REPUBLIQUE ALGERIENNE DEMOCRATIQUE ET POPULAIRE
MINISTERE DE L’ENSEIGNEMENT SUPERIEUR ET DE LA RECHERCHE
SCIENTIFIQUE

UNIVERSITE KASDI MERBAH - OUARGLA
FACULTE DES SCIENCES DE LA NATURE ET DE LA VIE

Année: 2020/2021 N° d’enregistrement:

S S R B

ynerche s,
d up /op

Rk
DEPARTEMENT DES SCIENCES BIOLOGIQUES . ¢ &

These
Présentée en vue de I'obtention du dipléme de

Doctorat 3°™ cycle

Filiere : Sciences Biologiques
Spécialité : Biochimie-Microbiologie Appliquée
Theme

INTERACTION BACTERIES-MATERIAUX DES SYSTEMES DE DISTRIBUTION
D’EAU POTABLE DANS LA REGION DE OUARGLA : ROLE DES PROPRIETES
PHYSICO-CHIMIQUES DE SURFACE SUR LE POUVOIR D’ADHESION.

Présentée par : LACHACHE Amina
Soutenue publiquement le 11/07/2021

Devant le jury :

Président Pr. IDDER Med Tahar U.K.M. OQuargla
Directrice de thése | Pr. BOUDJENAH-HAROUN Saliha | U.K.M. Ouargla

Pr. ARHAB Rabah Université Larbi Ben M’hidi -Oum ElI-
Examinateurs Bouaghi

Dr. HASSAINE Amina Université B. M. Annaba

Dr. SAGGAI Sofiane U.K.M. OQuargla

Dr. BENAISSA Atika U.K.M. OQuargla




Dédicace

Je dédie ce travail :

A I’ame de mon trés cher pére qui a tant espéré voir ce jour.

A ma chére maman qui n’a jamais cessé de ménager ses efforts pour que j’atteigne ce niveau.
Ses sacrifices et privations ne I’ont pas empéché d’accomplir son devoir de mere soucieuse de
I’avenir de ses enfants.

A mon mari qui €était toujours a mes cotés et qui n’a jamais cessé de me soutenir et de
m’encourager : Jamais de simples mots ne me permettraient de vous exprimer mes
remerciements
A mes fréeres Yasser, Ahmed, Abderrahmane et mes sceurs Soumia et Anouar
A ma grande et petite famille.

A tous mes amis et collégues.

Et a tous ceux qui m’ont aidé en particulier Amine, Fatima Zohra, Maroua et Youcef

Amina



Remerciements

Avant tout, louange a Dieu le tout puissant, le miséricordieux, de nous avoir donné le
courage, la force, la santé et la persistance et de nous avoir permis de finaliser ce travail dans
de meilleures conditions.

Je remercie trés chaleureusement ma directrice de thése Mme BOUDJENAH-
HAROUN Saliha Professeur a 1’Université Kasdi Merbah-Ouargla, qui n’a ménagé aucun
effort pour que ce mémoire puisse voir le jour. Je lui exprime ma gratitude de m’avoir dirigé
avec beaucoup de disponibilité et d’intérét. Je tiens a lui exprimer ma profonde gratitude pour
I’attention et les conseils qu’elle ma prodigué malgré ses multiples occupations. Je voudrais
témoigner aussi de ses compétences et de ses immenses qualités humaines.

J’adresse mes remerciements a Monsieur JAQUES Mario, Professeur a 1’Université de
Montréal pour m’avoir accueilli dans son laboratoire et collaboré a la réalisation de ce travail.
Je suis reconnaissante pour son soutien constant, ses conseils et ses critiques constructives.

Je remercie DOGHERI Ibtissem, Poste doctorat a 1’Université de Montréal, Je la
remercie vivement pour m’avoir apporté un appui constant, pour son soutien et sa
disponibilité tout au long de la réalisation de ce travail.

Je souhaite remercier ¢également les membres du jury, pour le temps précieux qu’ils ont
accordé a ce travail : le professeur IDDER Med Tahar, en qualité de président et valeureux
enseignant de I’Université Kasdi Merbah-Ouargla. Je le remercie pour I’honneur qu’il m’a
fait, en acceptant de présider la commission d’évaluation de cette these.

Mes profondes reconnaissances s’adressent a mes enseignants : Pr. ARHAB Rabah de
I’université¢ Larbi Ben M’hidi a Oum El- Bouaghi , Dr. HASSAINE Amina de I’université de
Annaba, Dr. SAGGAI Sofiane et Dr. BENAISSA Atika de I’Université Kasdi Merbah-
Ouargla. C’est un immense privilége que de voir mon travail évalué par des chercheurs
reconnus, au niveau international. Soyez assurés, chers professeurs et docteurs, de mon estime
et de ma profonde gratitude.

J'exprime mes respectueux dévouements au professeur BISSATI Samia doyenne de la
faculté S.N.V de I’Université Kasdi Merbah-Ouargla pour toutes ses aides.

Mes vifs remerciements vont également a toute 1’équipe des laboratoires pédagogiques
de la faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Kasdi Merbah-Ouargla.

Au Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBT) Constantine et a 1’Algérien des
eaux (ADE) Ouargla, j’aimerais leur témoigner ma profonde reconnaissance pour leurs aides

a la réalisation d’une partie de ce travail,



En fin, je tiens a exprimer ma gratitude et mes sinceres remerciements a tous ceux qui ont

contribug, de pres ou de loin, a 1’élaboration de ce travail.

LACHACHE Amina



Table des matiéres

Liste d’abréviation

Liste des Figures

Liste des tableaux

Liste des annexes

Résume

INEFOTUCTION .. .ottt bbbttt b et bbb e b e n e 01
CHAPITRE 1: Synthese bibliographique sur les biofilms dans les réseaux de

distribution d’eau potable

I.1. Historique des biofilmS. ... 05
I.2. Notion de biofilm dans les réseaux de distribution d’eau.................ccovviiiiiiiiiinn 06
1.3. Principaux constituants du biofilm...............ccooiiiii i, 06
[.4. Formation des biofilms. .........ooiiiiii e 08
L5. Intérét de I’étude des biofilms. ..o 11
1.6. Méthodes d’analyse des biofilms au laboratoire..............c.ooooeiiiiiiiiiiiiiininn e, 11
1.6.1. BaCterieS MOUBIES .......uei e 12
1.6.2. MOdEIES de CUITUIE. ...t e e 12
1.6.2.1. Etude des biofilms en miCroplagues. ..............cooueeiuiieeiie e 12
1.6.2.2. Etude des biofilms MatUres ...............cccoovuiieieiiiie e, 12
1.6.2.3. Numération sur plaque des bactéries hétérotrophes (NPBH)..................coi 13
1.6.2.4. Méthode de I’adénosine triphosphate (ATP)........cooiiiiiiiiiiii 13
I.7. Facteurs influengant le développent des biofilms dans les réseaux d’eau potable.......... 14
[.7.1. Facteurs 1i€s auX MICTOOTZANISINES. .. ..tueteentteenteenttennte et enneeanneenneenneeaneeennens 14
1.7.2. Facteurs liés aux propriétes et structure du réseau................coevviviieiiinininnnannn.. 15
[.7.2.1. NatUre d8S MatETIAUK . ... . vttt ettt ettt ettt 15
1.7.2.2. Diametre des CONAUILES. ... ....iuuintint ittt 18
1.7.2.3. Rugosité et stabilité du materiau. ...........oouiiiiitiiiii e 18
1.7.2.4. Temps de séjour et vitesse d’écoulement................oooiiiiiiiiiiiiiiiiiii e, 18
1.7.3. Facteurs liés aux propriétés physico-chimiques du milieu............................... 19
R T ) 19
1.7.3.2. ESPECES 10NIQUES diSSOULES. ... .uvintitt ittt et ettt ettt e ee e ettt eae e e, 20
| R T T 3111 o T 2 1 S 20

L7 4 NULTIIIENES . ¢ . e e e e e, 21



[.7.4.1. Sources de carbone Organique. ..........ouvviuiiiiiiie i e 21

L.7.4.2. S0UICES A AZOL. ... . ettt e e 21
1.4.4.3. Sources de PhOSPROTE. ......iuiit i 22
L7.5. DESINTECHION. . .ttt 22
I.8. Danger microbiologique en réseau de distribution d’eau ..............ccoiiiiiiiiin 24
1.9. Origines possibles de la contamination des systémes de distribution d’eau.................. 25
1.9.1. Contamination de 1a reSSOUICE €N €aAU. ........ouiuuineiniitiitiitet et eeeeenenes 25

1.9.2. Contamination microbiologique consécutive a une défaillance lors du traitement de

POTADTHISALION. ... 25
1.9.3. Contamination résultant d’un accident sur le réseau de distribution d’eau................ 26
1.10. Conséquences du développement d’un biofilm dans les réseaux............................ 27
1.10.1. Conséquences de la présence d’un biofilm sur le réseau de distribution.................. 27
1.10.2. Conséquences du développement de biofilm pour les consommateurs................... 28
CHAPITRE Il : Matériel et méthodes
11.1. Présentation de la zone d’étude. ..........c.ooiuiiiiiiiiii 30
I1.2. Détermination des caractéristiques d’eau distribuée dans la région d’Ouargla............ 31
[1.2.1. SiteS de PréleVeMEnts. ... ....oviuii e e 31
I1.2.2. Echantillonnage. ........oouiinniiit e et et e s 32
11.2.2.1. Techniques d’échantillonnage. ...........c.ooviuiiriiiiiii e 32
I1.2.2.2. Transport et conservation au [aboratoire. .............ooeviiiiiiiniiiiiiiii e, 33
I1.2.3. Techniques d’analySes. ........ovuiuuiniinii i 33
11.2.3.1. Analyses phySiCO-CRIMIQUES .........oiriritiiii e 34
11.2.3.1.1. Dosage du Chlore Tibre..........oouiini i e, 34
11.2.3.1.2. ANAlYSES PRYSIQUES. ... .uietitiiit ettt e 34
> Mesure de 1a temMPErature ...........ovuieiinieriit ettt neeneaaans 34
» Détermination du pH.........oooiiiiiii e 34
» Mesure de la conductiVite...........ooouiieiii i 34
» Mesure de la turbidit€..........o.ouiiiniiii 35
> Determination du réSidu SEC. .. ...uuuuniuit it 35
> Détermination des matieres en SUSPENSION. .. .....c.iuererinir it erieeteraeaeanennnan, 35
11.2.3.1.3. Parametres de pollution ...........c.o.ieiiiniei e 36
» Dosage de I’azote ammoniacal (NHa"). ..., 36
> Dosage des NItrteS (NO2 ). . ue i e e e e 36

> Détermination des phosphates (POs) ... ..ot 36



11.2.3.1.4. Mineéralisation globale ... 36

a. Détermination du calcium (Ca?" et du magnésium (Mg?*) ........cooooiiiiiiieiiiine, 36

b. Dureté totale (TH) ... e 37

c. Dosage du sodium et du potassium.........oovuiiiniiiit i 37

d. Détermination des chlorures (Cl7) ..o e 38

e. Détermination des Sulfates (SO4%) .. ....iiee e 38

f. Titre alcalin complet (TAC) et Bicarbonate (HCO3).....oeovviiiiiiiiiiiiiceeen, 38

g. Minéralisation globale. ..o 39
11.2.3.2. Analyses DACtErIOLOZIQUES ... ..uvreeie et e e e e 39
11.2.3.2.1. Recherche des germes indicateurs de contamination fécale.....................cceu.ne 39
» Dénombrement des Zermes tOtAUX . ... .uueeetintiere ittt et eiteaeeeeaanns 39

» Recherche et dénombrement des coliformes (Colimétrie) ...................ccoeeinien. 40

» Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux.............ccovviiniiiiinnninn... 42

» Recherche et denombrement des Anaérobies sulfito-réducteurs.......................... 42

» Recherche de Salmonella........... ..o 43

> Recherche du Vibrion cholérique. ..o 43
I1.2.4. Exploitation des résultats.............oouiiiiiiiiii e 44
11.2.4.1. Analyse de lavariance (ANOVA) ..o, 44
11.2.4.2. Test sur échantillon UniqUe ... ... 44
I1.3.caracterisation des biofilms du réseau de distribution d’eau potable......................... 45
I1.3.1. Dispositif expérimental d’étude des biofilms in SitU................oooiiiiiinil 45
11.3.2. Prélevement mécanique des biofilms ... 46
11.3.3. Isolement des especes bactériennes des biofilms ... 46
11.3.3.1. Culture des bactéries du biofilm...............ooi e, 46
11.3.3.2. Repiquage des COIONIES. ... ..ouinti e e, 47
11.3.3.3. TeSt DIOChIMIQUES. ......eineie e 47
[1.3.3.3. Coloration de Grami........ouininie i e ees 47
11.3.3.3. Observation au MiCroSCOPE OPtIGUE. ... ..iurirt it ittt ettt et ee e e eeeaas 47
11.3.3.3. Identification par galeries ............ooviiriir i 47
I1.4. Identification des souches bactériennes cultivables par la technologie MALDI-
0 0 PP 47
I1.5. Identification des souches bactériennes par séquengage de ’ADNr 16S................... 48

11.6. Etude in vitro de la capacit¢ a former des biofilms des souches cultivables
11015 111 (T R 48



I1.7. Observation et quantification des biofilms par microscopie confocale a balayage

CHAPITRE I 11l : Résultats et discussion

II1.1. Caractéristiques des eaux de consommation dans la région de Ouargla.................... 51
[11.1.1. Caractéristiques phySiCO-ChimiIqUES. ...........ovriitint it 51
» Contrdle des taux du chlore de ’eau............cooiiiiiiiiii i 54
D L= 1] 0L (U= T PP 54
» Concentration en ions hydrogene « PH ».........oooiiiiiiiii e, 57
> Conductivité @lectrique C-E... ..o 59
P TUrDIAItE. ..o 61
> Taux des sels dissous (TDS) etsalinité ..............coooiiiiiiiiiii e, 63
P RESIAU SEC A105°C . .. e 66
> Ammonium NH4* et le Nitrite NO2 ... 68
> Orthophosphate POs™ ... ... e, 71
> CalCiUM Cal 2. 72
> Magnésium Mg*2 et la dureté totale TH...........ooouiieiuniieei i, 74
> Sodium « Na " » et Potassium « K » ... 78
> Chlorures «Cl~ » et les sulfates « SO42» .........coouiiviiiiiiiieiie e 81
» Hydrogénocarbonates « HCOz™» et le Titre alcalin complet « TAC » ................... 84
» Minéralisation globale........ ..o 87
111.1.3. Qualité baCteriolOgiQUE. ........veit e e 88
II1.2. Diversité des bactéries cultivables dans les biofilms étudiés................................ 91
[11.2.1. Isolement de souches bactériennes du biofilms ...................o 91
[11.2.2. Pré identification des souches bactériennes iSolées .............ccoeviiiiiiiiiiiiiinninn 93

111.2.3. Identification des souches bactériennes cultivables par la technologie MALDI-TOF et
séquencage de PADNI 16S. ... o i e 95
[11.3.Caractérisation des biofilms miCrobiens ..............ooiiiiiiiiii it e 96

I11.3.1. Etude de la capacité des bactéries a former des biofilms en conditions statiques

(BIOTIIMS SIMPIES). ...ttt et e et et 96
111.3.2. Criblage et étude par microscopie confocale de la capacité des bactéries a former des
DIOTTIMS XIS .ot 97
CoNCIUSION €L PEISPECLIVES ....c.veivieeiieiicieeeeeteeete ettt ettt ettt ettt et aeeae e eveeans 105
Références bibliographiques ....... ... 109

Annexes.



Liste d’abréviation

20A selon I’age : plus de vingt Ans

6M et 12M selon 1’age : six et, douze Mois

A Albienne

ADE Algérien des eaux

AFNOR Association Francaise de Normalisation
API Analytical profile index

ATP adénosine triphosphate

C Cuivre

C/N Rapport massique carbone sur azote

Cl Continental Intercalaire

CT Complexe Terminal

EPA Milieu Eau Peptonée Alcaline

EPS Substance Polymeére Extracellulaire

F Foyer

ISO Organisation internationale de normalisation
M Miopliocéne

MIC Corrosion Influencée par les Microbe
NA Normes algérienne

NPBH Numération sur plaque des bactéries hétérotrophes
NTU Unité de Turbidité Néphélométrie
OMS Organisation mondiale de la santé
PEHD Poly Ethyléne Haute Densité

pKa Constante d’acidité

PVC polychlorure de vinyle

R2A pour reasoner’s 2A Agar

S Sénonienne

TDS Taux de sels dissous

TGEA Tryptone Glucose Agar

TSA Gélose Trypticase-soja Agar

uv Ultra-Violet




Liste des Figures

N° figure Titre page
Figure 1 Stromatolithes en forme de biofilm 06
Figure 2 Etapes de formation d’un biofilm d’eau de distribution 09

Approches expérimentales de la formation du biofilm. A : modéle de
Figure 3 cultqre en plaque de microtitration sui\_/ie de coloration au violet de | 13
gentiane. B et C : culture continue en flox-cell (B) ou
microfermenteurs (C).
Figure 4 Carte géographique de I'Algérie. Site de 1’étude : région de Ouargla 31
dans le sud-est algérien
Figure 5 Dispositif expérimental d’étude des biofilms en conditions naturelles 45
Figure 6A Variation de la température entre les différentes nappes 56
Figure 6B Variation de la température entre forages et foyers 56
Figure 7A Variation du pH entre les différentes nappes 58
Figure 7B Variation du pH entre forages et foyers 58
Figure 8A Variation de la conductivité électrique entre les différentes nappes 60
Figure 8B Variation de la conductivité électrique entre forages et foyers 60
Figure 9A Variation de la turbidité entre les différentes nappes 62
Figure 9B Variation de la turbidité entre forages et foyers 62
Figure 10A1,2 | Variation de taux des sels dissous et de la salinité entre les différentes | 64
nappes
Figure 10B1,2 | Variation de taux des sels dissous et de la salinité entre forages et 65
foyers
Figure 11A Variation de taux des résidus sec entre les différentes nappes 67
Figure 11B Variation de taux des résidus sec entre forages et foyers 67
Figure 12A Variation de taux d'ammonium entre les différentes nappes 69
Figure 12B Variation de taux d'ammonium entre forages et foyers 69
Figure 13A Variation de taux des nitrites entre les différentes nappes 70
Figure 13B Variation de taux des nitrites entre forages et foyers 70
Figure 14A Variation de taux d’orthophosphate entre les différentes nappes 71
Figure 14B Variation de taux d’orthophosphate entre forages et foyers 72
Figure 15A Variation de taux de calcium entre les différentes nappes 73
Figure 15B Variation de taux de calcium entre forages et foyers 73
Figure 16A Variation de taux de magnésium entre les différentes nappes 76
Figure 16B Variation de taux de magnésium entre forages et foyers 76
Figure 17A Variation de la dureté d’eau entre les différentes nappes 77
Figure 17B Variation de la dureté d’eau entre forages et foyers 77
Figure 18A Variation de taux de Sodium entre les différentes nappes 79
Figure 18B Variation de taux de Sodium entre forages et foyers 79
Figure 19A Variation de taux de Potassium entre les différentes nappes 80
Figure 19B Variation de taux de Potassium entre forages et foyers 80




Figure 20A Variation de taux de chlorures entre les différentes nappes 82
Figure 20B Variation de taux de chlorures entre forages et foyers 82
Figure 21A Variation de taux des sulfates entre les différentes nappes 83
Figure 21B Variation de taux des sulfates entre forages et foyers 83
Figure 22A Variation de taux des hydrogénocarbonates entre les différentes 85
nappes
Figure 22B Variation de taux des hydrogénocarbonates entre forages et foyers 85
Figure 23A Variation de titre alcalin complet entre les différentes nappes 86
Figure 23B Variation de titre alcalin complet entre forages et foyers 86
Figure 24A Variation de la minéralisation globale entre les différentes nappes 87
Figure 24 B Variation de la minéralisation globale entre forages et foyers 87
Figure 25 Criblage de la capacité des bactéries isolées a former des biofilms 97
simples en conditions statiques.
Figure 26 Criblage de la capacité des bactéries isolées a former des biofilms 98
mixtes en conditions statiques.
Figure 27 Représentations 3D et quantifications des biofilms mixtes des isolats 99

bactériens.




Liste des tableaux

N° Tableau Titre page
Tableau 1 Caracteristiques des forages échantillonnés 32
Tableau 2 Echantillons de biofilms étudiés en fonction de la nappe, de I’age et de 46
matériaux

Tableau 3 Composition physicochimique de trois forages appartenant a la nappe 51
Albienne

Tableau 4 Composition physicochimique de quatre forages appartenant a la nappe | 52
Sénonienne

Tableau 5 Composition physicochimique de quatre forages appartenant a la nappe | 53
Miopliocéne

Tableau 6 Les souches bactériennes isolées dans les trois milieux de culture a 92
partir des différents échantillons du biofilm

Tableau 7 Pré identification des souches bactériennes isolées 94

Tableau 8 Identification des souches bactériennes par la technologie MALDI- | 96

TOF




Liste des annexes

N° annexe

Titre

Annexe 1

Composition des différents milieux de cultures utilisés




Interaction Bactéries-matériaux des systémes de distribution d’eau potable dans la région

de Quargla : Réle des propriétés physico-chimiques de surface sur le pouvoir d’adhésion.

Résumé. Cette étude vise a déterminer l'influence des caractéristiques des sources de forage
et des matériaux utilisés dans les systeémes de distribution d’eau potable sur le développement
des biofilms dans les conduits au niveau de la cuvette de Ouargla (Algérie). Comme la
qualité¢ des eaux a une grande influence sur ’interaction matériau et formation du biofilm
bactérien, des analyses physicochimiques et microbiologiques des eaux de forage et de celles
qui arrivent au foyer ont été réalisées. Les résultats ont montré que ces eaux sont
bactériologiquement potables (absence des germes pathogenes). Par ailleurs, leur analyse
physico chimique a révélé que la majorité des parametres dosés dépassent les normes de
potabilité préconisées par I’OMS. D’apres les valeurs de leur salinité et de leur dureté variant
respectivement de 2550.24 a 3825.36 mg/l et de 820 a 1540 mg/l, ces eaux sont considérées
comme tres dures et Iégérement saumatres. Pour caractériser les biofilms formés, vingt-sept
¢chantillons sont sélectionnés en fonction de la nappe, du matériau et de 1’dge des conduits
alimentant la région. Des prélevements ont été effectués mécaniquement a partir de plusieurs
conduits de distribution a base de différents types de matériaux : cuivre, polychlorure de
vinyle (PVC) et polyéthyléne haute densité (PEHD); et a partir de différentes nappes
(Albienne, Sénonienne et Miopliocenes. Plusieurs souches bactériennes ont été identifiées
grace a I’utilisation de la technologie MALDI-TOF. Les résultats obtenus ont montré que les
conduits en cuivre semblent étre défavorables a la colonisation bactérienne tandis qu’une
grande variété d’especes bactériennes a €té retrouveée sur les matériaux en PVC et en PEHD.
La capacité des souches isolées a former des biofilms a également été étudiée in vitro. La
majorité des souches isolées, cultivées en biofilm simple et mixte, ont montré une forte

capacité a former des biofilms.

Mots-clés : Quargla, biofilms, dureté, minéralisation, diversité bactérienne, systeme de

distribution d’eau potable.



Bacteria-material interaction in drinking water distribution systems in the Ouargla region:
Role of surface physico-chemical properties on adhesion power.

Abstract. This study aims to determine the influence of the characteristics of drilling sources
and materials used in drinking water distribution systems on the development of biofilms in
pipes in the Ouargla basin (Algeria). As water quality has a great influence on the material
interaction and the formation of bacterial biofilm, physicochemical and microbiological
analyses of the borehole water and of the water arriving at the home were carried out. The
results showed that these waters are bacteriologically drinkable (absence of pathogenic
germs). In addition, their physico-chemical analysis revealed that the majority of the
parameters measured exceed the drinking standards recommended by WHO. According to the
values of their salinity and hardness varying respectively from 2550.24 a 3825.36 mg/l and
820 a 1540 mg/l, these waters are considered very hard and slightly brackish. To characterize
the biofilms formed, twenty-seven samples are selected according to the water table, the
material and the age of the pipes supplying the region. Samples were taken mechanically from
several distribution pipes made of different types of materials: copper, polyvinyl chloride
(PVC) and high-density polyethylene (PEHD); and from different aquifers (Albian, Senonian
and Miopliocene). Several bacterial strains have been identified using MALDI-TOF
technology. The results obtained showed that copper pipes appear to be unfavorable to
bacterial colonization while a wide variety of bacterial species were found on PVC and HDPE
materials. The ability of isolated strains to form biofilms was also studied in vitro. The
majority of the isolated strains, grown in single and mixed biofilm, showed a strong ability to
form biofilms.

Keywords: Ouargla, biofilms, hardness, mineralization, bacterial diversity, drinking water

distribution system.
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Introduction

Introduction

L’eau est une source vitale pour ’homme, sa disponibilit¢ rend la vie plus facile et plus
agréable. C’est pourquoi il est indispensable de 1’utiliser d’une maniére équitable, rationnelle
et économique. Devant une telle situation, il est impératif de concevoir des systemes de
protection de cette ressource et des systémes judicieux d’adduction, de stockage et de
distribution qui constituent toujours un grand défi d’ingénierie afin de satisfaire la demande et
d’assurer sa qualité.

En Algérie, les réseaux d’eau potable constituent le noyau de 1’infrastructure urbaine visant a
desservir en continu la population en eau potable. Beaucoup de problemes sont rencontrés
dans leurs exploitations et gestion. Ces problémes sont souvent liés a 1’age des conduites, et
aux conditions d’exploitation.

