75/44
(Pierre Servais etal2009)

Valeur quide A1 Valeur quide A2 Valeur quide A3

A1, A2, A3 procédés de traitements types permettant a transformation des eaux superfcielles n eau aimentaire,

Tubleau 3 : Qualit bactrioogique equise pour I eo douces superfcelles lises pour  production 'equ e & a consomm-
ton Fumaing (Directive du Consel des Communautés eurapéennes du L6/06/1975 (1° 7344

AL AL, A3 : procédssde traitemens types permettant L transformation des eaue superfcielesen eau almentaire

AL raement physique simple f désinection, par evemple fltraion rapide et désnfecion.

AD  rtement normal physique, chimique ¢t dsinfction, par evempl préchloraton,coagulation, floculaton, décatation, filraton
désinecton (cloration fmale).

A3 : traitement physique, chimique poussé, aftnage et désinection, par exemple chloraton, coagulaton, floculaton, décantaton, f-
tration, afnage (carbone act), désinfection (ozone, hloraton fnae),
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TABLE DE MAC GREDY

[ Nombre * Nombre de Nombre |  Nombrede
Caractéristique | Micro-organismes | Caractéristique | Micro-organismes

000 0,0 222 3,3

001 0,3 223 4,0
010 03 230 3.0
011 0,6 231 33
020 0,6 232 4,0
100 04 300 2,5
101 0,7 301 4,0 i
102 1,1 302 6,5
110 0,7 310 4.5
111 1,1 311 1.5
120 1,1 312 11,5

i 121 1.5 313 16,0
130 1,6 320 9.5
200 0,9 321 150
201 1,4 322 20,0
202 2,0 323 30,0
210 1,5 330 25,0
211 20 331 45,0
212 3,0 332 110,0
220 20 333 1400
221 3,0



Résumé

La présence des bactéries pathogéenes cofsdeerichia Coli dans I'eau de consommation peut générer des
épidémies et menacer la santé publique. Les mé&htoaditionnelles de détection des bactéries niéersplusieurs
jours, des laboratoires complexes, et demandentpital notable. L'utilisation de biocapteurs petrmee économie
du temps, du matériel et d’espace par leur repidiiexécution, et une surveillance prospectivdistance et la
portabilité des appareils. L'objectif de notre @dva été en premier lieu, d’évaluer par la métholdssique des
milieux de cultures la qualité bactériologique ddugau de surface (barrage Taksebt), par laquelle cmstaté la
présence d'une flore mésophile totale indénombrat2 °C et 37 °C, Coliformes totaux<300 UFC/mliifoomes
fécaux 10 UFC/ ml, 25 salmonelles, des résultasstifs sur Escherichia Coliet les vibrions, et négatif pour les
Streptocoques fécaux et les Clostridiumsulfito-cddurs. Le deuxieme volet de I'étude, et apresralé@tiecté et isolé
notre bactérie cibl&scherichia Coli,comprend la mise au point d’'un biocapteurs élebtroigue qui a commencé par
la fonctionnalisation des électrodes d’or par éte#position de rGO/PEI suivi d’'ungreffage d'antpanti-fimbriae
E. Coli UTI89 aux groupes amine de PEI par unesdiaicovalente, puis incubation d’'une série de aunaton
bactérienne surdes anticorps anti-fimbEaeColi, nosélectrodesfonctionnalisées sont ensuitecais&sé par
voltammétrie cyclique, spectrométrie Raman et MEBfin la réponse électrochimiqueenregistrée moqtre le
signal électrochimique diminue avec I'augmentatitenla concentration bactérienne ou nous avons istnegles
valeurs de courant respectivement de 1,120 A -AB08t 0,57 A correspondant a 10FC/ml 10 UFC/ml et
1C°UFC/m.

Mots-clés : Anticorps, biorécepteur, méthode électrochimiquafavnmétrie cyclique, spectrophotométrie Raman,
MEB. rGO/PEL.

Abstract

The presence of pathogenicbacteriasuch as Esclae@oli in drinking water can cause epidemics dmddten public
health. Traditional methods of detectingbacteriairegeveraldays, complexlaboratories, and are alajpitensive.
The use of biosensors allows saving of time, matennd space due to their speed of execution, aoshbective
remote monitoring and portability of the devicesheT objective of ourworkwas first to evaluate the
bacteriologicalquality of a surface water (Taksddoin) by the classicalmethod of culture media, bictenoted the
presence of a total mesophilicflorathatcould notdomtedat22 °C and 37 °C, Total coliforms<300 CHU/m
faecalcoliforms 10 CFU/mI, 25 salmonella, positikesults for Escherichia Coli and vibrios, and nigatfor
faecalStreptococci and sulphite-reducing ClostridiuThe second part of the study, and afterdetecingd
isolatingourtargetbacterium Escherichia Coli, ines the development of an
electrochemicalbiosensorwhichstartedwith ~ the  fumalization of gold electrodes by rGO/PEI
electrodepositionfollowed by grafting of anti-finihe E. Coli UTI89 to the amine groups of PEI by aewt bonding,
followed by incubation of a bacterial concentrateeries on anti-fimbriae E. Coli, ourfunctionalieéettrodes are
thencharacterized by cyclicvoltammetry, Raman spewtry and SEM. Finally the electrochemicalrespossorded
shows that the electrochemical signal decreasesafdasingbacterial concentration wherewerecordeelcuvalues
of 1.120 A -1.09 A and 0.57 A respectivelycorregfing to 104 CFU/ml 107 CFU/ml and 109 CFU/ml.

Keywords: Antibody, bioreceptor, electrochemicalmethod, licyoltammetry, Raman spectrophotometry, SEM.
rGO/PEI.
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