Parmi les plus grands problemes dont souffre le Sud Algérien est le probléme de précipitation
des sels dans les canalisations de distribution de l'eau potable et dans les installations
d'irrigation. Parmi les régions les plus touchées, on peut citer : Ouargla, Touggourt et El-
Oued. Ces preécipitations sont le résultat de plusieurs facteurs dont les plus importants sont: la
dureté tres élevée des eaux de ces régions; la température de l'eau qui dépasse 50 °C et leur
pH plus ou moins basique.

Les systtmes de traitement et de distribution assurent une qualit¢é d’eau destinée a la
consommation humaine. Cependant, et selon la littérature, une variété de microorganismes
pourrait survivre et croitre dans ces systemes. Une détérioration de la qualité de I'eau pendant
son transport a été largement observée (MARCIANO-CABRAL et al. 2010; WU et al. 2014;
LIU et al. 2016; LIU et al. 2017). Ces bactéries ont tendance a s’accrocher sur les parois
internes des canalisations pour former des biofilms (DOUTERELO et al. 2014a, 2014b). Les
biofilms sont des complexes fonctionnels de communautés microbiennes entourées par une
matrice gélatineuse de substances polymériques extracellulaires (SPE) que les micro-
organismes produisent eux-mémes. Les SPE sont responsables de I'intégrité de la structure
tridimensionnelle des biofilms et de leur protection contre les conditions environnementales
défavorables (LIU et al. 2016). La formation de biofilms pourrait également favoriser la
dégradation des parois des tuyaux, ce qui contribue a rendre l’eau impropre a la
consommation (NAWROCKI et al. 2010).

La formation et la croissance des biofilms sur les parois tubulaires pourraient étre affectées
par de nombreux facteurs, tels que le type de matériau (ALLION et al. 2011), la source d'eau
(ZENG et al. 2013), la disponibilité des nutriments (PARK et HU 2010), le type et la
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concentration du désinfectant (XUE et SEO, 2013) et les forces de cisaillement
(DOUTERELO et al. 2013). Les problemes engendrés par la colonisation microbienne au
niveau des canalisations d’eau potable a fait I’objet de nombreuses études (MARCIANO-
CABRAL et al. 2010; WU et al. 2014). Selon la littérature, les matériaux communément
utilisés, du fait de leur composition, leur age et 1’état de leur surface, sont potentiellement
générateurs d’un développement bactérien (BUSE et al. 2012 ; NAWROCKI et al. 2010). En
effet, ils peuvent favoriser la colonisation en offrant aux micro-organismes un environnement
favorable a leur développement. Les propriétés physico-chimiques et la présence de crevasses
assurent une biodisponibilité des nutriments et protégent les microorganismes des forces de
cisaillement (LE, 2008).

Depuis les derniéres décennies, un nombre croissant de matériaux synthétiques est disponible
pour ’utilisation dans les réseaux intérieurs de distribution d’eau. Les conduits d’adduction
des eaux potables a base de fonte et plomb sont interdits depuis 1995 (SQUINAZI, 2013),
ainsi que le cuivre qui préesente certaines limites comme la sensibilité a la corrosion. Ces trois
matériaux sont progressivement remplacés par le PVC (polychlorure de vinyle) et le PEHD
(polyéthyléne haute densité). D’aprés la direction nationale de [’eau potable et de
I’assainissement (DINEPA, 2013), ces deux matériaux sont caractérisés par leur résistance a
la corrosion, leur flexibilité, leur coQt réduit et leur faible poids ce qui facilite leur installation.
Toutefois, on ne sait pas bien dans quelle mesure 1’utilisation de ces matériaux peut entrainer
une formation de biofilm et un accroissement indésirable de bactéries, dans I’eau. Aussi ce
travail s’interroge sur la place des canalisations en cuivre par rapport aux deux autres types de
matériaux couramment utilisés dans les réseaux de distribution d’eau potable dans notre
région d’étude : les canalisations en cuivre sont-elles les plus adaptées pour empécher ou
limiter la formation de biofilm et la prolifération bactérienne dans les réseaux de distribution ?
Les échantillons de biofilm provenant des systéemes de distribution en fonction sont difficiles
a obtenir. Les conditions expérimentales pourraient ne pas correctement représenter les
caractéristiques des communauteés bactériennes de ces systemes en fonctionnement depuis de
longues périodes (DOUTERELO et al. 2013). Bien que de nombreuses conditions telles que
le diametre du tuyau et le régime quotidien ne sont pas communs a tous les systémes
d’exploitation, le matériau est toujours considéré comme un facteur clé affectant la
colonisation bactérienne.

Le but principal que nous nous sommes fixés dans cette étude consiste a déterminer, pour la

premiere fois, I’influence de la source d’eau (forage), de la nature et de 1’age des matériaux
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utilisés sur le développement des biofilms dans les canalisations de distribution des eaux
potables de la région d’Ouargla (sud-est de I’ Algérie).
Pour mener a bien cette étude quatre volets d’investigations sont entrepris:

» Etude de la qualité des eaux de différentes nappes alimentant la région de Ouargla en
eau potable, en effectuant des analyses physico-chimiques et bactériologiques de ces
eaux.

» Déterminer I'influence du matériau de canalisations sur le changement du la qualité
physicochimique et/ou microbiologique de 1’eau distribuée et suivre 1’évolution de sa
qualité de la source au consommateur.

» Pour mieux connaitre la présence et I'impact des biofilms dans les réseaux d'eau
potable sur la qualité de l'eau distribuée dans cette région une identification des
souches bactériennes cultivables du biofilms par la technologie MALDI-TOF et
séquencage de I’ADNTr 16S semble étre importante et indispensable.

» Caractérisation des biofilms microbiens, par une étude in vitro (systeme expérimental
de microplaque en polystyréne de 96 puits) en testant la capacité de ces souches
bactériennes a former des biofilms, complétée par une observation et quantification de
ces biofilms par la microscopie confocale a balayage laser.

Le présent document est structuré en trois chapitres. Le premier chapitre est consacré a la
synthese bibliographique, qui englobe des généralités sur les biofilms et leurs présences dans
réseaux de distribution d’eaux potables.

Le deuxiéme chapitre est réservé a la méthodologie de travail. Il porte sur la présentation de la
zone d'étude, les choix des sites de prélevement, les analyses physico-chimiques et
microbiologiques de l'eau potable. Les analyses de laboratoire sont complétées par des
analyses statistiques. Afin d’étudier la formation des biofilms dans les conduites des eaux
potables, un dispositif experimental a été congu suivi par un prélevement mécanique des
biofilms formés, dont le but est de les isoler, les identifier et les caractériser.

Le chapitre 111, expose les résultats et discussions des essais expérimentaux. Les données
obtenues au cours de cette investigation pourront étre utilisées dans le but d’améliorer notre
compréhension du phénomeéne de la colonisation bactérienne dans les systemes de distribution
d’eau potable dans les pays ou I’ecau est de qualité médiocre (trés dures et légérement
saumatres) et de proposer un matériau qui limite le développement de ces biofilm.

Une conclusion et des perspectives achévent la présente étude.
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« L’eau est un des médicaments naturels qui profite a [’ensemble de [I’organisme. On peut
[’employer de facons tres différentes, sans subir d’effets secondaires, pour combattre et
guérir des affections aigués, ainsi que des problemes de santé chronique. On peut aussi

["utiliser pour prévenir la maladie et conserver une bonne santé ».

Dr Dian Dincin Buchman, Guérir par ’eau
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I.1. Historique des biofilms

D’apres les recherches les plus récentes, les bactéries seraient apparues sur Terre il y a
environ 3,6 milliards d'années, soit bien avant l'apparition de I’Homme lui-méme, il y a
environ 100 000 années (GRAVES, 2004). L'nomme ne se doutait pas de I'existence méme
des micro-organismes jusqu'au 17eme siécle, lorsqu’Antonie van Leeuwenhoek (1632-1723)
a développé le premier microscope. Il a visualisé et illustré graphiquement des «animalcules»
(bactéries) trouvées dans sa propre plaque dentaire. En 1884, Robert Koch a décrit une
méthode pour identifier un micro-organisme en tant que cause de maladie (MUNCH, 2003).
Les micro-organismes ont été beaucoup étudiés en suspension dans un liquide homogene ou
par culture sur un milieu de culture solide (en boite de Pétri), ce qui offre une vue tres
partielle de la vie microbienne dans la nature. En 1972 Wuhrmann, a indiqué que 90 a 99%
des microorganismes existent sous une forme d‘agglomérats a 1.5 m de profondeur dans les
rivieres (WUHRMANN et al., 1972). Le nombre de bactéries attachées sur les surfaces
immergées dans un milieu aquatique est estimé étre entre 1000 et 10000 fois plus grand que le
nombre de bactéries libres dites "planctoniques” (WATKINS et COSTERTON, 1984). Plus
récemment, des observations microscopiques quantitatives démontrent que plus de 99,9% des
micro-organismes se développent sous forme de communautés agrégées "sessiles"”, c'est-a-
dire, attachée a une surface, plutét que comme "planctoniques” ou flottant dans le milieu
(COSTERTON et al, 1999).

Les micro-organismes se fixent sur des surfaces (vivantes ou non vivantes), forment des «
tapis » qui conduisent a la colonisation totale de la surface. Ces tapis bactériens constituent
des « biofilms ». Cette notion a été proposée en 1976 par William Costerton, directeur du «
Center for Biofilm Engineering » de I'Université d'Etat du Montana.

Depuis cette époque, les biofilms sont considérés comme le mode de vie normal des micro-
organismes ; étudier uniquement ces derniers sous forme planctonique signifie qu'on laisse de
coté une partie énorme de la population bactérienne. En 2006, ALLWOOD et al., ont annoncé
dans le journal « Nature » que les stromatolithes, qui résultent de 1‘activité biologique de
cyanobactéries, sont une forme de biofilm composés de micro-organismes, et qu‘ils ont été a
I‘origine de la création de structures de pierre depuis des milliards d'années. Ces « pierres
vivantes » étaient, a cette €poque, la source unique d‘oxygene dans l‘atmosphere et donc

source de vie sur notre planéte (Figure 1) (ALLWOOD et al., 2006).
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1.2. La notion de biofilm dans les réseaux de distribution d’eau

Trés rapidement apres leur mise en service, les parois des réseaux de distribution d’eau sont
colonisées par une structure complexe communément appelée biofilm. Cela découle du fait
que ces réseaux sont continuellement exposés a un flux de matiére, dont des microorganismes
naturellement présents dans 1’eau et ne présentant aucun danger pour la santé humaine. Ainsi,
dans les réseaux de distribution d’eau, la plus forte densité de microorganismes se rencontre a
la surface des matériaux constituant ces réseaux (FLEMMING et al., 2002). La résistance et
la prolifération des bactéries dans ces conditions sont dues & leur organisation en biofilm,
correspondant a I’association de microorganismes inclus dans une matrice d’exopolymeres
contenant également des débris particulaires et des produits de corrosion a la surface des
différents matériaux. Des champignons, algues, levures, virus et protozoaires sont également
retrouvés dans les biofilms.

Comme vu précédemment, des incidents survenant au niveau des stations de potabilisation
des eaux ou sur les réseaux peuvent étre a I’origine de la présence de microorganismes
indésirables dans I’eau et ceci malgré la présence d’une concentration résiduelle en chlore
circulant, généralement de 1’ordre de 0,1 mg/L (DESERRE et al., 1999; NYGARD et al.,
2003; MAUNULA et al., 2009).

1.3. Les principaux constituants du biofilm

Les constituants essentiels d’un biofilm sont les micro-organismes agglomérés et la matrice

qu’ils synthétisent. La présence de canaux permet I’établissement de flux d’eau, d’ions et de
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nutriments (CLUTTERBUCK et al., 2007). Les micro-organismes représentent 2 a 15 % du
matériel du biofilm. La matrice extracellulaire représente 50 a 90 % de la masse organique
carbonée d’un biofilm. Le rapport C/N d’un biofilm est cinq fois plus €élevé que pour une
suspension de bactéries planctoniques, ceci étant di a la prédominance de la matrice
(SUTHERLAND, 2001; BRANDA et al., 2005).

Les propriétés physico-chimiques de la matrice d’exopolyméres sont variables d’un biofilm a
I’autre. Sa trés forte teneur en eau, due a sa capacité a fixer un grand nombre de molécules
d’eau par des liaisons hydrogéne, permet a certains biofilms de lutter contre la dessiccation
dans le milieu naturel. La matrice d’exopolymeéres joue aussi un role majeur dans les
propriétés de résistance aux biocides des biofilms, en se liant directement aux agents
antimicrobiens et en les empéchant de pénétrer au sein du biofilm (DONLAN et
COSTERTON, 2002). Ainsi, la matrice exopolymérique joue un réle structural et fonctionnel
important puisqu’elle sert de barriére protectrice contre la dessiccation, les biocides mais
aussi contre les bactériophages (DONLAN et COSTERTON, 2002).

Les premiéres observations microscopiques de biofilms d’eau potable les décrivaient comme
des microcolonies bactériennes aléatoirement déposées sur la surface et composées d’une
grande diversité de cellules dominées par des bactéries en batonnet (ALLEN et
GELDREICH, 1977; RIDGWAY et OLSON, 1981). La composition des biofilms est bien
é¢videmment influencée par la nature de 1’eau a partir de laquelle ils se sont formés, mais
également par la vitesse d’écoulement de 1’eau et la nature de la surface des matériaux
composant les parois. Ainsi PERCIVAL et al. (1999) ont observé, pour des biofilms de 5
mois et une vitesse de 1’eau de 0,32 m.s-1, que le biofilm est essentiellement composé de
bactéries en batonnet, de diatomeées, de quelques hyphes fongiques et de bactéries
filamenteuses. Pour une vitesse de I’eau de 1,75 m.s-1 la quantité de biomasse aprés un mois
de contact est augmentée (2,4.105 cellules/cm2) par rapport a une vitesse de 0,32 m.s-1
(3,2.103 cellules/cm2) et le nombre de bactéries filamenteuses plus important (PERCIVAL et
al., 1999). Plus récemment, MARTINY et al. (2003) ont étudié la morphologie d’un biofilm
de trois ans formé dans un pilote alimenté par de 1’eau de distribution et composé d’une
boucle de 12 métres a la surface de laquelle étaient disposés des coupons d’inox. Ils ont pu
déterminer que la colonisation du support se fait a partir de bactéries isolées qui se multiplient
pour former des microcolonies et qu’aprés trois ans la biomasse recouvrait 76% de la surface
pour une épaisseur pouvant varier entre 15 et 30 pm.

La densité bactérienne d’un biofilm de réseau d’eau potable sur les parois est généralement

comprise entre 105 et 108 cellules/cm? (BOE-HANSEN et al., 2002; BATTE et al., 2003;
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LANGMARK et al., 2005), pour une biomasse bactérienne circulant dans 1’eau comprise
entre 103 et 106 cellules/mL (BLOCK et al., 1993; SERVAIS et al., 1995; SIBILLE et al.,
1997).

Par contre, seulement 1 a 9% des bactéries composant cette biomasse sont cultivables sur
gélose apres 15 jours de culture, ce qui explique que 1’identification des especes bactériennes
composant cette biomasse soit difficile. Les progres en biologie moléculaire ont permis une
identification plus précise des populations bactériennes composant un biofilm d’eau potable.
Ainsi, MARTINY et al. (2005) ont identifié 12 groupes bactériens dans leurs biofilms parmi
lesquels Acidobacteria, Nitrospirae et Planctomycetes, alors que les bactéries cultivables les
plus fréguemment mises en évidence appartiennent aux groupes Proteobacteria et
Bacteriodetes.

La structure des biofilms d’eau potable formés en conditions naturelles n’est que
partiellement élucidée, en partie en raison de la difficulté a prélever des échantillons in situ
dans les réseaux de distribution. Les principales informations sur les biofilms du milieu
hydrique ont été obtenues a partir de biofilms générés en laboratoire a 1’aide de pilotes
d’étude également appelés réacteurs. Ces informations sont ensuite extrapolées a des biofilms
in situ (BLOCK et APPENZELLER, 2001; PARIS et al., 2009; ABE et al., 2012). Les
biofilms des réseaux de distribution apparaissent globalement comme des structures
hétérogeénes et discontinues, composées d’agrégats dispersés a la surface du matériau. Le
biofilm est composé d’une biomasse stratifiée qui doit étre appréhendée comme une structure
a trois dimensions (ABE et al., 2011 et 2012). Certaines études effectuées sur des biofilms
mono espéces ont permis de déterminer que les agrégats bactériens sont entourés de canaux
qui peuvent occuper jusqu’a 50% du volume total du biofilm et qui permettent la circulation
d’eau, de nutriments, de particules et éventuellement de microorganismes (BRIANDET et al.,
2008). L’activité métabolique des microorganismes varie en fonction de leur localisation dans
le biofilm. En effet, lorsque le biofilm présente une faible épaisseur le transfert d’oxygeéne et
de nutriments ne serait pas limitée. Par contre, lorsque le biofilm est plus épais, I’activité
respiratoire serait plus faible au niveau des couches profondes et les bactéries présentes

seraient protégées de la présence de biocide résiduel circulant dans I’eau.

I.4. Formation des biofilms

La formation des biofilms est largement décrite dans la littérature (PRATT et KOLTER 1998,
FILLOUX et VALLET, 2003 ; LEJEUNE, 2003 ; HALL-STOODLEY et al., 2004 ;KOLTER
et GREENBERG, 2006). Les principaux microorganismes responsables de la formation d’un
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biofilm sont les bactéries, en effet ces derniéres sont capables d’adhérer, de se répliquer et de
sécréter des exopolymeéres consolidant la biomasse formée a la surface des réseaux de
distribution d’eau.

D’autres organismes tels que des protozoaires, des virus, des algues, des champignons vont
ensuite étre capables de se fixer et d’intégrer cette biomasse. Nous nous attarderons
spécialement sur la composante bactérienne du biofilm. La prolifération bactérienne sous
forme de biomasse est le résultat d’un ensemble de processus physiques, chimiques et

biologiques qui se produisent en plusieurs étapes (Figure 2).

Figure 2. Etapes de formation d’un biofilm d’eau de distribution (POITELON et al., 2011)

[ 9
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1 : adhésion de polymeres (conditionnement de la surface), 2 : adhésion de bactéries, 3 :
synthese d’une matrice de biopolyméres, 4 : Croissance du biofilm, 5 : relargage de portions
de biofilm.

L’¢étape initiale est la formation d’un film conditionnant (Figure 2, étape 1) résultant de
I’adsorption de biomolécules (protéines, lipides, minéraux, fragments d’ADN...). Il s’agit de
molécules de petite taille, quelques nanometres, ce qui leur permet une diffusion plus grande
et d’atteindre la surface plus rapidement que les microorganismes. Ce dépdt va tres
rapidement modifier la surface et ses propriétés physico-chimiques (SCHNEIDER, 1997;
ABE et al., 2011). Ce film est potentiellement favorable au dépdt des microorganismes
circulant dans I’eau. Il s’ensuit alors le dépot des microorganismes sur la surface, qui peut se
produire par sedimentation, mouvement brownien, convection, résulter de turbulences dans le
flux d’eau ou tout simplement par mobilité des microorganismes éventuellement couplée avec
des phénomenes de chimiotactisme dus aux molécules composant le film conditionnant
(BUSSCHER et WEERKAMP, 1987).

Une seconde étape consiste en [’attachement des microorganismes, et notamment des
bactéries, a la surface des conduites du réseau (Figure 2, étape 2). Cette étape peut étre divisée
en deux principaux phénomenes : 1’adhérence puis 1’adhésion. L’adhérence correspond a une
adsorption réversible des cellules, par le biais d’interactions électrostatiques, hydrophobes et
d’interactions de Van der Walls. Cette étape est souvent aspécifique et de courte durée (5 a 10
heures) (GAUTHIER et ISOARD, 1989). Elle est suivie par 1’étape d’adhésion qui est la
fixation irréversible des bactéries. Elle fait appel au métabolisme bactérien par sécrétion
d’exopolymeres qui consolident leur attachement au support et stabilisent le biofilm (Figure
2, étape 3). Les bactéries, qui contrairement aux virus sont capables de se multiplier dans un
tel environnement, se multiplient et colonisent le support en formant des colonies structurées
dans une matrice d’exopolymeres (Figure 2, étape 4). Enfin la maturation du biofilm se
poursuit jusqu’a atteindre un équilibre entre d’une part le taux d’accumulation et de
croissance du biofilm et d’autre part le taux de détachement de matiere par relargage de
portions superficielles dans 1’eau circulante (Figure 2, étape 5). Deux phénoménes de
régulation de 1’épaisseur du biofilm sont observés. Les phénomeénes d’érosion surviennent
quotidiennement et correspondent a des pertes de biomasse localisées a la surface du biofilm.
Les phénomenes de dépouillement sont des pertes de portions entiéres de biofilm pouvant
survenir lors de turbulences hydrauliques au sein du réseau (SKRABER et al., 2005). 1l existe
également des phénomenes de prédation essentiellement dus a des protozoaires tels que les
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amibes et qui peuvent étre responsables de 1’élimination partielle de la biomasse (PARIS et
al., 2009).

I.5. Intérét de I’étude des biofilms

Dans de nombreux cas les biofilms ont toutefois des effets positifs, ou méme vitaux en ce qui
concerne les biofilms physiologiques par exemple (colonisation de tractus intestinal ou de la
surface des racines et des feuilles de plantes). Ils sont également des agents geochimiques
importants dans les environnements de surface, en agissant sur les transformations et les flux
de matiére aux interfaces liquide-solide et dans la formation ou I’altération des minéraux. La
capacité a dégrader le support sur lequel les biofilms se développent est mise a profit dans les
procédés de biolixiviation, qui utilisent I’attaque microbienne des minéraux pour mettre en
solution les ions souhaités. La capacité des biofilms a transformer leur milieu est aussi
couramment mise en ceuvre pour la dépollution des effluents aqueux (MEDDOUR, 2012).

Les propriétés particulieres des bactéries immobilisées sont utilisées depuis plus d’un siecle.
Ainsi, dés 1823, SCHUETZENBACH envisagea d’utiliser des copeaux de hétre pour
adsorber des micro-organismes et produire du vinaigre et Pasteur développa le premier
systeme a cellules immobilisées, dans le procédé « Pasteur » ou « Orléans » pour la
production de vinaigre. L’immobilisation cellulaire consiste a confiner des cellules
microbiennes dans un espace restreint afin d’obtenir une biomasse active a haute densité
(KAREL et al., 1985). Contrairement aux systemes utilisant des cellules en suspension, cette
technologie permet d’augmenter la productivité grace a I’aspect continu des opérations, a la
haute densité cellulaire maintenue dans les réacteurs et a la réutilisation des biocatalyseurs
(GROBOILLOT et al., 1994). De plus, I’immobilisation cellulaire limite les risques de
contamination (CHAMPAGNE et al., 1994) et augmente la stabilité plasmidique (HUANG et
al., 1996).

1.6. Méthodes d’analyse des biofilms au laboratoire

Les approches expérimentales classiques pour étudier les microorganismes ne sont pas
adaptées a 1’étude de leur mode de vie complexe en biofilms. Au cours des derniéres années,
les chercheurs ont donc developpé différents modéles expérimentaux associant analyse
moléculaire et microscopie (ROUX et GHIGO, 2006).
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1.6.1. Bactéries modeéles

La majorité des espéces bactériennes étudiées en laboratoire forment des biofilms. Les
bactéries modeles les plus étudiées sont Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli et Vibrio
cholerae. Ces bactéries pathogénes ou commensales a Gram négatifs sont facilement
manipulables et ont permis I’identification et 1’étude de nombreux facteurs moléculaires
impliqués dans la formation des biofilms. Plusieurs équipes travaillent également avec la
bactérie a Gram positif Staphylococcus aureus qui est impliquée dans de nombreuses

infections nosocomiales.
1.6.2. Modeles de culture

1.6.2.1. Etude des biofilms en microplaques

L’utilisation des modéeles statiques de biofilms de Pseudomonas aeruginosa et Escherichia
coli, a permis d’avancer considérablement dans la compréhension de ce mode de vie. La
technique des microplaques multi-puits, couplée a 1’analyse de mutants de transposition, a
permis d’identifier de nombreux geénes impliqués dans la formation des biofilms sur des
surfaces abiotiques (GENEVAUX et al., 1996 ; PRATT et KOLTER, 1998 ; O’'TOOLE et
KOLTER, 1998). Un grand nombre de laboratoires utilisent ce modele pour étudier les étapes

précoces de la formation des biofilms (figure 3A).

1.6.2.2. Etude des biofilms matures

Afin d’identifier et d’étudier les facteurs moléculaires impliqués dans la maturation et la
structuration du biofilm, on utilise des modéles de culture continue comme les
microfermenteurs ou les chambres en flux (flow-cell), inoculés avec des souches bactériennes
exprimant des protéines fluorescentes (BELOIN et al., 2005). Le développement de la
structure tridimensionnelle du biofilm est ensuite suivi par microscopie confocale laser
(REISNER et al., 2003) (figure 3B et C).
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Figure 3. Approches expérimentales de la formation du biofilm.

A : modeéle de culture en plaque de microtitration suivie de coloration au violet de gentiane.

B et C : culture continue en flox-cell (B) ou microfermenteurs (C).

1.6.2.3. Numération sur plaque des bactéries hétérotrophes (NPBH)

C’est un test qui mesure la quantité de bactéries hétérotrophes (c’est-a-dire de bactéries qui
dépendent de matieres organiques pour se nourrir) dans des échantillons d’eau provenant d’un
réseau de distribution. Les résultats de la NPBH peuvent donner une idée générale du niveau
de bactéries présentes qui se nourrissent de matieres organiques. En regle générale, si la
NPBH est élevée, il existe un risque également élevé de formation de biofilm. La
comparaison des résultats avec des tendances historiques permet de déterminer si les niveaux

de bactéries sont anormalement élevés dans le réseau (CWAE, 2016).
1.6.2.4. Méthode de I’adénosine triphosphate (ATP)

C’est un test qui mesure la biomasse totale des organismes vivants dans des échantillons
d’eau ou a la surface de canalisations. L’ATP est une molécule présente dans tous les
organismes vivants. En cas d’augmentation du biofilm, il devrait aussi y avoir une
augmentation de I’ATP. La méthode de ’ATP n’a pas pour but de remplacer la NPBH, mais

elle peut contribuer a la surveillance microbienne. Des trousses d’ATP sont disponibles

13
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commercialement pour des échantillons d’eau ou des surfaces (par exemple, paroi de
canalisation). Il est possible de mesurer directement les niveaux du biofilm ou des bactéries
qui ont adhéré a la surface de la paroi d’une canalisation. En regle générale, le prélevement
d’échantillons de canalisation dans des réseaux de distribution peut étre colteux. Une autre
solution consiste a prélever une carotte, appelée un coupon (Liu et al. 2013). Aprés que le
coupon a été extrait, on peut mesurer le biofilm (Liu et al. 2013).

1.7. Facteurs influencant le développement des biofilms dans les réseaux d’eau potable

Etant donné I’importance du processus d’adhésion dans la formation du biofilm, il est
nécessaire de connaitre les paramétres qui I’influencent, afin de pouvoir chercher les mesures
préventives a leur formation.

Ces parameétres peuvent se résumer en facteurs liés aux microorganismes, d’autres liés aux
propriétés physico-chimiques (pH, température...) de 1’eau potable, d’autres structuraux
(nature du matériau de canalisation...) et hydrodynamiques (débits, régimes,...), d’autres qui
se traduisent par la disponibilité en nutriments, et finalement, des facteurs liés a la présence de

certains produits toxiques pour les bactéries, tels que les désinfectants.

1.7.1. Facteurs liés aux microorganismes

Selon qu’ils sont dotés ou non d’une mobilit¢ grace a des flagelles par exemple, 1’adhésion
des microorganismes aux supports inertes est favorisée ou non.

L’adaptabilité et la capacité des microorganismes a produire des EPS est également un facteur
qui favorise leur adhésion aux supports, surtout durant les phases post-adhésion initiale gérées
essentiellement par les interactions spécifiques (biologiques). La formation de ces EPS est
généralement maximale pendant les périodes de stress (BOURION, 1995).

Les propriétés physico-chimiques de la paroi cellulaire (charge, caractére
hydrophobe/hydrophile, acide ou basique) dépendent de la composition de la paroi cellulaire
(LATRACHE et al., 1993) et de leur métabolisme, celles-ci changeant en fonction des
conditions de culture (température, composition du milieu nutritif...), le type de Gram (+ ou —
) de I’espece bactérienne, et donc influencent I’adhésion bactérienne aux supports (BELLON-
FONTAINE et CERF, 1991).

L’age de la culture joue également un role important puisque Stanley (1983) a montré, en
effet, que I’attachement de P. aeruginosa est meilleure en phase exponentielle de croissance
par rapport a la phase stationnaire. Pareillement, LITTLE et al. (1986) ont montré que P.

marina est plus hydrophobe en phase stationnaire et adhére mieux durant cette phase par
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rapport & la phase exponentielle, le méme résultat ayant été observé par VAN
LOOSDRECHT et al. (1987 et 1990) sur de nombreuses espéces bactériennes.

1.7.2. Facteurs liés aux propriétés et structure du réseau

1.7.2.1. Nature des matériaux : décrite par BESNER et al., (1999) ; GAUTHIER, 2002 ;
DINEPA, 2013 ; DOUTERELO et al., (2013) et SQUINAZI, 2013.

D’une maniére générale, le choix d’un matériau est fonction de la nature du terrain, des codts
de fourniture et de mise en ceuvre, de la facilité a réaliser les raccordements, les réparations,...
De nombreux types de tuyaux sont disponibles pour réaliser une conduite d’adduction d’eau
potable. Ils sont classés en fonction du type de matériaux avec lesquels ils sont fabriqués :

a. les matériaux métalliques : fonte grise ou ductile, acier, béton, cuivre

b. les matériaux organiques : PVC, polyéthyléne haute et basse densité.

Cependant, d’autres criteres doivent étre pris en compte. En effet, les interactions entre 1’eau
et les matériaux constitutifs des systemes de distribution d’eau potable sont a I’origine de la
dégradation de la qualité¢ de I’eau. Ainsi les différents matériaux utilisés pour les conduites
d’eau potable, influencent le développement de biofilms de diverses fagons :

- la rugosité du matériau, qui offre une grande surface de contact avec 1’eau ; celle-ci favorise
alors I’adhésion des microorganismes sur les parois des conduites,

- le matériau relargue dans 1’eau des éléments qui peuvent étre métabolisés par les bactéries
hétérotrophes présentes au niveau des biofilms : matiére organique dans le cas des matériaux
organiques, ions métalliques, dans le cas des matériaux corrodables, et ainsi favoriser leur
développement,

- la stabilité du matériau : les tubercules de corrosion de certains matériaux peuvent constituer
des sites préférentiellement colonises par les bactéries.

On peut distinguer trois grands types classes selon la nature du matériau de fabrication de
base : les matériaux ferreux (essentiellement fonte grise, fonte ductile et acier), plus propices
a la corrosion, les bétons et ciments ainsi que les matériaux organiques (plastiques). Les
canalisations en plomb et cuivre sont de moins en moins utilisées, et leur présence est
actuellement restreinte aux anciens branchements entre les conduites principales du réseau
public et les réseaux intérieurs aux immeubles. La réglementation de certains pays interdit
méme actuellement leur utilisation (BESNER, 1999).
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» Les matériaux métalliques
Les matériaux métalliques (ou inorganiques) influencent le développement des
microorganismes a deux niveaux distincts :
-La corrosion des matériaux metalliques peut entrainer, selon la qualité de l'eau (eau
agressive), la formation de tubercules de corrosion. Ces derniers constituent des niches ou les
microorganismes peuvent se développer. En effet, ces tubercules présentent une grande
surface de contact avec la phase aqueuse et permettent ainsi un piégeage plus important de la
matiére organique circulante, tout en offrant une protection contre la diffusion du désinfectant
résiduel. La présence de ces tubercules conditionne l'efficacité de lI'adhésion des bactéries
pionnieres.
-La corrosion de ces matériaux par les eaux agressives, ou moyennement a faiblement
minéralisées, conduit a 1'émission d’ions métalliques dans 1’eau. Ces ions métalliques peuvent
alors étre utilisés par des bactéries dont le metabolisme est dépendant. Ces bactéries se
développent et colonisent les parties du réseau qui se corrodent. Elles peuvent alors accentuer
les phénomenes de corrosion. Les termes de biocorrosion ou de MIC (Microbially Influenced
Corrosion) sont alors employés. En effet, la croissance bactérienne dans un réseau de
distribution contribue a la corrosion en fournissant un milieu propice aux réactions corrosives.
Les mécanismes impliqués dans les phénomeénes de corrosion sont souvent une combinaison
complexe de procédés physiques, chimiques, mais également biologiques. Ainsi, plusieurs
types bactériens peuvent étre responsables de biocorrosion:
* Les ferrobactéries: qui tirent 1’énergie nécessaire a leur synthése, de 1'oxydation des sels
ferreux (Fe 1) en sels ferriques (Fe 11). Or, dans les canalisations a base de métaux ferreux, la
formation d’un biofilm en un point non protégé ou altéré de la surface, entraine la formation
d’hydroxyde ferreux. La présence de ferrobactéries au point d’attaque entraine la
mobilisation des ions ferreux et leur transformation en ions ferriques.
Ceci a pour conséquence, la formation d’amas de “rouille”, renfermant les corps bactériens,
suivie d’une dissolution du métal.
* Les bactéries sulfatoréductrices: anaérobies strictes, ces bactéries sont présentes au niveau
de la sous-couche du biofilm, en contact avec le métal. La réduction des sulfates entraine la
formation d’hydrogene sulfuré qui se combine avec les sels ferreux pour donner du sulfure de
fer.
» Les sulfobactéries: aérobies, ces bactéries métabolisent le soufre a partir de composés
réduits et le rejettent dans le milieu ambiant ou 1’emmagasinent dans leurs cellules. Ceci

entraine la formation de boues. Les sulfobactéries peuvent egalement oxyder le soufre et
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former des produits acides (H2SOas) et ainsi provoquer une acidification corrosive avec
modification importante du pH du milieu.
Dans ce cas, les matériaux utilisés pour I'adduction de I'eau peuvent constituer une source de
nutriments ou de facteurs de croissance.
Dans le cas de ces métaux corrodables, la présence de produits de corrosion des matériaux
ferreux amplifie l'activité et la production de biomasse. Ainsi, la production bactérienne peut
étre jusqu'a dix fois plus importante sur un matériau corrodable que sur un autre matériau.

» Les matériaux organiques
Les matériaux organiques sont, pour certains, perméables a des produits organiques tels que
des solvants ou des hydrocarbures, qui entrainent une contamination de 1’eau. En plus, de ce
risque de contamination chimique, ces contaminants organiques peuvent constituer, selon leur
biodégradabilité, des nutriments pour la flore bactérienne.
Des nutriments peuvent également provenir du relargage de composés existant dans la
structure méme du matériau, d’adjuvants introduits au niveau du matériau (souvent de nature
organique) ou provenant d’impuretés présentes dans les composants de base. Ces nutriments
peuvent alors selon leur biodégradabilité constituer une source nutritive pour la biomasse
fixée et favoriser le développement des biofilms.
Les matériaux utilisés pour le transport de I'eau potable, qu'ils soient synthétiques ou non,
sont potentiellement générateurs d'un développement bactérien du fait de leur composition
complexe : composés de base (polymeére organique, matiere minérale), adjuvants nécessaires a
la stabilité des matériaux ... En plus de leur contribution a la croissance bactérienne, ils
peuvent étre a lI'origine de saveurs, de couleur ou de turbidité.
Les matériaux organiques (PVC, polyéthyléne...) deviennent de plus en plus utilisés pour la
fabrication de nouveaux réseaux ou la rénovation et le remplacement d’un ancien réseau
(conduites métalliques, béton...) en raison des avantages que présentent leur facilité
d'installation et de manipulation, leur durabilité (resistance a la corrosion) et leur faible codt.
De tels matériaux sont utilisés depuis les années 1960, ce qui témoigne que leur durée de vie
peut dépasser 40 ans (BESNER, 1999). Cependant, certains matériaux organiques sont
perméables a des molécules organiques telles que des solvants, des hydrocarbures, des
phénols, ou des produits phytosanitaires, ce qui entraine une contamination de 1’eau et
constituent éventuellement (selon leur biodégradabilité) un apport de nutriments pour la flore
bactérienne planctonique ou sessile. Des nutriments peuvent également provenir du relargage
de composés de base existant dans la structure méme du matériau, (adjuvants, impuretés
présentes (SADIKI et al., 1996).
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L’adhésion bactérienne aux supports est fonction des propriétés physico-chimiques de ce
dernier ; KUHN et al. (2002) ont montré que I’adhésion de C. albicans était souvent
importante sur des supports plastiques a caractere hydrophobe. Ces résultats sont similaires a
ceux trouvés par GALLARDO MORENO et al. (2002) pour Enterococcus faecalis avec une
adhésion plus importante sur le silicone comparé au verre. Quant 8 REYNOLDS et FINK
(2001), ils avaient observé pour des supports hydrophobes, que les levures de boulangerie
sont capables d’adhérer au polystyréne, au polypropyléne et dans une moindre mesure au
PVC. CHANDRA et al. (2001) ont méme montré que la nature du support pouvait affecter la

structure et I’organisation du biofilm formé.

1.7.2.2. Diametre des conduites

Le diamétre d'une conduite peut affecter la formation des biofilms dans les conduites
d’adduction d’ecau potable en modifiant indirectement, pour un certain débit, la vitesse linéaire
découlement et donc les forces de cisaillement. (BOUTALEB, 2007)

1.7.2.3. Rugosité et stabilité du matériau

La rugosité est un parametre qui traduit ’importance de la surface de contact avec I’eau. Une
forte rugosité augmente donc significativement les sites de fixation (microcrevasses) pour les
microorganismes favorisant ainsi leur adhésion aux parois de conduites et les protégeant des
phénomenes de cisaillement hydrodynamiques (VAN LOOSDRECHT et al., 1990 ). Pour un
matériau peu stable, les tubercules de corrosion par exemple, peuvent constituer des sites
préférentiellement colonisés par les bactéries. L’¢état de surface des conduites est fonction de
leur age. Le nombre de fuites et de bris dans un réseau augmente en général avec 1’age, ce qui
constitue une source de contamination externe de microorganismes (BELLON-FONTAINE et
CERF., 1991).

1.7.2.4. Temps de séjour et vitesse d’écoulement

La conservation de la qualité de 1'eau est d’autant plus aisée que le temps de séjour dans le
réseau est court. Le temps de séjour moyen dans le réseau peut étre de I'ordre de quelques
jours, mais certains volumes d'eau peuvent stagner plus d'une dizaine de jours dans des zones
du réseau ou I'écoulement est faible ou bien quand la demande en eau est quasiment nulle (en

périodes de vacances par exemple). Une brusque augmentation de la vitesse d’écoulement
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peut entrainer 1’arrachage du biofilm et par conséquent une détérioration transitoire mais
importante de la qualité de 1’eau dans les réseaux (BESNER, 1999).

Des études ont montré que la stagnation ou les faibles vitesses d’écoulement favorisent la
corrosion et les dépdts de biofilms ou d’un film conditionnant par adsorption de
macromolécules ce qui peut conduire a la modification des propriétés de surface du support,
et, par conséquence, favoriser la bioadhésion sur les surfaces des conduites. TRICARD et al.
(1995) ont montré que ces dépOts apparaissent dés que le débit de I'eau est inférieur a 0,01
m.s-1 et disparaissent au-dela de 0,1 m.s™*. Toutefois, pour un biofilm formé, un écoulement
turbulent est également bénéfique en favorisant le transport des éléments nutritifs et des
microorganismes (CHARACKLIS, 1984). Ceci permet le renouvellement du milieu et
I’amélioration de la stabilité du biofilm (CARPENTIER et CERF, 1993).

La majorité des réseaux de distribution d'eau potable sont congcus pour supporter des vitesses
d’écoulement d’eau potable allant de 0,2 jusqu’a 0,5 m/s (MANUEL et al., 2007). Pour les
débits importants, les forces de cisaillement entre le liquide et le support colonisé deviennent
importantes et ont pour effet d’arracher les cellules fixées (CHARACKLIS, 1981 ; BRYERS
et CHARACKLIS, 1982). Cet arrachage continuel limite 1’accumulation de la biomasse fixée
(BRYERS et CHARACKULIS, 1982). Des études ont montré que les problémes de stagnation
favorisant corrosion et dép6ts apparaissent dés que la vitesse de I'eau est inférieure a 0,01 m/s
et disparaissent au-dela de 0,1m/s (TRICARD et BUFFAUT, 1995). Il est alors conseillé des
valeurs guides d'écoulement entre 0,5et 1,5 m/s (FNDAE, 2003).

1.7.3. Facteurs liés aux propriétés physico-chimiques du milieu

1.7.3.1. pH

L’adhésion bactérienne au support est fortement influencée par le pH (GORDON et al.,
1981). Plusieurs essais en laboratoire ont prouvé que la majorité des bactéries se développent
mieux a pH neutre ou légerement alcalin (BORNERT, 1989). BALEBONA et al. (1995)
avaient également observé que Sparus aurata adhérait mieux au verre a des pH basiques (pH
d’eau de mer 8,2- 8,5) qu’aux pH acides. STANLEY (1983) avait montré que la fixation des
bactéries peut varier selon le pH et qu’elle est généralement maximale a I’optimum
métabolique. Le pH du milieu environnant modifie la charge de surface des microorganismes
ainsi que celle des supports solides suite au déplacement des équilibres d’ionisation
(protonation/déprotonation) des groupements fonctionnels exposés selon leur pKa (WU et al.,
1994, HAMADI et al., 2004, GABORIAUD et al.,, 2006) ce qui peut avoir comme
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consequence une reduction ou une augmentation des interactions électrostatiques répulsives

défavorables a 1’adhésion.

1.7.3.2. Espéces ioniques dissoutes

De nombreux auteurs ont montré que les especes ioniques dissoutes, de par leur nature ainsi
que par leur concentration, affectent considérablement la bioadhésion des microorganismes
aux supports (BUSALMEN et SANCHEZ, 2001 ; HAMADI et al.,2004 ; BAYOUDH et al.,
2006 ; GABORIAUD et al., 2006) puisqu’ils jouent un réle important aussi bien sur leur
croissance, en leur offrant les éléments indispensables a leur métabolisme (sodium,
potassium, magnésium, chlore...), que sur les propriétés de surface : en effet, la présence
d’espéces ioniques peut modifier les propriétés de surface, que se soit celle des
microorganismes ou des support solides. A titre d’exemple, MOZES et al. (1987) rapportent
que 1’adhésion de S. cerevisiae sur le verre et sur des surfaces en plastique (polypropyléne,
polystyréene, PVC et PMMA) est augmentée en présence d’ions ferriques, ce qui a été
expliqué par le masquage des charges négatives exposées sur les surfaces et ayant comme
consequence la réduction des interactions électrostatiques répulsives. BELLON-FONTAINE
et CERF (1991) ont montré également que 1’adhésion est favorisée en présence de cations

mono, di ou trivalents tels que Na*, K*, Ca?*, Mg?*, Fe* ou AI%*,

1.7.3.3. Température

Les variations saisonniéres de température affectent la formation des biofilms dans les
réseaux de distribution, surtout quand 1’eau est d’origine superficielle, puisque pour des
températures éloignées de I’optimum, la vitesse de multiplication des microorganismes est
ralentie (GUILLEMOT, 2006). Sur certains réseaux, en climat tempéré, le nombre de
coliformes, par exemple, varie de facon saisonniere dans des réseaux de distribution :
I’activité bactérienne s’accroit nettement lorsque la température dépasse 15°C, les plus hauts
niveaux étant observés durant les mois d’été (BESNER, 1999).Une température élevée peut
favoriser des gol(ts ou odeurs désagréables. De plus, elle accélére la plupart des réactions
physico-chimiques et biologiques dans le réseau, influence la croissance bactérienne, dissipe
I'effet du désinfectant résiduel en agissant sur les constantes d'équilibre et accélére la
corrosion. On a observé sur certains réseaux en climat tempére que le nombre de conformes
dans des réseaux de distribution variait de fagon saisonniere, les plus hauts niveaux se
produisant durant les mois d'été. L'activité bactérienne s'accroit nettement lorsque la
température dépasse 15°C. (FNDAE, 2003).
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1.7.4. Nutriments

La biodisponibilité des nutriments est un des facteurs clés qui détermine la reviviscence des
bactéries susceptibles de former un biofilm dans les réseaux de distribution d’eau potable.
(VAN DER KOOIJ, 1982). L’adsorption de nutriments sur les parois de canalisations peut
constituer un film organique primaire qui modifie les propriétés de surface du support et
favorise la croissance des microorganismes (RUBIO, 2002 ; MCFETERS et al., 1984). C’est
notamment le cas des surfaces plastiques et d’élastomeéres tels que le polyéthyléne, 1’éthyléne-
propyléne ou le latex (ROGERS et al., 1991). CHAMBERLAIN (1992) avait montré que des
surfaces de propriétés physicochimiques initialement différentes deviennent similaires apres

adsorption de matiéres organiques.

1.7.4.1. Sources de carbone organique

Les sources de carbone organique sont essentielles pour la prolifération bactérienne, c’est un
facteur primordial dans la maitrise de la qualit¢ microbiologique de 1’eau dans le réseau,
puisque la consommation de matiere organique est généralement suivie d’un accroissement de
la densité bactérienne présente au sein du biofilm (population sessile), tout comme dans 1’eau
circulante (population planctonique) (LITTLE et al., 1986).

La matiere organique présente dans 1’eau potable est constituée d’une fraction particulaire et
d’une fraction dissoute. Cette derni¢re est composée des molécules organiques provenant de
la décomposition d’organismes morts et/ou de végétaux, et de microorganismes, comme les

bactéries (Sibille, 1998).
1.7.4.2. Sources d’azote

L’azote est utilisable par les microorganismes sous ses formes ammoniacale et organique.

L’azote ammoniacal n’est pas détecté dans I’eau d’alimentation traitée au point critique par le
chlore afin d’¢liminer toute trace d’ammoniac. L’azote organique y est détecté a des
concentrations allant de 0,1 a 0,2 mg/l (DONLAN et PIPES, 1988 ; HAUDIDIER et al.,
1988). Les sources d’azote organique sont les acides aminés (10%), les protéines (10%), les
chlorophylles (1%), et les substances humiques (40%) (LE CLOIREC et al., 1983). Les
bactéries hétérotrophes incorporent principalement les groupements aminés de ces composés

organiques (R-NH2) sous forme ammoniacale aprées désamination (LECLERC, 1975).



CHAPITRE I Synthese bibliographique

1.7.4.3. Sources de phosphore

Le phosphore est incorporé dans les cellules bactériennes sous forme de phosphate
inorganique (LECLERC, 1975). Le phosphate est présent dans I’eau sous forme insoluble
et/ou organique. Les microorganismes (Pseudomonas, Flavobacterium, Bacillus) solubilisent
les phosphates en sécrétant toutes sortes d’acides organiques ou produisent (Bacillus) des
phosphatases pour libérer les phosphates inorganiques (FLORENTZ et al., 1987). La
concentration en P-phosphates varie dans les réseaux de 0,01 a 0,5 mg/l (VAN DER KOOW
et al., 1982 ; DONLAN et PIPES, 1988 ; HAUDIDIER et al.,1988). L addition de phosphore
a I’eau potable augmente fortement la croissance des bactéries hétérotrophes pour les eaux

produites a partir d’eaux superficielles ou souterraines (CHANDY et al., 2001).

1.7.5. Désinfection

AFNOR (1981) définit la désinfection en tant qu’opération, au résultat momentané,
permettant d’éliminer ou de tuer les microorganismes et/ou d’inactiver les virus indésirables
portés par des milieux inertes contamineés, en fonction des objectifs fixés. Le résultat de cette
opération est limité aux microorganismes présents au moment de I’opération.

Le traitement de I’eau par un désinfectant a pour but de la rendre potable du point de vue
bactériologique, il n’a jamais pour but de détruire tous les organismes vivants dans I’eau, mais
plutdt de garantir ’absence de tout germe infectieux et de mettre hors risque de contamination
un point d’eau ou un systeme de distribution ayant subi une pollution. Théoriquement, la
gamme des moyens techniques pour réaliser cette opération est relativement étendue ; elle va
des techniques chimiques utilisant des réactifs oxydants (chlore, brome, ozone) ou aux
moyens physiques (rayonnement UV...).

Pratiqguement, ce sont les procédés chimiques et plus particulierement le chlore qui sont les
plus utilisés car ce sont eux qui associent une securité satisfaisante et une plus grande
efficacité de mise en ceuvre (RODIER et al., 1996).

Le groupe des dérivés chlorés (BORNERT, 1989 ; BOURION, 1995) se présente sous des
formes trés variées ; ce sont les désinfectants les plus communément utilisés dans les
industries agroalimentaires, car ils présentent beaucoup d’avantages :

-Spectre d’activité étendu (bactéries Gram+ et Gram-, spores, nématodes, protozoaires,
algues, virus et dans une moindre mesure levures et moisissures)

-Faible colt

-Efficacité accrue avec la température et efficacité a froid
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-Bonne ringabilité (peu moussant)

Les composeés chlorés les plus connus sont :

-L’hypochlorite de sodium (eau de Javel)

-L’hypochlorite de calcium

-Les chloramines

- Les désinfectants chlorés granulaires et notamment les acides chlorocyanuriques

-Le dioxyde de chlore.

Les inconvénients de ’utilisation des dérivés chlorés en tant que désinfectants résident dans le
fait que leur efficacité, qui reste fortement dépendante du pH, peut étre atténuée par les
souillures organiques. Ils sont tres corrosifs et irritants, notamment aux pH inférieurs a 8,5, et
présentent une mauvaise stabilité a chaud, a 1’état dilué ou a la lumiére dans le cas de
I’hypochlorite). IIs peuvent en outre affecter les propriétés organoleptiques de 1’eau.

La désinfection des eaux comporte deux critéres importants, correspondant a deux effets
différents d’un désinfectant donné :

-un effet bactéricide, qui correspond a la capacité a détruire les germes en une étape donnée
du traitement,

-un effet remanent, qui correspond au maintien du désinfectant dans le réseau de distribution.
La rémanence d’un oxydant au sein du systeme de distribution permet de garantir la qualité
bactériologique de 1’eau au cours de la distribution. Il s’agit a la fois d’un effet
bactériostatique contre les reviviscences bactériennes en réseau et d’un effet bactéricide
contre des pollutions faibles et ponctuelles survenant dans le réseau. Ces deux effets doivent
étre pris en compte pour assurer la stabilit¢ biologique le long du réseau. L’effet rémanent de
I’oxydant sélectionne les désinfectants pouvant étre utilisés en désinfection finale. Seuls le
chlore, le dioxyde de chlore et les monochloramines présentent un effet rémanent et
permettent ainsi d’assurer un résiduel de désinfectant en réseau, le traitement par I'ozone et
I'irradiation UV ne présentant qu'un effet bactéricide.

RIZET et al. (1984) ainsi que MAUL et al. (1985) ont montré que la présence du chlore libre
résiduel dans I’eau des réseaux de distribution diminue le nombre de bactéries libres
cultivables. Cependant il existe des facteurs limitant I’action bactéricide du chlore :

-La tolérance de certaines bactéries au chlore : RIDGWAY et OLSON (1982) ont montré que
les bactéries isolées des réseaux chlorés sont plus résistantes que les bactéries isolées des
réseaux non chlorés. Cette adaptation est cependant limitée, car a des doses supérieures a 10
mg/l, seuls 0,5% des bactéries survivent et ceci quel que soit leur provenance.
LECHEVALLIER et al. (1988) montrent qu’une souche de Klebsiella pneumonie cultivée
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dans un milieu oligotrophe (1mg/l de glucose) est trois fois plus résistante au chlore libre que
la méme souche cultivée dans un milieu riche (10mg/I de glucose)

-Le genre ou I’espéce bactérienne: certaines bactéries présentent une ultime résistance a la
désinfection, ainsi les Actynomycetes et les Bacillus présentent une résistance a des doses
pouvant aller jusqu’a 10mg/l de chlore libre pendant deux minutes (RIDGWAY et OLSON,
1982). Des résultats similaires ont été obtenus pour certaines bactéries a Gram-comme
Pseudomonas aeruginosa, Flavobactérium, et Klebsiella.

-La fixation des bactéries sur des particules en suspension ou sur les parois de canalisations :
ainsi, LECHEVALLIER. (1994) montrent que les bactéries fixeées sur des particules de
charbon actif (provenant de 1’usine d’eau d’alimentation) sont plus résistantes que les mémes
bactéries libres lorsqu’elles sont exposées pendant une heure a 2mg/l de chlore libre.
HERSON et al. (1987) ont également montré que Enterobacter cloacae fixée sur le fer résiste
a 0,8 mg/l de chlore libre pendant 1 heure. Par ailleurs, il a été également démontré que les
bactéries fixées sur les parois des canalisations résistent a la désinfection par le chlore et que
son action sur un biofilm déja constitué est extrémement faible, la matiére organique sécrétée

par ce biofilm pouvant empécher son action bactéricide (PARENT et al., 1996).

1.8. Danger microbiologique en réseau de distribution d’eau

La qualité de I’eau de distribution et par conséquent la santé humaine peuvent étre affectées
par la présence de microorganismes pathogénes, accidentellement introduits dans le réseau de
distribution d’eau. Les principaux microorganismes a transmission hydrique sont les
bactéries, Les bactéries couramment impliquées dans des contaminations liées a 1’eau sont
Escherichia coli (E. coli), Salmonella, Shigella, Campylobacter et Yersina (BORING et al.,
1971; EDEN et al., 1977; MENTZING, 1981; TAYLOR et al., 2000; CHEN et al., 2001).
Les parasites présentent comme particularité de comporter dans leur cycle de développement
une forme infectieuse, appelée Kkyste ou oocyste, trés résistante aux conditions
environnementales et aux traitements de désinfection. Les parasites les plus couramment
décrits lors d’épidémies liées a I’ingestion d’eau contaminée sont Cryptosporidium, Giardia
et les amibes pathogénes telles qu’Entamoeba histolytica. Enfin, les virus entériques
pathogénes impliqués sont essentiellement les virus des gastro-entérites (rotavirus, norovirus)
et les virus des hépatites A et E. Dans le cadre de ce travail, seul le danger de contamination
du systeme par des virus entériques sera développé. (CLARK et al., 2003; HRUDEY et al.,
2003).
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1.9. Origines possibles de la contamination des systémes de distribution d’eau

L’eau potable est initialement captée dans un environnement naturel, puis traitée dans une
usine de traitement, stockée dans des réservoirs, avant d’étre acheminée jusqu’au robinet du
consommateur. Une pollution accidentelle d’origine fécale peut étre introduite a différents
niveaux du systéme, lors de la collecte, de la production et de la distribution de 1’eau.
L’objectif premier de ces réseaux était I’acheminement de I’eau vers les consommateurs, afin
de répondre en quantité suffisante et en tout point du réseau a leur demande. La gestion de ces
réseaux a longtemps consisté en la gestion de simples outils de transport d’eau et les aspects
quantitatifs étaient privilégiés par rapport aux aspects qualitatifs, entrainant ainsi des
surdimensionnements de réseaux. (PELLEIEUX, 2013)

11.9.1.Contamination de la ressource en eau

Les ressources en eau utilisées pour la production d’eau destinée a la consommation sont
essentiellement de deux types, les eaux de surface (riviére, lac) et les eaux souterraines.

La qualité de la source en eau utilisée pour approvisionner le systeme joue un réle important
sur la filiere de traitement mise en ceuvre pour répondre aux exigences de qualité¢ de I’eau
distribuée. Ces ressources sont normalement protégées par un périmétre de sécurité visant a
éviter le contact avec une éventuelle pollution microbiologique. Cependant, une
contamination par une pollution fécale inhabituelle peut notamment survenir si ce périmeétre
est inexistant ou mal évalué, mais aussi en cas de crues, de contact accidentel avec des
effluents de station d’épuration, des décharges de bassins de stabilisation d’eaux usées, des
débordements de réseaux d’égout ou des fuites de fosses septiques (CURRIERO et al., 2001;
TILLAUT et al., 2004).

1.9.2. Contamination microbiologique consécutive a une défaillance lors du traitement

de potabilisation

Avant d’étre distribuée 1’eau destinée a la consommation subi des traitements afin que son
utilisation ne présente aucun danger pour la santé. Dans la plupart des cas, une approche a
barrieres multiples est appliquée, incluant des traitements physiques tels que la coagulation, la
floculation, la sédimentation, la filtration et des traitements par désinfection avec des
oxydants. Ces procédés de traitement sont interdépendants et chaque étape aura un impact sur
I’efficacité globale du traitement de potabilisation. Ces traitements appliques dans les stations

de potabilisation peuvent étre momentanément inefficaces ou inadaptés notamment lors d’une
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pollution ponctuelle de la ressource en eau a des concentrations supérieures aux valeurs
habituelles. Une étude américaine reporte 25 épidémies liées a la consommation d’eau de
distribution entre 2001 et 2002. Parmi ces épidémies, 10 seraient liées a une contamination
d’eaux souterraines et 7 a une défaillance lors du traitement de potabilisation (BLACKBURN
et al., 2004).

Une mauvaise hydraulique au niveau des décanteurs, des concentrations insuffisantes en
coagulant, floculant, oxydant, ainsi qu’une filtration inadaptée peuvent étre responsables de la
présence de microorganismes dans 1’eau distribuée (MAC KENZIE et al., 1994).

Les indicateurs de pollution fécale déterminant les limites de qualité microbiologique de I’eau
potable sont uniquement de nature bactérienne et doivent impérativement étre absents dans
100 ml d’eau potable analysée. E. coli appartient aux coliformes thermotolérants ¢’est un hote
normal de I’intestin de I’homme et des animaux. Cette bactérie est I’indicateur de pollution
fecale le plus utilisé et elle est considérée comme un indicateur certain de pollution fécale.
Les entérocoques sont également des bactéries de la flore digestive de ’homme et des
animaux. lls sont plus résistants que les coliformes face a des conditions environnementales
difficiles telles qu’un pH ¢élevé ou une forte concentration en sel. (MANSOTTE et
BEAUDEAU, 1999).

Les indicateurs microbiologiques utilisés par la Iégislation francaise comme références de
qualité des eaux destinées a la consommation humaine sont essentiellement utilisés pour
évaluer I’efficacité des traitements de potabilisation. En effet, les spores de Clostridium
perfringens ont une résistance aux traitements de potabilisation qui s’approche de celle des
microorganismes fécaux les plus résistants. De plus, de par leur taille, les spores sont
considérées comme de bons indicateurs de I’efficacité des procédés de filtration en
association avec les mesures de turbidité de I'eau. Les coliformes totaux sont utilisés comme
témoins de I’efficacité de 1’étape de désinfection (BEAUDEAU et al., 1999).

1.9.3. Contamination résultant d’un accident sur le réseau de distribution d’eau

Les pollutions sur le réseau de distribution d’eau sont plus fréquentes que sur les stations de
potabilisation, du fait de 1’absence de moyen de détection et de barrieres. La probabilité
qu’elles conduisent a des effets de santé est deux a trois fois plus élevée que pour les
pollutions survenant en amont. La contamination du réseau peut se produire par le biais de
fissures au niveau des réservoirs d’eau potable, par des retours d’eau contaminée lors de
ruptures de canalisations, en cas d’accidents associés aux opérations de réparation et

d’entretien du réseau ou lors d’immersion du systéme suite & des inondations (DESHAYES et
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SCHMITT, 2001). Une potentielle contamination extérieure peut entrer dans un réseau de
distribution d’eau lorsque ce dernier est mis en dépression, par exemple a I’occasion de
coupure d’eau ou lors de la remise en eau du systeme (WALSKI et LUTES, 1994; QAQISH
et al., 1995). KARIM et al. (2003) ont analysé 66 échantillons de sol et d’cau directement en
contact avec des canalisations d’arrivée d’eau potable dans des toilettes publiques. L’objectif
était de déterminer 1’éventuelle présence de microorganismes pathogenes en contact avec les
tuyaux. Plus de la moitié des échantillons contenaient des coliformes fécaux indiquant la

présence d’une pollution fécale.

I.10. Conséquences du développement d’un biofilm dans les réseaux décrite par:
(SERVAIS et al., 1995 ; BLOCK et APPENZELLER, 2001 ; GAUTHIER, 2002; MATHIEU
etal., 2009; PELLEIEUX, 2013).

Différents problémes peuvent étre directement reliés a la formation et au développement d’un
biofilm sur les parois des canalisations d’adduction d’eau potable. Ces conséquences peuvent
porter sur le réseau de distribution lui-méme, ou sur la consommation de 1’eau issue du réseau

contaminé.

1.10.1. Conséquences de la présence d’un biofilm sur le réseau de distribution

Ces conséquences sont multiples et concernent aussi bien les populations bactériennes, que
les caractéristiques physiques du réseau :

- les bactéries accumulées au niveau d’un biofilm constituent le premier maillon d’une chaine
alimentaire et ainsi favorisent le développement de macroorganismes,

- certains types bactériens peuvent induire, par leur présence ou leur activité métabolique, une
augmentation de la turbidité, de la sapidité et de I’odeur de I’eau,

- certaines bactéries peuvent accélérer le phénoméne de corrosion. Le terme de biocorrosion
est alors utilise,

- les capacités de distribution d’un réseau peuvent étre diminuées par 1’augmentation des
forces de résistance, induites par la présence de biofilms, une augmentation du nombre de
non-conformités par rapport aux critéres microbiologiques de qualité de 1’eau destinée a la
consommation peut étre observée au sein de reseaux abritant des biofilms (probléme
d'arrachement des biofilms). Le développement de bactéries nitrifiantes dans des zones
d'anoxie, peut également entrainer des non-conformités, avec dépassement de la norme pour

les nitrites.
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1.10.2. Conséquences du développement de biofilm pour les consommateurs

L’entrée a flux constant de biomasse au sein des systémes de distribution d’eau potable et sa
prolifération au sein des réseaux posent une problématique du point de vue de la santé
publique. En effet, le systeme est constamment ensemencé par des germes dont la plupart sont
inconnus (pathogenes opportunistes). De plus, les conditions régnant au sein des réseaux de
distribution peuvent permettre le maintien ou la croissance de coliformes, et ainsi entrainer le
non-respect des criteres de potabilité. Une fraction des microorganismes peut également
représenter un risque potentiel pour les consommateurs, et ainsi, augmenter la fréquence de
symptémes gastro-entériques (diarrhées, vomissement). Des travaux épidémiologiques ont
montré que le taux moyen d’incidents a tropisme gastro-intestinal était de 0,1 par personne et
par an, dans le cas d’une population générale, pour la consommation d’une eau respectant les
criteres de potabilité

(Block et al., 2001). Pour des groupes d’enfants, population plus sensible, des valeurs plus
¢levées d’environ 4 troubles digestifs par personne et par an et un épisode diarrhéique par
personne et par an, ont été mis en évidence.

Toutefois, ces troubles ne sont pas identifiés par le systeme médical et ne sont révélés que par
la réalisation d’études épidémiologiques spécifiques.

La limitation de I’instabilité biologique des systemes de distribution d’eau potable, et de la
prolifération des microorganismes au niveau des biofilms releve d’un intérét certain, aussi
bien pour les utilisateurs, que pour les distributeurs, soulignant la nécessit¢ d’une maitrise de

la qualité microbiologique des eaux au cours de leur distribution.
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« Nous buvons 90% de nos maladies. Une catastrophe...Désormais, c'est l'eau elle-méme
qu'il va falloir laver »

Louis Pasteur (fin du XIXe siécle)
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11.1. Présentation de la zone d’étude

La cuvette d’Ouargla est située au Sud-Est du pays a environ 800 km au Sud-Est d’Alger. Elle
s’étend sur environ 30 km de long et 12 a 18 km de large, a une altitude variant de 103 a 150
m. Elle se caractérise par un climat Saharien, avec une pluviométrie tres reduite, des
températures élevées et une forte évaporation. La température moyenne annuelle est de
23,74°C. Les mois les plus chauds de la cuvette de Ouargla, sont Juin et Juillet avec des
températures moyennes mensuelles respectivement de 32,50°C et 35,40°C. Les basses
températures sont enregistrées en Janvier (09,70°C a 10,80°C) (DPAT, 2006).

Les précipitations sont rares et irrégulieres, et varient entre 1 mm et 180 mm par année
exceptionnelle. Les sols d’Ouargla se caractérisent par une texture sablonneuse, une structure
particuliére, a pH alcalin avec une tres forte saliniteé.

L’eau souterraine constitue la principale source d’eau dans cette région d’Ouargla. Elle se
dispose d'un potentiel hydrique trés important constitué de trois grands ensembles aquiferes
qui va du haut vers le bas, donnant ainsi des ressources en eaux souterraines, et des ressources
en eaux superficielles. La nappe du quaternaire ou nappe phréatique est dite aussi nappe libre.
Cette nappe est contenue dans les sables alluviaux de la vallée, en se localisant principalement
dans la vallée d’Oued Righ et dans la cuvette. Cette nappe n'est pas exploitée a cause de sa
grande salinité qui dépasse les 15 g/l. En outre, elle est polluée, car elle se mélange aux eaux
urbaines et aux eaux de drainage de la palmeraie (ONA, 2003).

L’ensemble aquifere du Complexe Terminal (CT), comprend trois aquiferes différents qui de
haut en bas, sont le Mio-pliocéne, le Sénonien et le Turonien (ONA, 2003). L’exploitation de
la nappe du Mio-pliocéne par le creusement de nombreux puits artésiens, date de 1883. Sa
salinité varie de 2 a 7 g/l. Elle est utilisée surtout pour I'irrigation (AMMOUR et TOUIL,
2007).

La nappe artésienne du Sénonien est exploitée dans les calcaires entre 140 et 200 m de
profondeur. Le résidu sec varie entre 1,8 et 3,6 g/l. Elle est surtout utilisée dans I"alimentation
en eau potable (ONA, 2003).

Un ensemble aquifere du Complexe Intercalaire (continental intercalaire), contient la nappe
de I'Albien, et considéré parmi les plus grands réservoirs souterrains d Afrique, couvrant une
superficie de 800.000 km2. Sa température varie de 30 a 70°C, son résidu sec est de |"ordre de
2 g/l. Elle est essentiellement utilisée pour I'alimentation en eau potable et I'exces sert a
I"irrigation (ONA, 2003).
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11.2. Détermination des caractéristiques d’eau distribuée dans la région

11.2.1. Sites de prélévements

La cuvette d’Ouargla (Algérie), (Figure 4) renferme d'importantes réserves d’eaux.

Celles-ci sont issues de deux grands systéemes aquiferes connus au Sahara Algérien. Le
Complexe Terminal (CT) qui regroupe les nappes Miopliocene et Sénonienne et le
Continental Intercalaire (Cl) est représenté par la nappe Albienne.

Ces nappes se différencient par plusieurs parameétres tels que la profondeur, la température, la
salinité et la dureté de leurs eaux.

Pour I’étude des caractéristiques physico-chimiques et la qualité microbiologique des eaux
potables alimentant la région de Ouargla, notre échantillonnage a porté sur onze (11) forages.
Ces derniers sont répartis de la fagcon suivante :

-Trois forages de la nappe Albienne : Elhdeb I, Elhdeb Il et Elhdeb 111

-Quatre forages de la nappe Sénonienne : Sidi khouiledl,Ain Hadji, Abattoir et Ain Rahma
-Quatre forages de la nappe Moi-pliocéne : Bor el haicha, Hassi Miloud, Bamendil 3 et
Bahmid.

Afin de déterminer I’influence du réseau de distribution sur la qualit¢ de I’eau consommeée,
pour chaque nappe un forage a été choisi (Elhdeb I, Sidi khouiled I, Bor el haicha) nous avons
prélevé des échantillons a partir du foyer qui s’alimentent de chaque forage. De telle facon
que pour chaque forage d’une nappe donnée nous avons €échantillonné trois (03) foyers qui se
différencient par la nature du matériau de leurs conduites de distribution (PVC, Cuivre et
PEHD).
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Figure 4. Carte géographique de I'Algérie. Site d’étude : Région de Ouargla dans le sud-est
algérien.
Ces forages sont choisis en fonction de leurs exploitations et leurs caractéristiques (tableau 1).
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Tableau 1. Caractéristiques des forages échantillonnés.

Forages La nappe captée | Mises en service Profondeur(m) Débit (m3/h)
El Hadeb | Albienne 1974 1335 286
Forage Sidi R

Khouiled | Sénonienne 1990 185 110
Bor-Elhaicha Miopliocéne 1986 30 40

11.2.2. Echantillonnage

I1.2.2.1. Techniques d’échantillonnage

Le prélevement d'un échantillon d'eau est une opération délicate a laquelle le plus grand soin
doit étre apporté. Il conditionne les résultats analytiques et l'interprétation qui en sera donnée.
L'échantillon doit étre homogeéne, représentatif et obtenu sans modifier les caractéristiques
physicochimiques de lI'eau (RODIER et al., 2005). Le matériel de prélévement doit faire
l'objet d'une attention particuliere. L’emploi de flacons neufs en verre borosilicaté de
préférence bouchés émeri ou le cas échéant avec des bouchons en polyéthyléne ou en téflon
maintenus pendant 1 heure dans [’eau distillée puis séchés. Pour les analyses
microbiologiques, les flacons utilisés doivent assurer une fois bouchés, une protection totale
contre toute contamination. Il est conseillé d’utiliser des flacons en verre de 250, 500, 1000
ml. Avant I'usage, les flacons doivent étre soigneusement lavés, puis rincés a 1’eau distillée,
car il ne doit rester aucune trace d’un éventuel détergent ou antiseptique. Les flacons en verre
seront stérilisés par la chaleur, soit a I'autoclave a 120°C pendant 1 heure, soit au four Pasteur
a 180°C pendant 1 h 30 (LARPENT, 1997). En présence d’une eau traitée par un oxydant, il
faut ajouter avant stérilisation 5 gouttes d’une solution de thiosulfate de sodium a 10%
(RODIER et al., 2005). Pour la présente étude, des flacons de 500 ml en verre sont utilisés.
Suivant ’origine de 1’eau le mode de prélevement varie. Dans le cas d’un robinet, il sera
indispensable de faire couler I’eau pendant un certain temps qui ne sera jamais inférieur a 10
mn (RODIER et al., 2005).

Durant les prélévements, les flacons sont rincés trois fois avec de 1’eau a analyser puis remplis
jusqu’au bord. Le bouchon est placé de telle maniere a ce qu’il n’y ait aucune bulle d’air et
qu’il ne soit pas éjecté au cours du transport. Les prélevements s’effectuent dans les
meilleures conditions de stérilisation. Pour procéder aux prélévements, il y a lieu de suivre les

étapes suivantes :
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- Se laver trés soigneusement les mains et les avant-bras, les rincer a 1’alcool et les laisser
sécher ;

- Flamber le robinet pendant au moins 1 minute en utilisant par exemple une lampe a souder
portative au gaz butane ou une tige en fer enrobée de coton imbibé d’alcool ;

- Ouvrir le robinet et laisser couler 10 minutes avant de faire le prélevement, tout en gardant
la flamme allumée a c6té du robinet (RODIER et al., 2005).

11.2.2.2. Transport et conservation au laboratoire

Afin d’éviter que la teneur initiale en germes des eaux ne risque de subir des modifications
dans le flacon, toutes les analyses sont effectuées le plus rapidement possible.

L'évolution est difficile a prévoir et dépend de nombreux facteurs : température, concurrence
bactérienne des especes présentes, composition chimique de I'eau. A cet effet, la circulaire du
21 janvier 1960, relative aux méthodes d'analyses bactériologiques des eaux d'alimentation
spécifie que «si la durée du transport dépasse 1 heure, et si la température extérieure est
supérieure a 10°C, les prélevements seront transportés dans des glacieres dont la température
doit étre comprise entre 4 a 6 °C. Méme dans de telles conditions, I'analyse bactériologique
doit débuter dans un délai maximal de 8 heures, apres le recueil de 1’échantillon. Si
exceptionnellement I'analyse doit étre reportée, il faut entreposer les échantillons a 4 °C
(RODIER et al., 2005).

I1.2.3. Techniques d’analyses

La périodicité des analyses sera fonction du débit journalier prélevé au niveau des ouvrages et
installations de productions destinés a ’alimentation en eau potable, mais aussi du volume
journalier fourni par le réseau de distribution d’eau (JORA, 2009) ; de la population desservie
(plus celle-ci sera grande, plus la fréquence d’analyses sera accrue) ; de la qualité de I’eau, en
particulier si celle-ci est soumise a des pollutions permanentes ou occasionnelles. Elle
dépendra du choix des parameétres analytiques représentatifs de la pollution générale comme
I’oxygene dissous, les matiéres en suspension, les germes de pollution fécale, etc., ou d’une
pollution particuliére liée a des rejets (métaux toxiques, matiéres organiques, etc.) (RODIER
et al., 2005).
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11.2.3.1. Analyses physico-chimiques

L’analyse physico-chimique nous renseigne non seulement sur la qualité proprement dite,
mais permet aussi de suivre 1’évolution de la qualité dans le temps ainsi que la détection
d’éventuelle contamination de 1’eau. (TERKMANI, 2009). Les procédures d’analyses

physico-chimiques utilisées sont deduites des méthodes standards et classiques.

11.2.3.1. 1. Dosage du chlore libre

Le chlore réagit instantanément avec la DPD (N, N-Diéthylphénylene-,4 diamine) en absence
d’ions iodure dans le milieu réactionnel. La DPD sert d’indicateur redox, coloré en rose en
milieu oxydant et incolore en milieu réducteur a un pH compris entre 6,2 et 6,5
(FIGARELLA et LEYRAL, 2002).

11.2.3.1.2. Analyses physiques

a. Mesure de la température

La température de I'eau est un parametre de confort pour les usagers. Elle permet également
de corriger les paramétres d'analyse dont les valeurs lui sont liées (conductivité notamment).
De plus, en mettant en évidence des contrastes de température de I'eau sur un milieu, il est
possible d'obtenir des indications sur l'origine et I'écoulement de I'eau. La température doit
étre mesurée in situ (FRENCH ACF).

b. Détermination du pH

Le pH est mesuré directement a 1’aide d’une é¢lectrode de pH combinée. Il consiste a
tremper 1’¢électrode dans le bécher de I’échantillon, laisser stabiliser un moment, puis noter le

pH (RODIER et al., 2005).

c. Mesure de la conductivité

Pour la détermination de la conductivité, nous avons utilise un conductivimetre
multiéléments. Elle est déterminée apres ringage plusieurs fois de I’¢électrode, d'abord avec de
I'eau distillée puis en la plongeant dans un récipient contenant de I'eau a examiner ; faire la
mesure en prenant soin que l’électrode soit a completement immergée. Le résultat de

conductivité est donné directement en pS/cm.
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Le résultat de la salinité et du taux de sels dissous (TDS) sont donnés respectivement en %o et
en mg/l (RODIER et al., 2005).La mesure de ce paramétre nous permis d’évaluer rapidement
la minéralisation globale et d’en suivre I’évolution, car il existe une relation entre la teneur

des sels dissous d’une eau et sa conductivité.

d. Mesure de la turbidité

Elle se détermine a I’aide d’un turbidimétre HACH 2100N. Aprés remplissage de la cuvette
de mesure propre et bien essuyée au papier hygiénique contenant I'échantillon a analyser, bien
homogénéisé, il s’effectue rapidement la mesure. Il est nécessaire de vérifier I'absence de
bulle dair avant la mesure. La mesure est obtenue directement en NTU (RODIER et al.,
2005).

e. Détermination du résidu sec

La détermination des résidus permet d'estimer la teneur en matieres dissoutes et en suspension
d’une eau. Elle consiste a prélever 100 ml d'eau & analyser dans une fiole jaugée et la déverser
dans la capsule. Cette derniere est placée a I'étuve a 105°C pendant 24 heures, puis laissée
refroidir pendant ¥ d'heure au dessiccateur, et peser immédiatement. Les resultats sont
donnés en mg/l suivant I’expression (RODIER et al ., 2005):

RS = (PP - PV) 10 x 1000
PP : Poids plein de la capsule

PV : Poids a vide de la capsule

f. Détermination des matieres en suspension

Les matieres en suspension sont déterminées par pesee différentielle suivant la formule de
RODIER et al. (2005), aprés vaporisation de 1’échantillon a une température de 150°C
pendant 2 heures.

MES (mg/l) = Pp-Pv x 100000/100 = (Pp-Pv) x10000
Pp : Poids plein du filtre
Pv : Poids vide du filtre.
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11.2.3.1.3. Parametres de pollution

> Dosage de I’azote ammoniacal (NH4")

La détermination de 1’azote ammoniacal (NH4") est obtenue par méthode colorimétrique a
environ 655 nm du composé bleu formé par réaction de I'ammonium avec les ions salicylate

et hypochlorite en présence de nitroprussiate de sodium (ISO 5664,1990).
» Dosage des nitrites (NO2)

Les nitrites (NO2") sont dosés suivant la méthode colorimétrique. Les nitrites réagissent avec
le Sulfanilamide pour former un composé diazoique qui, apres couplation avec le N1
Naphtyléthyléne diaminedichloride donne une coloration rose mesurée a 543 nm (ISO 6777,
1994).

> Détermination des phosphates (PO43)
La détermination des phosphates (POs%) se fait par méthode colorimétrique
(Spectrophotometre UV-visible), aprés formation en milieu acide d'un complexe avec le
molybdate d'ammonium et le tartrate double d'antimoine et de potassium, puis réduction par
I'acide ascorbique en un complexe coloré en bleu qui présente deux valeurs maximales

d'absorption I’une vers 700 nm, l'autre plus importante a 880 nm (ISO 6878/1, 1994).
11.2.3.1.4. la minéralisation

> Détermination du taux de calcium (Ca?" et du magnésium (Mg?*)

Le titrage molaire des ions calcium et magnésium se fait a 1’aide d’une solution de sel
disodique de l'acide éthyléne-diamine-tétra acétique (EDTA) a pH10. Le noir érichrome T,
qui donne une couleur rouge foncé ou violette en présence des ions calcium et magnésium, est
utilise comme indicateur. La determination de la quantité de calcium est donnée par la
formule suivante (RODIER et al., 2005):
Ca?* (mg/l) = V1x 0.01 x F x 40.08 x1000/50
Donc
Ca?* (mg/l) = V1x F x8.016

V1 : Volume d'EDTA nécessaire pour une concentration donnée
C : Concentration molaire d'EDTA (0,01 M/I)
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Mca?* : Masse molaire du calcium en g
PE : Prise d'essai (volume de I'échantillon nécessaire pour ce dosage)
F : Facteur de dilution
La détermination de la quantité en magnésium est donnée par la formule suivante :
Mg?* (mg/l) = (V2-V1) x Ceptax FX Mmg?* x 1000/PE
D'ou :
V> : Volume total dEDTA
V1 : Volume d'EDTA nécessaire pour une concentration donnée
C : Concentration molaire d'EDTA (0,01 M/I)
Mmg?* : Masse molaire du Magnésium en g
PE : Prise d'essai (volume de I'échantillon nécessaire pour ce dosage)
F : Facteur de dilution
Mg?* (mg/l) = (V2-V1) x 0.01 x F x 24.3 x 1000/50
Donc
Mg?* (mg/l) = (V2-V1) x F x 4.86 (ISO 6059, 1989)

» Dureté totale (TH) :

La méthode adopteée est celle de (ISO 6059, 1989) selon les étapes suivantes :
-Mesurer 50ml de I’échantillon avec une dilution de 5 ;
-Ajouter 2ml de la solution tompon (base forte) ;
-Ajouter 03gouttes de noire erichrome ;
-Titrer avec ’EDTA 0.01 (acide faible) jusqu’a le virage de la couleur du rose au bleu.
-Le résultat est obtenu par la formule suivante :
[TH] (mg/l) = V1 x 0.01 x F x40.08 x 1000/50
V1 : Volume d'EDTA nécessaire pour une concentration donnée

F : Facteur de dilution
» Dosage du sodium et du potassium

La photométrie de la flamme est un des procédés les plus rapides et sensibles, d’analyse du
sodium et du potassium sous forme de sels. L'analyse se fait en partant de leurs solutions. Il
est utilis¢ pour la présente mesure 1’appareil Dr LANGE (JENWAY). Les résultats sont
donnés directement en mg/l (1ISO 9964/3,1990).
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» Détermination des chlorures (CI")

Les ions chlorure réagissent avec les ions argent pour former du chlorure d'argent
insoluble précipitant quantitativement. Durant le titrage, le pH est maintenu entre 5 et 9.5, afin
de permettre la précipitation. L’expression des résultats est donnée par (LADJEL, 2009):

CI" (mg/l) = VAgNOsx NAgNO3xMCI/PE= VAgNO3x0.01x Fx1000/5

Cl"(mg/l) = VAgNO3x71 x F

VAQNO:s : Volume d’AgNO3 nécessaire pour le dosage de 1’échantillon
NAQgNQ3 : Normalité¢ d’AgNO3
MCI" : Masse des chlorures
F : Facteur de correction du titre d’Ag NO3
PE : Prise d’essai

F =1/ VAg NO3
> Détermination des Sulfates (SO4%)

Les sulfates sont dosés par spectrophotométrie UV visible a 420 nm, aprés que les ions
sulfates sont précipités et passés a I'état de sulfate de baryum, en présence de BaCl..

L’expression des résultats est donnée par :

S042(mg/l) = Valeur lue x facteur de la dilution (LADJEL, 2009)
» Titre alcalin complet (TAC) et Bicarbonate (HCO3)

L'alcalinité d'une eau correspond a la présence de bicarbonates, de carbonates et
d’hydroxydes. La détermination des volumes successifs d'acide fort en solution diluée
nécessaire pour neutraliser, aux pH 8.3 et 4.3, le volume d'eau a analyser. La premiére
détermination sert a calculer le titre alcalimétrique (TA), la seconde a calculer le titre
alcalimétrique complet (TAC) (RODIER et al., 2005) :

F.G =Vax Nax MHCO3 x 1000/PE = Vax 0,1 x 61 x 1000/100

F.S: Va1 x61=HCO3s

VA : Volume d’acide versé
NA : normalité d’acide versé
MHCO3" : Masse des bicarbonates (HCOz3")
PE : Prise d’essai
F.G : Formule générale

F.S : Formule spécifique
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La concentration de HCO3z = TACx1.22

» Mineéralisation globale : il existe une relation entre la teneur des sels dissous d’une
eau et sa conductivité. La minéralisation, exprimee en mg/l, est obtenue par la formule

suivante :

Minéralisation globale (mg/l)= 0.759xconductivité (us/cm)
Pour une conductivité comprise entre 833 et 10000 (ce qui est notre cas), le coefficient est de
0.759 (RODIER et al., 2005).

11.2.3.2. Analyses Bactériologiques

La population de la ville de Ouargla s’alimente a partir des eaux souterraines, provenant de la
couche aquifére généralement exempte de micro-organismes pathogenes (SAMAKE, 2002).
Les eaux souterraines ont pendant longtemps été synonymes d'eau propre. C'est-a-dire
répondant naturellement aux normes de potabilité. Cela est malheureusement inexact dans
I'absolu (BOEGLIN, 2000). Cependant, la zone de captage est protégée par une
réglementation publiée au Journal Officiel de la République Algérienne n° 60 du 30 Rajab
1426 correspond au 4 Septembre 2005. Toutefois, la dégradation de la qualité de I'eau peut
survenir a tout moment entre le lieu de production et le robinet de I'utilisateur. Elle peut étre
liée a une prolifération de micro-organismes naturellement présents dans I'eau, voir a une
contamination des réservoirs, des canalisations publiques ou des réseaux intérieurs de
distribution des batiments (SQUINAZI, 2006). Les précautions doivent étre prises pour éviter
une contamination secondaire de I'eau dans le réseau de distribution (SAMAKE, 2002).

Pour mettre en évidence I’influence des canalisations sur le changement de la qualité
physicochimique et/ou bactériologique et suivre I’évolution de sa qualité, et/ ou le
développement des germes pathogenes dans ces eaux, des analyses bactériologique s’averent

indispensables.
11.2.3.2.1. Recherche des germes indicateurs de contamination fécale

» Dénombrement des germes totaux

La recherche et le dénombrement des germes revivifiables se réalisent a deux températures
différentes afin de cibler les micro-organismes psychrophiles (22°C) et les microorganismes
mésophiles (37°C). Le milieu de culture est de la gélose glucosée tryptonée a l'extrait de
levure (TGEA) fondue puis refroidie & 45+2°C. Les dilutions décimales vont de 10-1 a 10-3,
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en double dans des boites de Pétri. Apres ensemencement les boites sont partagees en deux
séries distinctes :

- La premiere série est incubée a 22+2°C pendant 68+4 heures,

- La seconde série est incubée a 36+2°C, pendant 44+4 heures.

Le calcul ensuite de la valeur du nombre (N), de microorganismes revivifiables a 22+2°C, et
celle du nombre (N) de microorganismes revivifiables a 36£2°C a part, en tant que moyenne
pondérée, sera fait suivant 1’équation :

N=>c/l,1xd

> ¢ : Somme des colonies dénombrées sur deux boites de dilutions successives retenues

d : Taux de dilution correspondant a la premiére dilution

Le résultat final de microorganismes revivifiables dénombrés a 22°C et a 37°C par ml d’eau
est exprimé par un nombre compris entre 1,0 et 9,9 multiplié par 10* ou x est la puissance
appropriée de 10 (LEBRES et MOUFFOK, 2008). Si les boites ensemencées, contiennent
plus de 300 colonies, les résultats sont exprimés 3.10? (1ISO 6222, 1990).

» Recherche et dénombrement des coliformes (Colimétrie)

Les coliformes sont considérés comme indice de contamination fécale. La recherche et le
dénombrement des coliformes se fait selon la méthode en filtration sur membrane a 0,45 en
milieu solide (LEBRES et MOUFFOK, 2008). La colimétrie par filtration est une méthode
rapide, simple, normalisée nécessitant la disponibilit¢ d’une rampe de filtration. Pour la
recherche des bactéries coliformes par filtration sur membrane, il faut au préalable un essai
standard; qui débute par une stérilisation de 1’entonnoir gradué en acier inoxydable ainsi que
la membrane poreuse a 1’aide d’un bec bunsen, les refroidir tout de suite apres, avec I’eau a
analyser ou avec de I’eau distillée stérile. Mettre en place de facon aseptique, une membrane
de porosité minimale de 0,45 p entre la membrane poreuse et 1’entonnoir a 1’aide d’une pince
stérile. Fixer ce dispositif avec la pince correspondante. Déposer ensuite aseptiqguement 100
d’eau a analyser, devant un bec bunsen. Actionner ensuite la pompe a vide pour absorber
I’eau a travers la membrane. Retirer I’entonnoir puis transférer immédiatement et
aseptiquement la membrane a 1’aide d’une pince a bouts arrondis stérile, sur la surface d’une
plaque de gélose tergitol au chlorure de 2,3,5-triphényltetrazolium (TTC) et heptadécylsulfate
de sodium (Tergitol 7) préalablement préparée. Cette derniére sera incubée couvercle en bas a
36+£2°C pendant 21+3 heures voire 44+4 heures et servira a la recherche des bactéries

coliformes, suivie de I’identification biochimique des Escherichia coli.
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Apres la période d’incubation spécifiée, dénombrer les colonies caractéristiques qui se
présentent sous forme de petites colonies lisses Iégerement bombées a contours réguliers et
pigmentés en jaune orangé ou en jaune (lactose positives).
Repiquer de facon aléatoire 5 a 10 colonies a des fins de confirmation basée sur le test a
I’oxydase d’une part et la production d’indole d’autre part.
Pour les tests a I’oxydase, il faut effectuer tout d’abord un repiquage sur gélose tryptonée au
soja (TSA) a la caséine de 5 a 10 colonies, a incuber a 36+2°C pendant 21+2 heures, puis
imbiber un disque d’oxydase avec une goutte d’eau distillée stérile puis déposer une colonie
caractéristique. La réaction positive est immédiate et se traduit par un virage au bleu violet
foncé.
Pour le test a I’indole, il faut transférer chaque colonie caractéristique séparément (5 a 10)
dans un tube contenant 3 ml de bouillon au tryptophane. Bien triturer la colonie dans le milieu
puis incuber ce dernier a 44+0,5°C pendant 21+3 heures puis rechercher la production
d’indole en ajoutant 2 a 3 gouttes du réactif de Kovacs. La présence d’une coloration rouge a
la surface du bouillon traduit la production d’indole a partir du tryptophane présent dans le
milieu. Est considérée comme colonie de coliformes, toute colonie caractéristique (jaune),
dépourvue de I’enzyme oxydase et non productrice d’indole. Et est considérée comme
bactérie d'espece Escherichia coli, toute colonie caractéristique (rouge), dépourvue de
I’enzyme oxydase, mais productrice d’indole a 44°C. Calculer ensuite la valeur a du nombre
de bactéries coliformes lactose positives et des Escherichia coli. Le résultat final sera exprimé
selon 1’équation mathématique suivante :
a=b/AC

Ou:

b : nombre de colonies caractéristiques présumées dans la boite

A : nombre de colonies repiquées

C : nombre total de colonies trouvées dans la boite
Un essai rapide pour un deuxieme test dit test rapide peut étre effectué paralleélement a 1’essai
standard et dans les mémes conditions. Il consiste a filtrer une seconde fois 100 ml d’eau a
analyser, devant un bec bunsen a travers une seconde membrane qui sera placée dans un
premier temps sur une plaque de gélose tryptonée au soja (TSA) a la caséine a incuber
couvercle en bas d’abord a 36+2°C pendant 4 a 5 heures puis transférer la membrane sur
gélose tryptonée contenant des sels biliaires (TBA) a incuber a 44+0,5°C pendant 19 a 20
heures. Cette méthode sert a la recherche sélective des Escherichia coli.
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Apres la période d’incubation spécifiée, transférer la membrane sur un papier filtre imbibé de
réactif de Kovacs puis I’irradier sous une lampe UV pendant 10 & 30 minutes. Seront
considérés comme des Escherichia coli, les colonies qui prennent une coloration rouge : a

dénombrer. Le nombre d’Escherichia coli sera rapporté a 100 ml d’eau a analyser.
» Recherche et dénombrement des streptocoques fécaux

La méthode de recherche se fait selon la méthode de LEBRES et MOUFFOK (2008), qui est
la streptométrie par filtration. Tout comme la colimétrie par filtration, c’est aussi une méthode
rapide, simple, et normalisée. Elle nécessite la disponibilité¢ d’une rampe de filtration.

Tout d’abord, il faudrait stériliser un entonnoir a 1’aide d’un bec bunsen. Le refroidir soit avec
de I’eau distillée stérile. Mettre en place de fagon aseptique une membrane de 0,45 p entre la
membrane poreuse et I’entonnoir a 1’aide d’une pince stérile. Fixer ce dernier avec la pince
correspondante. Remplir de facon aseptique l’entonnoir avec 100 ml d’eau a analyser.
Actionner la pompe a vide pour permettre le passage de 1’eau a travers la membrane. Retirer
ensuite la membrane a I’aide d’une pince stérile et la placer dans une boite de Pétri de 45 mm
de diameétre contenant de la gélose SLANETZ et BARTLEY. Cette membrane sera incubée a
36+2°C pendant 44+4 heures. Apres incubation, les streptocoques fécaux apparaissent sous
forme de petites colonies rouges, marron ou roses, lisses, légérement bombées. Transférer
aseptiqguement la membrane du milieu SLANETZ et BARTLEY sur une plaque de gélose bile
esculine azoture (BEA) préchauffée préalablement a 44°C. Cette derniére sera incubée a son
tour a 44+0.5°C pendant 2 heures. Les colonies caractéristiques prennent une coloration noire
traduisant ainsi 1’hydrolyse de I’esculine présente dans le milieu. Le nombre de colonies

trouvées sera exprimé dans 100 ml d’eau a analyser.
» Recherche et dénombrement des Anaérobies sulfito-réducteurs

Les anaérobies sulfito-réducteurs (ASR) se présentent sous forme de bactéries a GRAM+.

Elles se développent entre 24 a 48 heures sur une gélose Viande Foie en donnant des colonies
typiques réduisant le sulfite de sodium (Na2SOs) qui se trouve dans le milieu, en sulfure qui
en présence de Fe?" donne FeS (sulfure de fer) de couleur noire. Les spores des ASR
constituent généralement des indices de contamination ancienne. L’incubation se fait a 37°C,
pendant 24 a 48 heures. La premiere lecture doit absolument étre faite a 16 heures car tres
souvent les colonies des ASR sont envahissantes auquel cas on se trouverait en face d’un tube

complétement noir rendant ainsi I’interprétation difficile voire impossible et 1’analyse sera a



CHAPITRE 11 Matériel et méthodes

refaire en utilisant des dilutions décimales de 107 voire 102, la deuxiéme lecture se fera a 24
heures et la troisiéme et derniére a 48 heures. 1l faut dénombrer toute colonie noire de 0,5 mm
de diameétre, poussant en masse. Il est donc impératif de repérer et de dénombrer toutes les
colonies noires poussant en masse et de rapporter le total des colonies a la quantité de prise
d’eau a analyser (LEBRES et MOUFFOK, 2008).

> Recherche de Salmonella

La recherche de Salmonella par méthode en milieu liquide, passe par un enrichissement du
milieu. Le premier enrichissement s’effectue sur le milieu de Sélénite-Cysteiné D/C réparti a
raison de 100 ml par flacon, qui sont ensemencé a 1’aide de 100 ml d’eau a analyser, puis
incubé a 37°C pendant 18 a 24 heures. Ce flacon fera 1’objet d’un deuxiéme enrichissement
sur milieu Sélénite en tubes a raison de 0,1 ml, et d’un isolement sur gélose Hektoen.
L’incubation se fait donc a 37°C pendant 24 heures. Pour la lecture des boites et
I’identification, d’une part, le tube de Sélénite fera I’objet d’un isolement, et d’autre part, la
boite de gélose Hektoen subira une lecture en tenant compte du fait que les Salmonella se
présentent le plus souvent sous forme de colonies de couleur gris bleu a centre noir.
L’identification morphologique et biochimique, se déroulent comme suit (LADJEL, 2009):

- Etat frais (bacilles, mobilité),

- Coloration de Gram (bacilles Gram négatifs),

- Ensemencement d’un tube de Kligler (TSI) qui sera incubé a 37°C pendant 24 heures
(Lactose, Saccharose, Glucose, Gaz et H,S),

- Ensemencement d’un tube de gélose nutritive inclinée qui sera incubé a 37°C pendant

24 heures qui servira a I’agglutination sur lame,

- Ensemencement dans une galerie biochimique classique (ONPG, Oxydase, LDC, ODC,
ADH, Témoin, Urée, Indole, TDA, VP, RM ...).

L’identification antigénique, repose sur I’agglutination sur lame de verre, a partir des mémes
colonies isolées la veille sur GN inclinée en tubes, a I’aide des sérums de groupes d’abord

OMA, OMB puis les autres apres (LADJEL, 2009).
» Recherche du Vibrion cholérique

Pour la recherche du Vibrion cholérique, il est utilisé la méthode en milieu liquide.
L’ensemencement débute par un enrichissement primaire s’effectuant, sur le milieu eau

peptonée alcaline 10 fois contenant au préalable 50 ml de milieu, auquel on ajoute
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aseptiquement 450 ml d’eau a analyser au moment du prélévement. Le tout est incubé a
36x2°C pendant 20£4 heures.

Pour I’enrichissement secondaire et isolement, aprés incubation, le flacon constituant
I’enrichissement primaire fera 1’objet d’une part, d’un enrichissement secondaire sur milieu
EPA en tubes auquel il est ajouté 1 ml par tube, d’autre part, d’un isolement sur gélose
GNABI. L’incubation se fait a 3622°C pendant 20+4 heures. Pour la lecture des boites et
I’identification, le tube d’EPA fera I’objet d’un isolement sur GNAB 2 qui sera incubé a
36+£2°C pendant 20+4 heures, et la boite de gélose GNAB 1 subira une lecture en tenant
compte du fait que les Vibrions se présentent le plus souvent sous forme de grosses colonies
lisses, transparentes et trés caractéristiques. Cing colonies caractéristiques et distinctes feront
I’objet d’une identification morphologique et biochimique basée essentiellement sur :

- Etat frais (bacilles, mobilité),

- Coloration de Gram (bacilles Gram négatifs),

- Oxydase (+),

- Ensemencement d’un tube de KIA qui sera incubé a 37°C, 24 h (Saccharose, Glucose, Gaz
et H.S),

- Ensemencement d’un tube de gélose nutritive inclinée qui sera incubé a 36+2°C pendant
2044 heures et servira a 1’agglutination sur lame. Si l'agglutination avec 1'eau physiologique
est négative et positive au sérum polyvalent O; (antigene de la paroi), répondre : Vibrion
cholérique (LADJEL, 2009).

11.2.4. Exploitation des résultats

Les méthodes statistiques utilisées pour la présente étude :

11.2.4.1. Analyse de la variance (ANOVA): Methode de comparaison de plusieurs
moyennes (Nappes), utilisée pour veérifier si les moyennes des groupes provenant d'une méme
population, permet d'étudier le comportement d'une variable quantitative a expliquer en

fonction d'une ou de plusieurs variables qualitatives.

11.2.4.2. Test sur échantillon unique : Utilisée pour comparer la moyenne d’un échantillon
(foyers) a une moyenne standard connue (forage). Elle permet de tirer des conclusions sur
I’indication de I’effet des différents types des matériaux sur le changement de la qualité des

eaux.


https://fr.wikipedia.org/wiki/Moyenne
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11.3. Caractérisation des biofilms du réseau de distribution d’eau potable

I1.3.1. Dispositif expérimental d’étude des biofilms in situ

Afin d’étudier la formation du biofilm dans les conduits des eaux potables, un dispositif
expérimental a été concu par notre équipe. Il permet de raccorder a la téte de chaque forage
sélectionné trois types de conduits ; Cuivre (C), Poly Chlorure de Vinyle (PVC) et Poly
Ethyléne Haute Densité (PEHD). Le systéme ainsi réalisé se caractérise par un écoulement
continu dans un circuit fermé (Figure 5). Les prélévements du biofilm, ont été réalisés en
deux étapes, apres six (06) et douze (12) mois de suivi. Des coupes au niveau de ces trois
conduits ont été réalisées stérilement a proximité d’un bec bunsen, entreposées dans des
boites steriles et conservées a 4°C.

Afin d’¢étudier des échantillons agés plus de (20) vingt ans et d’avoir une idée sur
d’autres facteurs influengant la formation du biofilm, des prélevements ont été effectués de la
méme maniére directement sur des conduits des foyers sélectionnés, en fin de chaine de

distribution, alimentant en eau potable des maisons.

La téte du forage

Canalisation en Cuivre
Canalisation en PVC

Canalisation en PEHD

Les tuyaux d’'écoulement continu de
Peau dans un circuit fermé

Figure 5. Dispositif expérimental d’étude des biofilms en conditions naturelles. Ce systéme a
été installé par notre équipe au niveau des différents sites de forages alimentant la région de

Ouargla (Algérie) : ici I’exemple de forage Bor-Elhaicha (la nappe Miopliocéne).
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11.3.2. Prélevement mécanique des biofilms

La technique de prélévement mécanique des biofilms formés par grattage a été adoptée pour
la réalisation de cette étude. Stérilement, la surface interne des dispositifs de canalisation a été
grattée a I’aide d’une spatule, dans le sens de la longueur. Par la suite, les échantillons ont été
déposés dans des flacons contenant de 1’eau puis vortexés vigoureusement pendant 15
secondes (Maule et al. 1999 ; Walker et al. 1993; Rogers et al. 1994a; Barranguet et al.
2003).

Dix échantillons ont été obtenus et repartis en trois lots en fonction des différentes nappes (S
= Seénonienne, M = Mioplioceneet A = Albienne), selon 1’age (6M ,12M et 20A agé
respectivement de six et, douze Mois plus de vingt Ans) et selon le type de matériau (C =
Cuivre, PVC = PV, PEHD= PE). Voir tableau 2.

Tableau 2. Echantillons de biofilms étudiés en fonction de la nappe, de 1’age et de matériaux.

Les nappes
Albienne | Sénonienne | Miopliocéne
Age Matériaux
Cuivre PVC PEHD | Cuivre PVC PEHD Cuivre PVC PEHD
6 mois | AC6M APV6M | APE6M | SC6M | SPV6M SPE6M | MC6M MPV6M MPE6M
12mois | AC12M | APV12 | APE12M | SC12M | SAPV12M | SPE12M | MC12M MPV12M | MPE12M
M
20 ans | AC20A | APV20A | APE20A | SC20A | SPV20A | SPE20A | MC20A MPV20A | MPE20A

11.3.3. Isolement des especes bactériennes des biofilms

11.3.3.1. Culture des bactéries du biofilm

Différents milieux sélectifs (versées dans des boites de pétri) sont ensemenceés a raison de 100
ul de chaque suspension de biofilm gratté (HUSSON, 2010) :

— Le milieu TS, est ordinaire et permet le développement des germes non exigeants. C’est
une gélose non sélective, qui ne contient pas d’indicateur coloré et dont le principal substrat
est le glucose. Incuber a 22 -C.

— Le milieu R2A, pour I’isolement des bactéries a croissance lente, a une faible concentration
en extrait de levure, hydrolysat de caséine, peptone et glucose, permettant a un large éventail
de bactéries de se développer sans que les bactéries a croissance rapide inhibent le
développement des bactéries a croissance lente (comme c’est le cas pour des milieux plus

riches en milieu nutritif, comme pour le TS). Incuber a 30 -C.
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— Le milieu Drygalski, est utilisé pour I’isolement des bactéries a Gram négatif non
exigeantes, il contient du désoxycholate de sodium qui inhibe la croissance de la plupart des
bactéries a Gram positif. 1l contient un indicateur coloré de pH pour mettre en évidence
I’acidification liée a une éventuelle utilisation du lactose par la bactérie. Incuber a 37 -C.

Tous ces milieux sont incubés 48 h en aérobiose.

11.3.3.2. Repiquage de colonies obtenues

Afin d’isoler les souches a identifier, il est nécessaire de les repiquer sur un milieu TS stérile,
avec la méthode par épuisement de 1’inoculum.

11.3.3.3. Tests biochimiques

Pour I’identification des bactéries de cette étude deux tests biochimiques ont été effectués :
I’oxydase et la catalase.

— L’oxydase est un test essentiel pour orienter 1’identification des bacilles et coques Gram
négatif.

— La catalase est un test fondamental pour orienter 1’identification des bacilles et des coques
Gram positif.

11.3.3.4. Coloration de Gram

Ce test permet de caractériser la paroi bactérienne (Violet de gentiane, Lugol, Alcool,
Fuchsine). Bactéries Gram- sont colorées en rose. Bactéries Gram+ sont toujours colorées en
violet.

11.3.3.5. Observation au microscope optique

Elle permet de distinguer : les bactéries sphériques appelées coques, les bactéries bacilles, les
bactéries incurvées ou vibrions, les bactéries fusiformes et les bactéries spirilles.. etc.

11.3.3.6. Identification par galeries

L’emploi de galeries API (Biomérieux, Galerie APl E, Galerie API 32 Staph) aprés une
période d’incubation donnée permet I’identification de I’espéce des bactéries mises en
évidence precédemment.

Etant donné que la majorité des souches n’ayant pas viré, les isolats ont été codifiés et
conservés sous deux copies une lyophilisée et ’autre a — 80°C dans le milieu TS contenant

20% glycérol pour une identification ultérieure.

11.4. Identification des souches bactériennes cultivables par la technologie MALDI-TOF
(Désorption Laser Assistée par Matrice / Temps d'ionisation spectrométrie de masse en vol).
Pour confirmer I’identification des souches, toutes les analyses ont été réalisées en utilisant la

méthode de transfert direct (Manuel d'utilisation du MALDI Biotyper 3.1, BrukerDaltonics



CHAPITRE 11 Matériel et méthodes

Inc.). Un applicateur en bois stérile & usage unique de 15 cm a été utilisé pour récolter une
colonie bactérienne et la déposer sur une cible MSP 96 points (BrukerDaltonics Inc.). Les
spots ont été exposeés a l'air et séchés a température ambiante. Par la suite, les échantillons ont
été recouverts de 1,0 uL de matrice (solution saturée d'a-cyano- d'acide 4-hydroxycinnamique
dans 50% d'acétonitrile, 47,5% d'eau et 2,5% dacide trifluoroacétique) (Sigma-
AldrichCanada Inc., Oakville, ON, Canada) et séchées a l'air a température ambiante. Les
bactéries Staphylococcus aureus ATCC 29213 et Escherichia coli ATCC 25922 sont utilisées

comme souches de référence.

Apres 1’acquisition du spectre de masse d’un échantillon, le logiciel Biotyper le compare aux
spectres de référence de la base de données et affiche les identifications correspondantes
(CAMERON et al., 2017).

IL.5. Identification des souches bactériennes par séquencage de ’ADNr 16S.

Les souches bactériennes, non identifiées avec exactitude au MALDI-TOF, ont été identifiees
par séquengage de I’ADNr 16S. Ces analyses ont été réalisées par le Service de diagnostic de

la Faculté de médecine vétérinaire de 1’Université de Montréal (canada).

I1.6. Etude in vitro de la capacité a former des biofilms des souches cultivables identifiées

Afin d’étudier la capacité des souches bactériennes a former des biofilms (simple ou mixte),
le systéme expérimental de microplaque en polystyréne de 96 puits a été adopté (CORALIE et
al., 2017). 1l s’agit d’une technique rapide et efficace permettant le criblage d’un grand
nombre de bactéries. Brievement, les colonies de la gélose TS ont été mises en suspension
dans du TS a 0,5 Mc Farland. Cent microlitres des suspensions bactériennes ont été distribués
dans des puits (Corning Costar n ° 3595, USA). Apres incubation a 30 ° C pendant 24 h, la
microplaque a été lavée trois fois. Les biofilms bactériens ont été colorés avec 150 uL de
solution de cristal violet a 0,1% pendant 20 minutes et rincés avec de I'eau ultra-pure jusqu'a
ce que le liquide de lavage soit clair. Le colorant a ensuite été élué avec de I'éthanol a 96%

(200 pL/puits) et la quantification a été réalisée en mesurant 1’absorbance a une DO 595 nm.

11.7. Observation et quantification des biofilms par microscopie confocale a balayage

laser

Les biofilms ont été préparés comme décrit ci-dessus et colorés avec le marqueur fluorescent
Film Tracer TM FM 1-43® (Molecular Probes, Eugene, OR, USA) tel que recommandé par le
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fabricant. Les biofilms marqués ont été visualisés par microscopie confocale a balayage laser
(FV1000 1X81, Olympus, Markham, ON, Canada).Les images ont été acquises en utilisant le
logiciel Fluoview (Olympus). Les structures 3D ainsi que les quantifications des biofilms
(biovolume et épaisseurs) ont été réalisés grace au logiciel Image pro (Media Cybernetics,
SilverSpring, MD, USA).
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I11.1. Caractéristiques des eaux de consommation dans la région de Ouargla

111.1.1. Caractéristiques physico-chimiques

Les résultats de la caractérisation physico-chimique des forages des différentes nappes sont

présentés dans les tableaux 3.4.5.

Tableau 3. Composition physico-chimique des trois forages appartenant a la nappe Albienne

Renseignements fondamentaux

Nappe : Albienne
Date de preélévement : 01-07-2017

Eléments et paramétres Forage Forage Forage
Elhdeb | Elhdeb 11 Elhdeb 111

T (°C) 54 55 54
Concentration en 6.94 7.20 7.47
ions hydrogene

Parameétres physico- « pH »

chimiques C-E (uS/cm) 3360 2129 2665
Turbidité (NTU) 1.23 0.819 5.19
T.D.S (mg/l) 1680 1065 1333
Salinité %o 1.68 1.0 1.3
Résidu sec a105°C | 1650 1596 5984

Les parametres de NH4* (mg/l) 0.075 0.069 0.073

pollutions NO2 (mg/l) 0.210 0.002 0.029
PO43(mg/l) 00 00 00
Ca*? (mg/l) 208.41 172.34 132.26
Mg*? (mg/l) 72.41 48.6 60.75
TH (mg/l) 820 630 580
Na * (mg/l) 300 244 250
K * (mg/l) 20 25 46

La minéralisation Cl -(mg/l) 661.66 765.04 686.80
SQO42 (mg/l) 450 360 400
HCOs (mg/l) 162.66 129.01 162.66
TAC (mg/l CaCoz) | 133.36 105.47 133.33
Minéralisation 2550.24 1615.91 2022.73
globale (mg/l)

Ce tableau montre que les trois forages de la nappe albienne se rapprochent dans presque

toutes les valeurs des parametres dosés.

La température, la dureté et la minéralisation dépassent les normes algériennes qui sont
respectivement (25°C, 200 mg/I, 1000 mg/l) (JORA, 2011).
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Tableau 4. Composition physico-chimique des quatre forages de la nappe Sénonienne

Renseignement fondamentaux

Date de prélévement : 02-07-2017

Nappe Sénonienne

Eléments et paramétres Forage sidi | Forage Ain Forage Forage
khouiled | Hadji Abattoir Ain
Rahma
T (°C) 31 29 32 31
Concentration
en ions 7.18 7.14 7.19 7.11
Parametres hydrogene
physico- « pH »
chimiques
C-E (uS/cm) 5040 2810 3150 4180
Turbidité (NTU) 0.864 1.00 1.09 0.701
T.D.S (mg/l) 2520 1405 1575 2090
Salinité %o 2.50 1.4 1.5 2.0
Résidu sec 2832 2000 2200 2320
a105°C (mgl/l)
Les paramétres | NH4* (mg/l) 0.0041 00 00 00
de pollutions NO2 (mg/l) 0.003 00 00 0.005
PO43(mg/l) 00 0.070 00 00
Ca*? (mgl/l) 340.68 268.53 196.32 308.61
Mg*? (mg/l) 167.7 82.63 89.9 58.33
TH (mg/l) 1540 1010 860 1010
Na * (mg/l) 500 350 320 300
K * (mg/l) 35 17 15 32
La minéralisation | C| -(mg/I) 994.06 608.86 629.42 803.29
SO4? (mg/l) 910 495 392 580
HCOs (mg/l) 109.8 154.10 164.37 133.55
TAC (mgl/l 90 126.31 134.73 109.47
CaCos)
Minéralisation 3825.36 2810.79 2390.85 3172.62
globale (mg/l)

Mémes constatations que pour la nappe albienne, les quatre forages de la nappe sénonienne

sont presque similaires par rapport a leurs caractéristiques physicochimiques ainsi que leur

minéralisation globale.
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Tableau 5. Composition physicochimique des quatre forages de la nappe Miopliocéne

Renseignements fondamentaux

Nappe : Moi-pliocene
Date de preélévement : 03-07-2017

Eléments et paramétres Forage Forage Forage Forage
Bor El Hassi Bamendil | Bahmid
Haicha Miloud 3
T (°C) 32 30 32 31
Concentration en 7.21 7.13 7.42 7.43
ions hydrogene
Paramétres « pH »
physico-chimiques | C-E (uS/cm) 3730 2780 2920 3300
Turbidité (NTU) 0.519 0.368 0.379 0.60
T.D.S (mg/l) 1865 1390 1460 1550
Salinité %o 1.80 1.3 1.5 1.6
Résidu sec a105°C 2400 1810 1860 3306
(mg/1)
NH4* (mg/l) 0.012 00 0.017 00
Les palrlaT.etreS de "Nz (mgll) 0.005 00 0.008 0.10
pofiutions PO43(mgll) 0.2 0.332 0.078 0.87
Ca*? (mg/l) 192.38 172.34 176.35 248.4
Mg*2 (mg/l) 114.21 92.34 92.35 82.63
TH (mg/l) 950 910 820 960
Na * (mg/l) 300 200 200 200
K *(mg/l) 20 15 21 21
La minéralisation | CI-(mg/l) 701.65 436.26 559.87 739.8
S04 (mg/l) 688 480 480 1075
HCOs (mg/l) 144.74 148.72 97.6 113.21
TAC (mg/l CaCos) 118.54 121.90 80 92.8
Minéralisation 2831.07 2110.02 2216.28 2504.7

globale (mg/l)

En analysant ces résultats, nous constatons que la majorité des paramétres dosés et mesurés

dépassent les normes imposées par plusieurs directives. Dans notre cas, nous nous somme

référés a celles des normes de potabilité algériennes et de I’OMS, car cette derniere ne fixe

pas des normes strictes mais des valeurs guides, permettant de porter un jugement comparatif

sur la qualit¢ de I’eau. Ces valeurs sont susceptibles d’étre utilisées avec une certaine

souplesse dans le souci constant de la protection de la santé publique. Ces eaux sont

considérées comme trés minéralisées et dures.
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> Controle des taux du chlore libre de I’eau

Les résultats de cette investigation montrent que 1’eau de robinet dans tous nos échantillons
ressort avec un taux de Chlore (tous nos échantillons colorés en rose), qui témoigne d’un
traitement de désinfection appliquée a ces eaux distribuées.

L'ajout de chlore a I'eau pour traitement n'inhibe pas la formation d'un biofilm sur des
matériaux (SIBILLE, 1998 ; COSTERTON et al., 1999b). Néanmoins, le chlore peut dans
certains cas, ralentir la formation du biofilm a la surface des matériaux a des concentrations
résiduelles en chlore supérieures a 0.3 mg/l (SIBILLE, 1998). JUERY (2004) et RODIER et
al. (2005), rapportent que l'utilisation de I'eau de javel pour la désinfection de I'eau destinée a
la consommation humaine peut conduire a la production de sous-produits de désinfection
responsables de mauvais godts et d'odeurs, voire dangereux pour la santé ; par ses caractéres
cancérogénes pour I’homme; comme les trihalométhanes, les chlorophénols, les
organochlorés. De plus, l'eau de javel est basique et peut provoquer la précipitation du
calcium en cas d'eau dure ce qui entraine le colmatage des équipements (JUERY, 2004).

Etant donné que la différence dans la composition des eaux des forages de la méme nappe est
non significative et afin de déterminer 1’impact des canalisations et de leurs matériaux sur la
qualité de I’eau distribuée nous avons choisi un seul forage de chaque nappe pour comparer
les caractéristiques de ses eaux a celles arrivées aux consommateurs. Trois foyers
s’alimentant de chaque forage ont été sélectionnés en fonction du matériau de leur
canalisation. Les forages 1 (Elhdeb 1), 2 (Sidi Khouiled 1) et 3 (Bor-Elhaicha) correspondent
respectivement aux nappes albienne, sénonienne et miopliocene.

Les différences significatives (S) ou non significatives (NS) notées dans la composition de
ces nappes (réalisées par le test statistique de comparaisons « ANOVA » sont représentés
par I’annexel. Par ailleurs la comparaison entre la composition des eaux de chaque nappe
avec celles des foyers correspondant a été réalisée avec le Test sur échantillon unique et les

résultats sont reportes dans les annexes 5, 6 et 7.
» La Température

Les résultats illustré dans la Figure 6 A montrent que 1’eau du forage de la nappe Albienne
présente des températures les plus élevées (des eaux thermales), vu la période
d’échantillonnage (mois de juillet) et la profondeur de 'aquifere. La température est de 1’ordre

de 55°C ceci implique la nécessité d’un refroidissement avant la distribution urbaine.
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Pour les deux autres nappes, la température varie entre 29°C et 32°C, Nos resultats
concordent avec ceux de TABOUCHE et ACHOUR (2004), qui rapportent que la
température des eaux souterraines de la nappe sénonienne de la région orientale du Sahara
septentrional algérien, varie entre 25°C et 27°C, ce qui explique leur homogénéité thermique.
Pour les eaux de ces deux nappes, leur température est dans la limite de potabilité 25°C
(JORA, 2005).

Pour la nappe albienne, la diminution de la température est notée pour 1’eau distribuée dans
les trois types du matériau de canalisations, par rapport a celle du foragel. Cependant pour les
deux autres nappes aucune variation de température n’a été enregistrée entre les forages et les
foyers (Figure 6 B). La faible variation de la température des eaux, montre qu’elles ne
séjournent pas longtemps dans les conduites des réseaux des distributions, vu la
consommation importante en eaux des zones desservies.

La température élevée accélere la plupart des réactions physico-chimiques et biologiques dans
les réseaux et provoque une croissance et une diversité microbienne dans les canalisations
(Documentation techniqgue FNDAE, 2003) car I’activité bactérienne s’accroit nettement
lorsque la température dépasse 15°C. (GAUTHIER, 2002 ; USEPA, 2008). En effet, la
température est importante non seulement parce qu'elle affecte 1’activité métabolique et
enzymatique des bactéries, mais aussi parce qu'elle influence certains parameétres physico-
chimiques (pH, activité ionique, agitation thermique et solubilité des gaz) (MARSH et
MARTIN, 1992 ; BRIANDET et al., 1999 ; GALLARDO-MORENO et al., 2002 ;
CAPPELLO et GUGLIELMINO, 2006 ; BOEGLIN, 2000 ; DIB, 2009 et LADJEL, 2009)
ainsi que les propriétés de surface des microorganismes. CAPPELLO et GUGLIELMINO,
(2006) ont observé par exemple qu’une élévation de la température de culture provoque une
augmentation de la capacité d’adhésion de P. aeruginosa au polystyréne de par
I’augmentation de 1’hydrophobicité de sa surface.

Ce paramétre a aussi une incidence sur la demande en chlore et le chlore libre résiduel, qui est
nécessaire pour contréler le biofilm (NDIONGUE et al. 2005).
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Figure 6A : Variation de la température entre les différentes nappes
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» Concentration en ions hydrogéne « pH »

Les résultats illustrés dans la figure 7A montrent que le pH de tous nos échantillons est
conforme a la norme algérienne de potabilité d'une eau de consommation (6.5 a 9) (JORA,
2011). Sachant que le pH du forage de la nappe Albienne présente des valeurs moins élevées
«6.94 » que les deux autres forages des deux autres nappes qui ont des valeurs homogenes
«7.18et7.21 »

Pour la nappe Albienne une augmentation du pH est enregistrée dans le FC1 et le FPEHDL.
En revanche aucune variation de pH n’est notée dans le FPVC1.

Pour les deux autres nappes, dans les échantillons prélevés a partir des conduites de cuivre
(FC2, FC3) aucune variation de pH n’est enregistrée entre forages et foyers. Néanmoins une
augmentation des valeurs de pH observés dans les échantillons dont les conduites de
distribution a base de PVC et PEHD (FPVC2, FPVC3, FPEHD2, FPEHD?3) (figure 7B)

Selon LADJEL (2009), la plupart des eaux presentent un caractére alcalin bicarbonaté car le
pH est souvent inférieur & 8,3. D’aprés TABOUCHE et ACHOUR (2004), les eaux
souterraines de la région orientale du Sahara septentrional algérien, ont un pH voisin de la
neutralité a caractére alcalin. NEZLI et al. (2009), signalent que les eaux de la nappe du
complexe terminal de la basse vallée de 1’Oued M’Ya (Ouargla), sont de pH plus ou moins
neutres a caractére alcalin d’ou une tendance a la formation de dépdts de CaCOs (entartrage)
dans le réseau de distribution d'eau potable (HARKABUS, 2006). Pour LADJEL (2009), c'est
une indication que ces eaux ne contiennent pas assez de COz, et sont saturées en CaCOs, donc
incrustantes. Les eaux naturelles ont un pH qui est fonction des concentrations en gaz
carbonique dissous et en hydrogénocarbonates. Dans un réseau, le pH peut varier au cours de
la distribution du fait d'une évolution de la concentration du CO> dissous due a une aération
dans les conduites de distribution (BOEGLIN, 2000).

Un pH inférieur a 7 peut provoquer une augmentation de ’activité corrosive, ce qui crée des
secteurs protéges ou les microbes peuvent adhérer aux surfaces des canalisations et former des
biofilms (CWAE, 2016).
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» Conductivité électrique C-E

Les résultats obtenus (figure 8A), montrent que les eaux de trois nappes présentent une
conductivité électrique supérieure a 1000 uS/cm, du fait de leurs teneurs trop élevées en
sodium, en calcium, en magnésium, en chlorures et en sulfates. Les valeurs mesurées varient
d’une nappe a une autre, la plus grande valeur de conductivité est enregistrée dans le forage
de Sidi Khouiled (La nappe Sénonienne), suivie par le forage de Bor-Elhaicha (Nappe
Miopliocene), puis par le forage de Elhdeb | (Nappe Albienne).

On note une diminution de la conductivité dans tous nos échantillons (quelle que soit la nappe
et quel que soit le matériau de canalisation), sauf dans 1I’échantillon a base de PVC (FPVCI)
issus de la nappe Albienne, ou la conductivité n’a pas changé lors de trajet entre forage et
foyer (figure 8B) .RODIER et al. (2005), signalent que la variation de conductivité est induite
par la présence dans le milieu d'ions qui sont mobiles dans un champ électrique. Cette
mobilité dépend de la nature des ions dissous et de leur concentration, tels que les ions de
calcium (Ca2"), de sodium (Na*), de chlorure (CI"), des bicarbonates (HCO3"), etc.... La
conductivité électriqgue augmente avec la concentration des ions en solution et la température
(DIB, 2009)

Les normes algériennes, fixent une valeur limite de conductivité de 2800 uS/cm pour les eaux
chargées en sels minéraux (JORA, 2000). Mais les législations européennes ne font pas état
de valeur maximale admissible, mais I'on retient une limite de 1.5 g pour les résidus sec, dont
I'équivalent en conductivité serait de l'ordre de 2000 pS/cm. Toutes les valeurs de
conductivité obtenues au cours de la présente étude indiquent une minéralisation élevée des
eaux potables de cette région. Car d’aprés RODIER et al., (2005) si la conductivité est
supérieure a1000 puS/cm, la minéralisation est élevée. TABOUCHE et ACHOUR (2004), ont
aussi noté que les conductivités électriques des eaux souterraines de la région orientale du
Sahara septentrional algérien ont une minéralisation élevée. De méme NEZLI et al. (2009),
notent des valeurs élevées de conductivité allant de 1840 puS/cm a 4090 uS/cm pour les eaux
souterraines de la région d’étude. La mesure de la conductivité permet une évaluation rapide
et approximative de la minéralisation globale ou la salinité de I'eau, méme d'en suivre
I'évolution (BOEGLIN, 2000; DIB, 2009). Ces minéralisations relativement fortes témoignent
d’un temps de contact plus élevé avec la matrice encaissante traduisant soit des circulations

trés lentes ou des temps de séjour prolongés, soit une contamination (DAKOURE, 2003).
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» Turbidité

Nos résultats (figure 9A) montrent que les valeurs mesurées varient d’une nappe a une autre,
la plus grande valeur de turbidité est attribuée au forage de Elhdeb I, suivie par le forage de
Sidi Khouiled, par la suite le forage de Bor-Elhaicha.

Une augmentation de la turbidité est enregistrée dans les échantillons FC1, FPVC2, FPEHD?2,
FC3 et FPVC3 entre forage et foyer contre une diminution notée dans les échantillons
FPEHDL1, FC2 et FPEHD3 (figure 9B).

Les normes de turbidité de I'eau potable sont assez différentes. L'OMS (1965) et les normes
algériennes (2000), recommandent comme valeur limité de turbidité 5 NTU. L'OMS (1993),
précise que dans le cas ou I'on pratique la désinfection, il conviendrait que la turbidité soit
inférieur a 1 NTU (RODIER et al., 2005). Les valeurs de turbidité inferieures ou égale a 1.23
NTU, sont conformes aux normes.

Selon DESJARDIN (1990); KETTAB (1992); BOEGLIN (2000), parmi les caractéristiques
générales des eaux souterraines, il faut retenir leur trés faible turbidité. Afin de pouvoir gérer
en continu la qualité d'une eau traitée, il a été introduit la notion de concentration en résiduel
de désinfectant chimique apres un temps de contact donné, pour s'assurer d'une garantie de
désinfection a condition que la turbidité de l'eau ne protége pas ces germes (<0.3 NTU)
(MONTIEL, 1999). Une forte turbidité peut aussi protéger les micro-organismes des effets de
la désinfection, et stimuler la croissance des bactéries ou déclencher une forte demande en
chlore (OMS, 2004).

Dans le réseau, une turbidité élevée de I'eau révele les problémes suivants :

-précipitation de fer, aluminium ou manganese, due a une oxydation dans le réseau,
-précipitation lente de CaCO3 (ou parfois hydroxydes de magnésium), due a un mauvais
ajustement du pH a l'usine de traitement,

-une corrosion importante,

-I’agglomération naturelle des colloides qui peuvent provenir d'arrachements de biofilm, ou
de bactéries agglomérées par leur glycocalyx (polysaccharides présents sur les parois
extérieures des bactéries),

-des précipités formés par l'effet de post-floculation dans le réseau (effort persistant du
floculant et polymérisation non achevée) dégradent la qualité organoleptique de l'eau et
conditionnent la prolifération de microorganismes (FNDA, 2003).
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» Taux des sels dissous (TDS) et salinité

Selon les résultats obtenus (figure 10A1, 2) les concentrations en sels dissous et en salinité
dans les échantillons étudiés, sont variables. Les plus grandes valeurs sont attribuées au
forage 2 (nappe sénonienne) suivi par le forage 3 (nappe miopliocéne) puis le foragel (nappe
albienne).

La zone de la présente étude est alimentée, par des eaux souterraines, ainsi elles sont
fortement minéralisées avec des taux de sels dissous atteignant jusqu'a 2520 mg/l de sels
dissous dépassant souvent les normes de (1500 mg/I).

Une diminution de concentration en sels dissous et de la salinité est enregistrée dans tous les
échantillons des différentes sources (nappes et matériaux) (figure 10B1, 2). Cette diminution
peut s’expliquer par une précipitation des ions au cours du trajet.

La salinité correspond a la quantité de sels dissous Elle se mesure directement a partir de la
conductivité électrique des échantillons d’eau prélevés (FIGARELLA et LEYRAL, 2002;
RODIER et al., 2005). Les taux de sels dissous élevés (entre 2520 mg/l ; 1865 ; 1630mg/l)
indiguent une minéralisation élevée au vu des conductivités obtenues (entre 5040 mg/l ;
3730 ; 3360 mg/l). La minéralisation est fonction de la géologie des terrains traversés. Elle est

plus élevée dans les eaux souterraines (RODIER et al., 2005).
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» Reésidu sec a 105°C

Les résultats montrent des valeurs variables du résidu sec dans les echantillons d'eau étudiés
(figure 11A). La plus grande valeur est attribuée au forage2 (nappe sénonienne), suivi par le
forage3 (nappe miopliocene) puis le forage 1(nappe albienne) avec 1650, 2832 et 2400 mg/l
respectivement. Une diminution des résidus secs est observée dans tous les échantillons
prélevés a partir de la nappe miopliocéne (FC3, FPVC3, FPEHD3), dans I’échantillon du
PVC provenant de la nappe Albienne (FPVCI1), ainsi que dans I’échantillon du cuivre
provenant de la nappe Sénonienne (FC2). En revanche une augmentation des résidus secs est
enregistrée dans les échantillons restants (figure11B).

Selon FIGARELLA et LEYRAL (2002); RODIER et al. (2005), la minéralisation déterminée
par pesée de I'extrait sec, n'est pas rigoureusement identique a celle calculée a partir de la
conductivité. En effet, I'évaporation de I'eau a 105°C peut entrainer des transformations de la
structure de certains sels : hydrogénocarbonate dissociés donnant des carbonates ou par
cristallisation des sulfates avec un certain nombre de molécules d'eau. Le poids de I'extrait sec
ne représente pas toujours celui des sels dissous. A exception faite pour la source toutes les
valeurs obtenues sont supérieures aux normes algériennes fixées a 2000 mg /I (JORA, 2000).
SCHOELLER (1962) distingue une potabilité relative dépendant de la composition chimique
minérale moyenne et maximale des eaux. Les eaux d’adduction de la cuvette Ouargla sont
classées dans la catégorie d'une mauvaise potabilité. La corrélation positive entre la
conductivité éclectique, le taux des sels dissous (TDS), la salinité, et le résidu sec semble
s’expliquer par le faite que les sels solubles définissent la salinité, et augmentent la
conductivité électrique et le résidu sec. Ces deux derniers donnent une lecture sur la

minéralisation globale des eaux.
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> Ammonium NHs* et le Nitrite NO2

Au vu de la (figurel2A) les échantillons d'eaux analysés de la cuvette de Ouargla ne
renferment pas d'ammonium et des nitrites, méme s’ils existent, ce sont des taux qui ne
dépassant pas 0.075 et 0,021 mg /I respectivement, soit le maximum obtenu au forage 1
(nappe albienne). Cela semble logique car en profondeur, les eaux peuvent se charger en ion
ammonium par réduction des nitrates sous I'action des bactéries autotrophes ou par les ions
ferreux (RODIER et al., 2005). GUERGAZI et ACHOUR (2005), ont aussi observé la
présence de concentrations non négligeables en ammoniaque dans certains échantillons d'eau
prélevés en réservoir et en réseau de distribution, atteignant 0.34 mg NH4"/I, malgré une
chloration. Si la chloration est faite d’une maniére adéquate, la concentration en ammoniaque
(ion ammonium) est nulle.

Les résultats de la figure 12B, montrent une diminution du taux d'ammonium et de nitrites
remarquable dans tous les échantillons quelle que soit la nature de matériaux de distributions
utilisés et quelle que soit la nappe exploitée excepté 1’échantillon FPVC3 ou le taux de nitrite
n’a pas changé lors de distribution entre forage et foyer.

La mise en évidence, dans l'eau, de teneurs importantes en ammonium implique une
contamination récente par les matiéres organiques en décomposition. Les normes admissibles
sont de 0,5 mg NH4*/I (JORA, 2000; OMS, 1965, 1993, 2006; WHO, 2008).

Pour les nitrites GUERGAZI et ACHOUR (2005), rapportent la limite de consommation
algérienne qui est fixée a 0,1 mg NO2/l (JORA, 2000). Pour RODIER et al. (2005), en
I'absence de pollution, il n'y pas ou trés peu de nitrites dans les eaux. Les teneurs se
maintiennent a des niveaux tres faibles (0.01mg NO-/I). Les nitrites proviennent soit d'une
oxydation incompléte de I'ammoniaque, la nitrification n'étant pas conduite a son terme, soit
d'une réduction des nitrates sous l'influence d'une action dénitrifiante des bactéries
(phénomeéne de la dénitrification) (RODIER et al., 2005; DIB, 2009). Une eau qui renferme
des nitrites, est considéré comme suspecte car lui est souvent associée une détérioration de la
qualité microbiologique (RODIER et al., 2005). Cependant, les eaux en contact avec certains
terrains ou conduites peuvent contenir des nitrites indépendamment de toute souillure
(HAKMI, 2006). Pour interpréter les résultats, il sera nécessaire de tenir compte des teneurs
en nitrates, en azote ammoniacal, en matiere organique et I'examen bactériologique (RODIER
et al., 2005). Pour ce qui est des nitrites, la dose journaliére acceptable (DJA) établi par
I'OMS (1995), est de 0,02 mg azote total/kg/jour (0,06 mg de NO2-/kg/jour), qui est basée sur

la prévention d’un risque non cancérigéne. Pour une personne de 70 kg, la DJA est
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équivalente a la consommation de prés de 6 litres d’eau ayant une concentration en nitrates de
10 mg azote total /I (CHAUSSE et al., 2003).
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> Orthophosphate PO43

Sur la figure 14A, on note 1’absence totale de I'orthophosphate dans tous les échantillons issus
des deux nappes Albienne et Sénonienne. Néanmoins une valeur de 0.200 mg de PO.%/I était
enregistrée dans 1I’échantillon provenant du forage de Bor-Elhaicha.

On note une diminution de l'orthophosphate dans tous nos échantillons issus de la nappe
Moipliocene, entre le forage d’alimentation (Bor-Elhaicha) et les différents foyers (figure
14B).

Les normes algériennes fixent le taux de I'orthophosphate dans les eaux d’adduction a 0,5 mg
de PO+*/1 (JORA, 2000).

Les phosphates font partie des anions facilement fixés par le sol. Leurs présences dans les
eaux naturelles, sont liées a la nature des terrains traversés et a la décomposition de la matiére
organique (HAKMI, 2006; LADJEL, 2009). 1l en résulte une véritable dégradation qui peut
devenir irréversible (HAKMI, 2006). Le phosphore joue un rdle important dans le
développement des algues (RICHARD, 1996; LADJEL, 2009). Il est susceptible de favoriser
leur multiplication dans les réservoirs, les canalisations de grand diamétre ou il contribue a
I'eutrophisation (LADJEL, 2009).
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Figure 14A : Variation de taux d’orthophosphate entre les différentes nappes
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» Calcium Ca*?

Le calcium est 1’élément présent dans toutes les eaux naturelles (BENAMAR et al., 2011).
C’est un métal alcalino-terreux extrémement répandu dans la nature et en particulier dans les
roches calcaires sous forme de carbonates. C’est un composant majeur de la dureté de I'eau.
Les normes algériennes de potabilité pour le calcium sont fixées & 200 mg de Ca*?/l (JORA,
2000). Les résultats (figure 15 A) de cette étude montrent que les valeurs de calcium mesurées
varient d’une nappe a une autre, la plus grande valeur attribuée au forage de Sidi Khouiled,
suivie par le forage de Elhdeb I, puis le forage de Bor-Elhaicha, la majorité des forages
étudiés dépassent les normes en particulier ceux de la nappe sénonienne. Le calcium est
généralement I'élément dominant des eaux potables. Sa teneur varie essentiellement suivant la
nature de terrain traversé. Il existe surtout a I'état d'’hydrogénocarbonates et en quantité
moindre sous forme sulfate, chlorure, etc. (RODIER et al., 2005).Le calcium est fréquent
dans les roches sédimentaires. Il provient essentiellement de la dissolution des roches
carbonatees suite a la présence du gaz carbonique. Le calcium peut provenir également des
formations gypsiféres (CaSO4, 2H20) qui sont facilement solubles (DIB, 2009). L'influence
du calcium de I'eau sur la santé humaine, a été souvent discutée. Des recherches et des études
statistiques notent qu'il n'y aurait pas de relation dose-effet avec la teneur de cet élément dans

I'eau.
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Selon la figure 15 B, on note une diminution de taux de calcium dans tous nos échantillons de

sources différentes (nappes et matériaux) entre forages et foyers. Cela pourrait s’expliquer par

sa précipitation sous forme de tartre.
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> Magnésium Mg*2et dureté totale TH

Les résultats obtenus et illustrés dans la figure 16A montrent que le taux de magnésium et de
la dureté totale différe d’une nappe a une autre soit le maximum obtenu au forage de Sidi
Khouiled (340.08 mg/l; 1540 mg/l CaCos), suivie par le forage de de Bor-Elhaicha
(208.41 mg/l; 950 mg/l CaCos), puis le forage de Elhdeb I (192.38 mg/l; 620 mg/l CaCos)
respectivement.

Une diminution du taux de magnésium est observé dans tous les échantillons (quel que soit la
nature de conduit) prélevés a partir de la nappe Miopliocéne et la nappe Sénonienne.

En revanche une augmentation est enregistrée dans les deux échantillons (FPVC1, FPEHD1)
issus de la nappe Albienne, sauf dans I’échantillon FPVCI1 ou le taux de magnésium n’a pas
changé lors de distribution entre forage et foyer (figure 16B)

Le magnésium (Mg*?), un des éléments les plus répondus dans la nature, est présents dans les
eaux ¢tudiés a des teneurs relativement élevées. Cette présence s’explique par la grande
solubilité de la plupart de ces sels dans 1’eau et par son abondance géologique car il entre
dans la composition des argiles qui constituent les formations imperméables et semi-
perméables des toits et/ou des mures des horizons renfermant ces nappes. La variation du
magnésium dans les eaux souterraines est due a I'influence des formations carbonatées telles
que les calcaires, d'une part, et les formations saliféeres d'autre part comme les argiles et les
marnes qui sont riche en Mg*? (DIB, 2009). La plupart des sels de magnésium sont tres
solubles dans I'eau, méme le carbonate peut étre dissous jusqu'a 300 mg/l a 20°C. Le
magnésium constitue un élément significatif de la dureté de I'eau. Il est présent sous forme de
carbonates et d'hydrogénocarbonates. En zones arides, il a été constaté la consommation
courante et sans problémes majeurs pour les habitants, des eaux contenant 200 mg/l de
magnésium avec des teneurs élevées en sulfates (RODIER et al., 2005).

Selon les normes de la dureté des eaux de boisson OMS (1972), pour un TH >54 °F I’eau est
considéré comme tres dure, ce qui nous laisse remarquer que tous les echantillons d’eau de la
région de Ouargla, sont tres durs. Ceci est confirmé par TABOUCH et ACHOUR (2004) qui
déclarent que les eaux de la région orientale du Sahara septentrional, sont des eaux tres dures,
variant entre 59°F et 480°F pour la nappe Mio-pliocéne, Sénonienne et Albienne.. La dureté
totale a un caractére naturel lié au lessivage des terrains traversés et correspond a la teneur en
calcium et en magnésium (HAKMI, 2006). Les eaux provenant de terrains calcaires ou
surtout de terrain gypseux, peuvent avoir des duretés trés élevées susceptibles d'atteindre 1g
de CaCO3/l (RODIER et al., 2005; FIGARELLA et LEYRAL, 2002).
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La cinétique de I'eau durant son parcours, de sa source de production a la distribution, montre
une variation et dans la plupart des cas tendant vers une diminution des valeurs de la dureté
totale dans 1’échantillon FC1 issus de la nappe Albienne et tous les échantillons provenant de
la nappe Sénonienne et la nappe Mioplocéne quelle que soit la nature de matériau de conduite.
En revanche une augmentation de la dureté totale est enregistrée dans 1’échantillon FPVCI
issus de la nappe Albienne. Quand a I’échantillon de PEHD relatif a la nappe albienne aucun
changement de cette valeur observée entre forage et foyer (Figure 17B).

La dureté d’une eau, constitue un risque notable dans I'entartrage des canalisations. Pour une
eau d’adduction, une dureté élevée contribue également a accroitre la consommation de savon
(RODIER et al., 2005; HAKMI, 2006). 1l a été demontré que les réservoirs, les réseaux et les
points de puisage (robinet, pommes de douche) des conduites d'eau chaude sanitaire
pouvaient, s'ils étaient entartres, étre favorables a I'accueil et a la prolifération des bactéries
(MEGDOUD, 2003). Toutefois, certaines études, rapportent qu'il semble exister un
pourcentage plus élevé de mortalité par affections cardio-vasculaires, dans les régions ou sont
distribuées des eaux douces. Les eaux dures peuvent limiter le transfert intestinal des ions
métalliques toxiques comme le cadmium, le cuivre, le plomb, etc..., contrairement aux eaux
douces (RODIER et al., 2005).
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Figure 16A : Variation de taux de magnésium entre les différentes nappes
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> Sodium « Na *» et Potassium « K * »

Les résultats montrent que le taux de Sodium et Potassium du forage sidi khouiled I, présente
des valeurs plus élevées (500 et 35) mg/l respectivement par rapport aux deux autres forages
de deux autres nappes qui ont des valeurs identique de 300 et 20 mg/l. Le potassium K*
dépasse aussi les normes dans la plus part des forages étudiés (20 mg K*/I) (JORA, 2000)
(figures 18 A et 19A). Bien que dans les roches ignées, la teneur en potassium soit presque
aussi importante que celle du sodium (RODIER et al., 2005), avec la nature du terrain, c'est
tout a fait le contraire, ou le potassium est mineur par rapport au sodium (figure 18 A et 19A).
Le cation le plus dominant, dans les eaux des trois nappes, est le sodium (Na*) dont la norme
est de 200 mg/l. Le sodium est un élément constant de I'eau, toutefois, les concentrations
peuvent étre extrémement variables, allant de quelques dizaines de milligrammes a 500 mg/I,
mais son exces est plus remarquable dans la nappe sénonienne. Sa présence est liée,
indépendamment de la lixiviation des formations géologiques contenant du chlorure de
sodium, le sel peut provenir de la décomposition des sels minéraux comme les silicates de
sodium et d'aluminium, des retombées d'origine marine, de la venue d'eaux salées dans les
nappes aquiféres, etc.. (RODIER et al., 2005).

Le potassium a faible dose ne représente pas de risques significatifs. Méme des variations
importantes de ces teneur de I'eau, n‘auraient que des effets négligeables sur les concentrations
de I'organisme (RODIER et al., 2005). Sa présence dans les eaux naturelles ne dépassent pas
habituellement 10 a 15 mg/l. Le seuil de perception gustative du chlorure de potassium se
situe a environ 20 fois cette valeur (FALL, 2008).

Concernant la nappe Albienne I’effet inverse de la variation du taux de Na* et celle de K* est
noté dans tous les échantillons. Quant a la nappe sénonienne, une diminution des taux Na* et
de K* est enregistrée dans tous les échantillons quel que soit la nature de matériaux.

Le cas de la nappe Miopliocéne est différent. Nous avons noté une diminution de ces deux
¢léments dans I’échantillon FC3. Cependant une variation inverse est remarquée dans les
échantillons FPVC3 et FPEHD3 (figure 18B et 19B).

Par ailleurs le traitement de I'eau peut ajouter du sodium en provenance du carbonate, de
I'nydroxyde, du silicate et de I'nypochlorite de sodium. Dans I'état actuel des connaissances, il
n'existe pas d'argument suffisant pour justifier la fixation d'une valeur indicative pour le
sodium dans I'eau, pour la base d'un risque sanitaire (RODIER et al., 2005). Comme le corps
posséde des mécanismes tres efficaces de régulation des teneurs en sodium du milieu interne,

ce métal n’est pas fortement toxique aux concentrations ou on le trouve normalement dans
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I’environnement ou dans I’alimentation (FINBERG et al., 1963). Pour MONTIEL (1999), la
présence exagerée de sodium dans les eaux peut affecter certaines populations (sujets
souffrant d'hypertension par exemple), et peut aussi affecter certains sujets normaux

(augmentation de la tension sanguine chez les adolescents).
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Figure 18A : Variation de taux de Sodium entre les différentes nappes
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Figure 18B: Variation de taux de Sodium entre forages et foyers
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> Chlorures «Cl -~ » et Sulfates « SO42 »

Selon les résultats obtenus le taux de chlorures et les sulfates dans les échantillons d'eau
étudiés sont variables d’une nappe a une autre. Les plus grandes valeurs sont attribuées au
forage de Sidi Khouiled, suivi par le forage de Bor-Elhaicha, puis le forage de Elhdeb I
(figure 20B). Les chlorures CI sont le plus souvent des anions dominants, est également
en exces par rapport a la norme. Les normes de potabilité algériennes, fixent 200 mg/l et
la concentration maximale admissible est de 500 mg/l ces ions ont comme origine la
dissociation de la roche, mais certains peuvent s’introduire par intrusion a partir de
I'extérieur. Pour TABOUCHE et ACHOUR (2004), les ions dominants dans les eaux
souterraines de la région orientale du Sahara septentrional algérien sont le plus souvent les
chlorures et les sulfates ainsi que le calcium et le magnésium. Pour RODIER et al. (2005),
les teneurs en chlorures des eaux sont extrémement variées et sont liées principalement a
la nature des terrains traversés. Leurs teneurs dans les eaux naturelles sont susceptibles de
subir des variations en zones arides suite au lessivage superficiel en cas de fortes pluies.
Elles peuvent avoir comme origine, selon DIB (2009), une contamination par les eaux
usées. L’inconvénient majeur des chlorures, est la saveur désagréable, qu'elles
communiquent a l'eau a partir de 250 mg/l (OMS, 1993; WHO, 2008).GUERGAZI et
ACHOUR (2005), ont observé une forte concentration en chlorures dans des eaux
souterraines traitées, de réservoir et de réseau de distribution de la région de Biskra de 128
mg/l a 1391 mg/l. Cet élément provoque un golt désagréable dans les eaux de
consommation et les rendent corrosives vis-a-vis des conduites et des réservoirs
(GUERGAZI et ACHOUR, 2005; DIB, 2009). Elles sont aussi nocives pour les plantes.
Cet ¢élément provoque aussi 1’augmentation du chlore résiduel lors de la chloration d’une
eau chargée en matiére organique selon GUERGAZI et ACHOUR (2005). Les teneurs en
sulfates SO42 dont la norme est de 500 mg/lI (JORA, 2000) sont aussi en excés pour la
plupart des forages échantillonnés (figure 21A). La concentration en ions sulfates des
eaux naturelles, est trés variable, peut étre largement dépassée dans les zones contenant du
gypse ou lorsque le temps de contact avec la roche est élevé (RODIER et al., 2005; DIB,
2009). Une diminution de taux de chlorures a été notée presque dans tous les échantillons
relatifs aux nappes Albienne et Miopliocéne.

Cependant pour la nappe sénonienne une diminution de taux CI~ n’est remarquée que dans
I’échantillon FC2, pendant que nous enregistrons une augmentation importante dans

I’échantillon FPVVC2 a cause probablement de la composition de ce matériau (figure20B)
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Quand aux ions SO472 leurs taux diminuent dans tous les échantillons de sources différentes
(nappes et matériaux) du forage au foyer (figure21B).cette diminution semble étre due a leur
précipitation.

La présence de sulfate en quantité supérieure a 300 mg/l peut entrainer dans certaines
conditions l'altération des matériaux de construction (corrosion des réservoirs de stockage) et
accélérer la corrosion du fer (RODIER et al., 2005).
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Figure 20A: Variation de taux de chlorures entre les nappes
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Figure 21A: Variation de taux des sulfates entre les différentes nappes
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» Hydrogénocarbonates« HCOs™» et le Titre alcalin complet « TAC »

Selon les résultats obtenus (figures 22A et 23A) les taux des hydrogénocarbonates et le Titre
alcalin complet (TAC) sont variables d’une nappe a une autre. Les plus grandes valeurs sont
attribuées au forage de Elhdeb I, suivi par le forage de Bor-Elhaicha, puis le forage de Sidi
Khouiled.

L'évolution des hydrogénocarbonates est couplée a I'évolution de l'alcalinité, car ce sont les
bicarbonates qui donnent le caractere alcalin aux eaux domestiques de la cuvette de Ouargla.
L'origine des bicarbonates, est la dissolution des roches carbonatées et gypsiféeres (DIB,
2009).

La variation des taux de HCOz™ et de TAC entre forage est foyer est tres fluctuante. Ces taux
diminuent dans tous les échantillons issus de la nappe Sénonienne quel que soit la nature de
matériau utilisé ainsi que dans les échantillons EPVC3 et EPEHD3 relatifs a la nappe
Miopliocéne. Par contre une augmentation de ces taux est constatée dans les échantillons FC1
et FPVVC1 issus de la nappe Albienne. Pour les échantillons (FPEHD1, FC3) aucune variation
n’est enregistrée (figures 22B et 23B).

les éléments Ca®*, Mg?" et HCOs sont liés a la dissolution des carbonates (FEHDI et al.,
2009)
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Figure 22A: Variation de taux des hydrogénocarbonates entre les différentes nappes
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Figure 23A : Variation de titre alcalin complet entre les différentes nappes

| m——— .

200,00

150,00

100,00

TAC (mgll CaCo3)

50,00

0,00
Forage 1 FC1 FPVC1  FPEHD1 Forage2  FC2 FPYC2 FPEHD2 Forage3d  FC3 FPVC3  FPEHD3

Forage | Foyers

Figure 23B: Variation de titre alcalin complet entre forages et foyers
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» Minéralisation globale
Les résultats obtenus montrent que la minéralisation globale dans nos échantillons est variable
d’une nappe a une autre. Les plus grandes valeurs sont attribuées au forage de Sidi Khouiled,
suivi par le forage de Bor-Elhaicha, puis le forage de Elhdeb I (figure 24A).
Nous remarquons une diminution de cette minéralisation au niveau des foyers excepté pour
les deux échantillons FPVC1 et FPEHD2 ou elle reste constante (figure 24 B).
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Figure 24A: Variation de la minéralisation globale entre les différentes nappes
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La température a un effet sur la qualité des eaux, elle peut provoquer une évaporation et une
dissolution des sels et des gaz d'ou l'augmentation de la minéralisation, de la conductivité
électrique et du CO> pendant le stockage et la distribution (BOEGLIN, 2000). Elle accélére la
plupart des réactions physico-chimiques et biologiques dans le réseau. Elle influence la
croissance bactérienne et dissipe l'effet du désinfectant résiduel (CELERIER et FABY,
1998). En plus de la température, les paramétres hydrauliques du réseau, semble participer a
la variation de la minéralisation, la dégradation ou le maintien de la qualité physico-chimique
et hygiénique. La conservation de la qualité de I'eau, est facilitée par la réduction du temps de
séjour dans le réseau (CELERIER et FABY, 1998). Pour SQUINAZI (2004), il faut éviter la
stagnation et assurer une bonne circulation de I'eau, lutter contre I'entartrage et la corrosion,
par une conception et un entretien adapté a la qualité de I'eau. Certains volumes d'eau peuvent
stagner plus d'une dizaine de jours dans des zones du réseau ou I’écoulement est faible ou
bien la demande en eau quasiment nulle (en périodes de vacances par exemple) (CELERIER
et FABY, 1998). Plusieurs facteurs participent a la dégradation de la qualité de I'eau dans les
réseaux intérieurs de distribution ; eaux stagnantes ou vitesse de circulation insuffisante, bras
morts ou boucles, température entre 25°C et 50°C, dépOts et concentrations de tartre,
vieillissement des installations, entretien insuffisant... (SQUINAZI, 2004). Certaines études
rapportent que les problémes de stagnation favorisent la corrosion et les dép6ts apparaissent
des que la vitesse de l'eau, est inférieure a 0.01 m/s et disparaissent au-dela de 0.1 m/s. Lors
de la conception de réseaux, le diametre de canalisation, est calculé a partir des débits de

pointes horaires. 1l est conseillé des valeurs guides d'écoulement entre 0,5 et 1,5 m/s.

111.1.2. Qualité microbiologique

L’eau est la source courante potentiellement la plus importante de maladies infectieuses, et sa
purification est I’unique mesure permettant d’assurer la santé publique. Les méthodes les plus
fréquemment employées pour déterminer la qualit¢ de 1’eau dépendent de techniques
microbiologiques normalisées. Comment assurer, en routine, que [’eau potable est sans
danger ? Méme 1’eau d’apparence limpide et propre peut étre contaminée par les
microorganismes pathogeénes et se poser de sérieux risques pour la santé. Malheureusement, il
est impossible de passer au crible d’eau pour détecter tous les organismes pathogenes
susceptibles d’étre présents, et d’ailleurs quelques microorganismes non pathogénes sont en
géneéral tolérables, et méme inévitables, dans un circuit de distribution. Il est cependant
possible d’analyser 1’eau distribuée pour y rechercher la présence de certains groupes de

microorganismes pouvant compter des pathogenes. (MADIGAN et al, 2007).
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L’analyse bactériologique de ces eaux a révélé I’absence de germes pathogénes. On note
I’absence totale de coliformes fécaux (représentés par 1’espéce indicatrice E.coli), ainsi que
I’absence d’anaérobies sulfito-réducteurs (ASR) et de selmonelles et de vibrio, dans
I’ensemble des échantillons prélevés, d’origines différentes, destinées a la consommation
humaine. L’eau potable est le produit alimentaire faisant 1’objet de la surveillance la plus
fréquente et la plus compléte. D’une fagon idéale, 1’eau potable ne doit contenir aucun
microorganisme pathogéne et doit étre exempte de toutes bactéries indiquant une pollution par
excrément. (FIGARELLA et LEYRAL, 2002).

L'absence des indicateurs de contamination, dans les eaux distribuées dans la cuvette de
Ouargla implique I'absence des germes pathogénes. Certes, pour LADJEL (2009), quand il n'y
est pas de protection, I'eau naturelle est sujette a la pollution. Elle peut étre porteuse d'une
masse importante de contamination fécale d’origine de rejets domestiques. Cette
contamination est caractérisee par une charge microbienne importante.

D'apres VAN DER KOOIJ (2003), lI'absence des indicateurs de pollution ne garantit pas
toujours la bonne qualité hygiénique. La méthode de recherche d’indicateurs, présente des
limites, ce qui nécessite l'utilisation et le développement des méthodes de biologie
moléculaire pour créer des méthodes spécifiques et rapides a la détection d'une large variété
de bactéries, virus, et parasites (séquencage).

Au niveau des examens bactériologiques, il faut noter que la présence de microorganisme
d'origine et d'appartenance taxonomique trés variées n'entraine pas obligatoirement la
manifestation clinique de maladies redoutées. Comme pour les substances chimiques,
intervient la notion de dose. De nombreuses expériences ont montré qu'il faut en général
absorber un grand nombre de microorganismes pour que la maladie se manifeste, mais il n'a
pas été possible d'établir une dose minimale infectante précise (RODIER et al., 2005). Il est
admissible qu'il y a une pollution non spécifiee dans le réseau. Car I'eau sortant des forages en
bonne qualité bactériologique d'ou I'absence de genres (bactérie) de contamination, peut étre
interprétée soit comme une multiplication interne de bactéries existant a l'entrée du réseau,
soit comme une intrusion de I'extérieur dans celles-ci, au niveau des réservoirs ou des
canalisations. Les bactéries mésophiles par augmentation de leur nombre, peuvent étre
indicatrices de pollution (ROBERT, 1999). Le développement d'un biofilm sur la paroi des
canalisations est un phénomene inévitable. DJELLOULI et TALEB (2005), notent que
I’entartrage des conduites d’eau, est la cause de la qualité d'eau dure, comme les eaux
distribuées dans la cuvette de Ouargla. 1l est un support favorable a la réception et a la

prolifération des micro-organismes pathogenes. Ces derniers peuvent étre la cause de
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maladies d'origine hydrique pouvant conduire & des épidémies telles que le choléra, la fievre
typhoide, et la dysenterie pouvant entrainer la mort. En milieu entartrant, I'action des
désinfectants peut étre inefficace, car les microorganismes peuvent étre protégés par les
dépdts présents (RICHARD, 1996; DJELLOULI et TALEB, 2005). La trés grande majorité
des germes aérobies mésophiles totaux qui a été retrouve dans 1’eau potable par LEVALLOIS
(2003), sont non pathogénes. Cependant, certaines especes peuvent étre des pathogénes
opportunistes. C’est-a-dire qu’elles peuvent causer des infections chez des individus dont le
systéeme immunitaire, est affaibli. Les études épidémiologiques qui ont tenté de démontrer un
lien entre les concentrations en bactéries aérobies mésophiles totaux dans I’eau de
consommation et les effets sur la santé, n’ont pas permis d’obtenir des conclusions probantes.
Certains auteurs ont émis des inquiétudes en rapport le risque pour la santé publique associé a
la présence éventuelle dans I’eau potable, de bactéries potentiellement pathogenes. Il est a
citer a titre d’exemple Pseudomonas aeruginosa qui cause d’importantes infections
nosocomiales (LEVALLOIS, 2003) et produit certains go(ts de sulfure (OIEAU, 1999a et b).
Aeromonas sp., un genre susceptible de causer de la diarrhée, ou encore Legionella
pneumophila est responsable de la légionellose et de la fiévre de Pontiac. A la lumiére de la
littérature actuelle, il semble que le risque en lien direct avec 1’exposition aux germes aérobies
mésophiles dans 1’eau potable, que ce soit par ingestion ou par inhalation, est probablement
faible ou inexistant pour les personnes en bonne santé. Par ailleurs, le risque est potentiel,
mais non démontré, pour les personnes immunodéprimées, ainsi que pour les trés jeunes
enfants et les personnes agées (LEVALLOIS, 2003).

Il est admis que I'écoulement de I'eau limite la croissance bactérienne par un effet d'arrachage
du biofilm. Ainsi, la qualité microbiologique de I'eau peut se dégrader avec une augmentation
de la vitesse d'écoulement, surtout lorsque celle-ci est brusque. Une demande élevée de l'eau
en été (arrosage, piscines, etc.) peut aussi entrainer une dégradation de la qualité de I'eau pour
la méme raison (CELERIER et FABY, 1998).La stagnation de I'eau dans les réservoirs du
réseau de distribution, peut entrainer une augmentation spectaculaire de bactéries totales,
pouvant aller de 10 a 10000 fois le chiffre initial. Ce phénomene se produit, en particulier,
lorsque le résiduel de chlore libre disparait de I'eau stockée (HASLAY et LECLERC, 1993;
FIGARELLA et LEYRAL, 2002).

Selon MAUL et al. (1989) et GAUTHIER (2002), a coté des germes hétérotrophes banaux
isolés du genre Pseudomonas, Aeromonas, Flavobacterium ..., des coliformes potentiellement
pathogenes comme les Legionella, des bactéries de la corrosion comme des Ferrobacteries,

sont aussi mises en évidence. Les interventions sur le réseau, peuvent contribuer aussi a la
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contamination plus ou moins importante du systeme de distribution (MAUL et al.,1989). Les
paramétres controlant la prolifération bactérienne des réseaux, sont nombreux et la
température apparait comme I'un des parameétres clés, pour I'explication d'une prolifération
estivale des bactéries du reseau (MAUL et al., 1989). Toutefois, c'est la matiere organique
biodégradable qui a fait l'objet de la plupart des recherches récentes, car la croissance des
bactéries hétérotrophes ne peut avoir lieu qu’en présence de matiéres organiques (VAN DER
KOOI, 1982; MAUL et al., 1989). La croissance des bactéries a partir de concentrations de
matiéres organiques aussi faibles que le milligramme par litre, est tout a fait possible, et a été
démontrée pour de trés nombreux microorganismes comme Escherichia coli, Legionnella
pneumophila, etc. (MAUL et al., 1989).

De méme le maintien d'un résiduel de chlore dans un réseau de distribution, est souvent
souhaité pour limiter la prolifération bactérienne de bactéries hétérotrophes et pour limiter les
risques de post contamination dus & des accidents de distribution (MAUL et al., 1989).
MAUL et al. (1989), signalent une relation négative entre la concentration en chlore résiduel
et le nombre de bactéries capables de se multiplier sur gelose. Selon DESJARDIN (1990),
SINGLETON (2005) et ELLIOUA (2010). Les bactéries fixées a la paroi des tuyaux de
distribution, apparaissent trés protégées de I'action du chlore. A des doses de chlore égales, les
bactéries en suspension dans I'eau, sont plus sensibles que les bactéries de biofilm (MAUL et
al., 1989).

Le taux de désinfectant nécessaire pour le contréle de I'activité microbienne, peut dépendre de
I'instabilité biologique microbienne. De méme les conditions locales (composition de I'eau, le
volume du réseau de distribution, la température de I'eau), ont aussi une grande influence. La
température de I'eau, suivie d'autres variations et le temps de séjour, a un impact sur l'activité
microbienne. Elle augmente a 100% quand la température augmente de 10°C. Des études
réalisées sur des réseaux de distribution d’eau potable d’assez grande étendue, ont permis
I’observation de variations de la qualité microbiologique des eaux transportées le long

du systeme de distribution (MATHIEU et al., 1998; SERVAIS et al., 1995). Ces variations
sont dues a I’augmentation du temps de séjour de l'eau dans le réseau qui s’accompagne de

celle de la densité bactérienne (sauf quand présence de postes de rechloration sur le réseau).

111.2. Diversité des bactéries cultivables dans les biofilms étudiés

111.2.1. Isolement de souches bactériennes des biofilms :
Le tableau 6 regroupe toutes les souches que nous avons pu isoler des biofilms contenus

dans les différents réseaux de distributions échantillonnés.



CHAPITRE 11l Résultats et discussion

Tableau 6 : Souches bactériennes isolées des biofilms

Echantillon Milieux de culture
TS R2A Drygalski

N° de colonie
SC6M
SPV6M
SPE6M S S
SCi12M
SPV12M
SPE12M
SC20A S S
SPV20A S2:S3;S4 S2N ;S
SPE20A Ss: Se; S7: Ss Ss™; Se™
MC6M S S
MPV6M N
MPE6M
MC12M
MPV12M So; S10; Su1 So™; Sio®
MPE12M Si2; S13; S S12 ;5 Sigd
MC20A S S
MPV20A Sis; S16; S17 Sis™ ;5 Si6®
MPE20A Sis; S19; S20: Sa1; Sz Sig" ; S19®
AC6M
APV6M
APE6M S S
ACIl12M
APV12M Sz Sa3>
APE12M
AC20A S S
APV20A So4; S25; S26; S27; Sas S2a™ ; Sa5™ 5 So6™
APE20A S29; S30; S31; S32; Ss3 S29™ ; Sz

s=aucune souche n’a poussé dans ce milieu
EX.S et S 1™ des souches identifiées par deux milieux différents mais qui ont les mémes caractéristiques
morphologiques
Un réseau de distribution n'est malheureusement pas un simple outil de transport de I'eau
potable (CELERIER et FABY, 1998; GAUTHIER, 2002). Il se comporte comme un réacteur
biologique dans lequel toutes les conditions sont réunies (LEVI, 1995; SIBILLE, 1998). Dans
le réseau, se forme également un biofilm, le probléme majeur avec cette forme de vie, est
gu’elle confére une résistance importante a différents stress: UV, toxicit¢ de métaux,
dessiccation, déplétion en nutriments et surtout aux antibiotiqgues (COSTERTON et al.,
1999Db). Le biofilm constitue une source inépuisable de bactéries qui peuvent étre relarguées
périodiqguement dans le réseau, ce qui explique que la concentration en microorganismes

puisse étre plus élevée quau départ de la station de traitement (MAUL et al., 1989;
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FIGARELLA et LEYRAL, 2002).La numération des microorganismes revivifiables a
I'intérieur des nids microbiens, peut atteindre 108 a 1010 UFC/ml. Lors d’une turbulence dans
le réseau, la remise en suspension des nids microbiens peut entrainer une augmentation du
nombre de microorganismes revivifiables dans I'eau distribuée (FIGARLLA et LEYRAL,
2002). Le biofilm peut provoquer une contamination plus générale du réseau du fait de sa
mise en suspension, et ceci jusqu'au robinet de l'usager. La mise en suspension est peut étre la
conséquence de comportement hydraulique du réseau par les phénomeénes de coupure et de
retour d'eau qui peut arracher le biofilm (CELERIER et FABY, 1998).

Dans une population de bactéries, se retrouvent des bactéeries blessées ou dormantes apres un
traitement de potabilisation, qui sont toujours vivantes mais incapables de se développer sur

les milieux de culture habituellement utilisés (MAUL et al., 1989).

111.2.2. Pré identification des souches bactériennes isolées :

D'aprés les résultats présentés dans le tableau 7, 51 souches ont été isolées. La majorité sont
des bactéries Gram+ (46 sur 51), oxydases négatives (46 sur 51) et catalases positives (32 sur
51).
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Tableau 7. Pré identification des souches bactériennes isolées
Colonies Caractéristiques macroscopiques Coloration Test biochimiques
de Gram
Oxydase Catalase
S1; Sz6 ;5 Sa6® Petites colonies non pigmentées, cocci,
groupés par deux ou en chainettes, G+ - -
immobiles.
S2;S2%; Ss; S5 So; Sod; | Bacilles trapus, mobiles, en courtes
S12; S12%; Si5; S15™; S1s; | chaines, colonies grisatres, larges,
S18™; S23;S23™; Sa4; S2s™; | arrondies,  aplaties, &  contours G+ - +
Sag; Sa9®. irréguliers.
S3; S3Y; Se; Se™; Siwo; Cocci, sphériques ou ovoides, groupés
S10Y; S13; S13%; Si6; S16™ ; | par deux ou en courte chainette de
Si9 ; S19™ ; S25; Sa5™ ; Sso; quatre a six éléments. colonies opaques, G+ - -
Sao® blanchétres, immobiles.
Sa; S7; Sur Cellules sphériques, en paires et en
groupes de trois cellules, G+ - +
occasionnellement en tétrades. Colonies
de couleur jaune-orange
Ss Cocci, colonies de couleur orange,
groupés par deux ou en courte chainette G+ - +
de quatre.
Su Batonnets, colonie circulaire, convexe G+ + +
de couleur jaune pale.
Sua Colonies rondes de taille moyenne et de
couleur orange brillant. G+ + +
S20 Colonies circulaires, lisses, translucides,
bacilles court, réguliers, associés en
diplobacilles et quelquefois en courtes G+ - +
chaines.
S21; Sa3 Grandes colonies isolées, bombées a
contour irrégulier, & aspect métallique. G- + +
S22 Bacilles mobiles, colonies arrondies, G- - +
lisses, a bords réguliers.
Sa7 Bacilles, des colonies muqueuses
groupées en paires, de couleur blanche G- - +
ou crémeuse.
Sas Coccobacilles, groupées en paires mais
aussi en chaines de longueur variable, G- - +
colonies opaques, de couleur blanche.
Sa1 Forme sphérique, se présentent soit en
amas ou isolées, les colonies paraissent G+ - +
jaunes ou blanches, opaques et lisses.
Sa2 Batonnets, mobiles avec une
morphologie coccoide ou sphérique. G+ + +

Ex. Sset Ss* des souches identifiées par deux milieux différents mais qui ont les mémes caractéristiques

morphologiques

Les résultats obtenus par 1’utilisation des API tests n’étaient pas concluants .De ce fait nous

avons opté pour une méthode d’identification plus performante.
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111.2.3. Identification des souches bactériennes cultivables par la technologie MALDI-
TOF et séquencage de ’ADNr 16S

Les résultats de 1’identification bactérienne grace au MALDI-TOF et au séquencage ADNr
16S démontrent la présence d’une grande variété microbienne (Tableau 8). Une majorité de
bactéries Gram+ a été observée (28 sur les 33 souches isolées). Parmi les bactéries isolées,
Bacillus cereus et Enterococcus durans, sont présentes dans la majorité des biofilms
échantillonnés. Nos résultats démontrent 1’absence de bactéries sur tous les échantillons agés
de six mois et issus des trois différentes nappes. Aucune bactérie cultivable, isolée a partir des
matériaux en cuivre et issus des deux nappes Miopliocéne et Albienne, n’a pu étre retrouvée.
Seule Streptococcus oralis a été identifiée sur 1’échantillon de biofilm issu de la nappe
Sénonienne age de 20 ans.

A partir de la source Miopliocéne, les échantillons en PVC et en PEHD &gés de 12 mois sont
les seuls a avoir révélé la présence d’un développement bactérien. Les matériaux agés de plus
de 20 ans en PVC et PEHD, issus des trois nappes, sont ceux qui présentent le plus de
diversité bactérienne. Des agents pathogénes tels que Listeria monocytogenes et Escherichia

coli ont méme été retrouvés au niveau de ces échantillons.
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Tableau 8. Identification des souches bactériennes isolées par la technologie MALDI-TOF

Les nappes Echantillons Les Identification des souches du biofilms | GRAM
souches
SC6M
SPV6M
SPE6M N S N
SC12M
SPV12M
SPE12M
. SC20A S1 Streptococcus oralis G+
Sénonienne - .
Sz, S Bacillus cereus
SPV20A S3; S3 Enterococcus durans
Sa Planococcus sp*
Ss; Sy Bacillus cereus G+
SPE20A Se; Se® Enterococcus durans
Sy Planococcus sp*
Sg Planococcus maitriensis*
MC6M
MPV6M o s s
MPE6M
MC12M
So; So® Bacillus cereus
MPV12M S0 ; S1o® Entero_cocgus durans
S11 Terribacillus sp* Gt
S12; St Bacillus cereus
MPE12M Siz; S13® Enterococcu_s_durang
Sua Planococcus rifietoensis*
MC20A N N N
Si5; Si5® Bacillus cereus
MPV20A Si6; S16® Enterococcus durins
Miopliocéne Si7 Plan_ococcus sp Gt
Sis; Sig® Bacillus cereus
S19; S1o® Enterococcus durans
S0 Listeria monocytogenes
MPE20A Sn Pseudomonas koreensis
—= - G-
S22 Escherichia coli
AC6M
[N 1Y
APV6M Q
APE6M
AC12M
APV12M S23:S23° Bacillus cereus G+
APE12M N
AC20A S S
Albienne Soa; Sag® Bacillus cereus
Sos ; Sas® Enterococcus durans G+
APV20A Sz ; So6™ Str_eptococcus orali_s_
Sor Acinetobacter lwoffii G-
Sz Acinetobacter sp*
Sog; Sao® Bacillus cereus
Sao; Sz Enterococcus durans G+
APE20A Sa1 Zhiengliuella alba*
Sa2 Psychrobacillus psychrodurans
Ss3 Pseudomonas koreensis G-

* souches identifiées a 1’aide de ’ADNr16S
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I11.3.Caractérisation des biofilms microbiens

111.3.1. Etude de la capacité des bactéries a former des biofilms en conditions statiques
(Biofilms simples)

Dans le but d’identifier les bactéries capables de former des biofilms, toute la collection
bactérienne, composée de 33 souches, a été criblée grace a une méthode colorimétrique rapide
en microplaque 96 puits. Les résultats illustrés dans la figure 25 démontrent que dans ces
conditions expérimentales, toutes les souches isolées sont capables de former des biofilms
simples (densité optique >0,5 considérée comme une référence de potentiel a former un
biofilm). Ce criblage a révélé que cette capacité était trés variable selon la nappe, la souche,

son origine ainsi que 1’dge du biofilm.

A Biofilms simples B Biofilms simples C Biofilms su_nples
Nappe Sénonienne Nappe Miopliocéne Nappe Albienne
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Figure 25. Criblage de la capacité des bactéries isolées a former des biofilms simples en
conditions statiques. A : bactéries isolées de la nappe Sénonienne, B : bactéries isolées de la
nappe Miopliocene, C : bactéries isolées de la nappe Albienne.

En effet, pour la nappe Sénonienne sept souches ont montré une capacité a former un biofilm.
La capacité des deux souches Enterococcus durans et Planococcus sp, issues de 1’échantillon

SPV20A est supérieure a celle de ces mémes souches issues de I’échantillon SPE20A.
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Quant a la nappe Miopliocéne, 14 souches sont capables de développer un biofilm. La plus
grande capacité est attribuée aux souches Bacillus cereus et Planococcus sp., isolées de
I’échantillon MPV20A. Notons que la souche Bacillus cereus isolée du PVC a démontré une
meilleure capacité a former un biofilm que celle isolée de PEHD et cela quel que soit 1’age.
Par ailleurs, la souche Enterococcus durans isolée de I’échantillon MPE20A est celle qui a
démontré, dans ces conditions, une meilleure capacité a développer un biofilm comparé a
cette méme espéce issue des autres échantillons.

Enfin pour la nappe albienne, parmi les dix souches détectées, Pseudomonas koreensis issue

de I’échantillon APE20A est celle qui forme le meilleur biofilm.

111.3.2.Criblage et étude par microscopie confocale de la capacité des bactéries a former
des biofilms mixtes

Afin de mimer les conditions originelles retrouvées dans les conduits de circulation d’eau,
nous avons cultivé en biofilms mixtes les bactéries isolées d’'un méme microenvironnement.
Les résultats de la quantification au cristal violet sont illustrés dans la figure 26. En 24 h

d’incubation, des biofilms épais ont pu étre observés avec des quantifications de DO entre 0,5
et 2.

Biofilms mixtes Biofilms mixtes Biofilms mixtes
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Figure 26. Criblage de la capacité des bactéries isolées a former des biofilms mixtes en
conditions statiques. A : bactéries isolées de la nappe Sénonienne, B : bacteries isolées de la

nappe Miopliocene, C : bactéries isolées de la nappe Albienne.

Dans nos conditions expérimentales, toutes les bactéries issues des echantillons de PEHD ont

montré une meilleure capacité a former des biofilms, notamment 1’échantillon de la nappe
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albienne APE20A. Pour les bactéries isolées des échantillons de PVC, nous avons noté que
les échantillons &gés plus de 20 ans (SPV20A, MPV20A et APV20A) ont formé efficacement

des biofilms. Cependant, pour 1’échantillon MPV 12, aucun biofilm n’a été formé.

La méthode de criblage colorimétrique ne fournit aucune information structurelle sur les

biofilms étudiés. Pour obtenir ces informations, ces derniers ont été étudiés par microscopie

confocale et quantifiés grace au logiciel Image Pro.

Selon les résultats illustrés dans la figure 27, toutes les souches isolées ont formé des biofilms

in vitro. Toutefois, cette capacité (i.e. épaisseur et biovolume) varie en fonction des souches

qui le constituent et qui proviennent de sources différentes (nappes et matériaux).

Nappe Sénonienne

Nappe Miopliocene

Nappe Albienne

Fchantillons Souches isolees Image 3D Biovolumes (um® /um?) Epaisseurs (um)

Planococcus sp
PVC 20 ans Bacillus cereus

52103 12,12
Enterococcus durans

Planococcus sp

PEHD 20 ans Planococcus maitriensis  Enteracoccus durans
Bacillus cereus

Bacillus cereus
PVC 12 mois  Terribacillus sp
Enferococcus durans

Planococcus rifletoensis

PEHD 12 mois Bacillus cereus
Enterococcus durans

829,97 2149

Planococcus sp

PVC 20 ang Bacillus cereus

1154.13 29 17
Enferococcus ﬂ?u?‘aﬂf ’

Listeria monocytogenes i )
Pseudomonas koreensis

Bacill
PEHD 20 ans R Escherichia coli

136787 3145
Enterococcus durans

Enterococcus durans Acinetobacter hwoffii

PVC 20 ans Bacillus cereus Acinetobacter sp
Streptococcus oralis

1010,83 26,67

Psyehrobacillus psychrodurans

PEHD 20 ans  Zhienglivella alba Bactllus cereus
Bbchteis i Pseudomonas koreensis

1480,35 33,87

Figure 27. Représentations 3D et quantifications des biofilms mixtes des isolats bactériens.

Les souches isolées des échantillons de PEHD (APE20A, MPE20A, MPE12M et SPE20A)

ont formé des biofilms trés épais. Les plus grandes valeurs de 1’épaisseur (33,87 um) et de
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biovolume (1 480,35 pm3-um™2) sont enregistrées pour I’échantillon APE20A constitué de
cing souches: Enterococcus durans, Bacillus cereus, Psychrobacillus psychrodurans,
Zhiengliuella alba et Pseudomonas koreensis.

Pour les deux nappes, Miopliocéne et Albienne, les souches isolées des biofilms des
échantillons du PVC &gés de 20 ans, ont forme des biofilms épais (29,37 et 26,67 um). Les
biofilms de la nappe Miopliocéne, agés de 12 mois (MPV12M) et de la nappe Sénonienne
agés plus de 20 ans (SPV20A), sont d’une épaisseur moyenne (9,21 et 12,12 um).

Bien que I’eau en circulation dans la région d’Ouargla présente des propriétés
physicochimiques dépassant les normes, elle est tout de méme considérée comme propre a la
consommation, car ses caractéristiques microbiologiques sont conformes aux normes
algériennes. Notre étude s’est focalisée principalement sur 1’é¢tude de la colonisation
bactérienne au niveau des parois internes des conduits de distribution d’eau potable. Ces
dernieres peuvent étre composées de cuivre, de PVC ou de PEHD et sont reliees a différentes
nappes (Albienne, Sénonienne et Miopliocéne). Les communautés bactériennes des biofilms
dans les canalisations d’eaux potables sont trés peu étudiées. Il y a eu de nombreux rapports
précédents sur les biofilms et les diversités bactériennes dans les modeles pilotes (LEE et al.,
2005; TENG et al., 2008; KRISHNA et al., 2013; GOMEZ-ALVAREZ et al., 2014; WANG
et al., 2014). Environ 95 % des bactéries dans le systéme d'eau potable sont situées sur les
surfaces alors que seulement 5 % se trouvent dans 1’eau en circulation (FLEMMING et al.,
2002).

Les observations effectuées sur les différents biofilms nous ont indiqué qu’a court terme
(observations a six mois) les conduites en cuivre, en PVC et en PEHD reliées aux trois nappes
n’ont pas montré la présence de bactéries cultivables. La présence des biofilms bactériens a
été détectée au niveau des conduites en fonctionnement depuis 12 mois et plus (moyen et long
terme) et cela malgré les différences de température, de débit d’écoulement, de source de
forage et de traitement de désinfection. La nappe Mioplioceéne présente un débit d’écoulement
faible et une température de 25 °C, cela peut expliquer la formation du biofilm sur les
échantillons de 12 mois et pas sur les autres. En effet, la température de 1’eau, sa composition
physicochimique et le régime hydraulique du systéme et ses variations (temps de séjour de
I’eau, absence de variation du débit) sont susceptibles de favoriser la formation des biofilms
et de modifier la composition de son microbiome (LE 2008; PAN et al., 2017). LEHTOLA et
al. (2004) ont étudié¢ I’influence de la vitesse d’écoulement sur les biofilms. Les auteurs
montrent que I’accélération de la vitesse d’écoulement augmente la croissance des biofilms

aussi bien dans les tubes en cuivre qu’en matériau plastique. Cela entraine une augmentation
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du nombre de bactéries du fait du détachement des sédiments des canalisations. Par ailleurs,
plusieurs études ont montré que la stagnation ou les faibles vitesses d’écoulement favorisent
la corrosion et les dépots de biofilms (TRICARD et BUFFAUT, 1995). Toutefois, pour un
biofilm formé, un écoulement turbulent est également bénéfique en favorisant le transport des
éléments nutritifs et des microorganismes (CHARACKLIS, 1984). Ceci permet le
renouvellement du milieu et I’amélioration de la stabilit¢ du biofilm (CARPENTIER et
CERF, 1993). Dong, il faut plus de temps pour qu’un biofilm se forme, mais une fois sur
place, ce mode de vie va protéger les bactéries de ces conditions stressantes.

Parmi les trois matériaux étudiés, le cuivre ne semble pas favoriser la formation de biofilms.
En effet, et d’aprés nos résultats, une seule bactérie (Streptococcus oralis) a €té retrouvée sur
SC20A. Ces résultats sont en accord avec I’étude de LE (2008) qui a démontré dans un
systtme expérimental a petite échelle, 1’existence d’une corrélation entre I'utilisation du
matériau en cuivre et le ralentissement de la cinétique de formation des biofilms. La réduction
de la production de produits extracellulaires de la matrice est la principale cause induisant
cette inhibition. En effet, le cuivre induit directement ou indirectement des changements
structuraux et physiologiques dans la communauté bactérienne des biofilms (BARRANGUET
et al., 2003; MASSIEUX et al., 2004; BOIVIN et al., 2005). L’effet antibactérien, et de fagon
plus générale, 1’effet biocide du cuivre est connu et exploité depuis plusieurs décennies. Il est
attribué aux ions cuivriques Cu (1) formés par oxydation du cuivre métallique (SPEAR et
PIERCE, 1980). Cependant, ce matériau présente certains inconvénients comme une
mauvaise résistance aux traitements chlorés et une sensibilit¢ a I’érosion qui génere des
surfaces propices a I’entartage. Selon SQUINAZI (2013), l'adsorption des bactéries a la
surface s'effectue le plus souvent au niveau des dép6ts minéraux et organiques ou a la surface
de tubercules de corrosion. LEHTOLA et al. (2004) et LE (2008) ont étudié la formation des
biofilms sur la surface interne des canalisations en cuivre et en PEHD dans différentes parties
du réseau de distribution pilote. Les résultats montrent que la formation de biofilm sur le
cuivre requiert plus de temps que sur du plastique. Le polyéthylene PEHD est considéré
comme un matériau chimiquement et biologiquement inerte. De nombreuses études montrent
que I'oxydation du PEHD a forte température génere des composés carbonylés favorisant
ainsi sa colonisation par des microorganismes (ALBERTSSON et al., 1995; CHIELLINI et
al., 2007). L’utilisation de ces polyméres comme source de carbone par les microorganismes
est facilitée par la formation d’un biofilm (HADAD et al., 2005). Initialement, la nature
hydrophobe du PEHD ne permet pas la fixation des microorganismes a sa surface. Aprés un

vieillissement oxydatif, le caractéere hydrophile de la surface du PEHD augmente favorisant
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ainsi la formation de biofilm (PONS et al., 2012). Nos résultats sont en accord avec les
données de cette étude. En effet, un plus grand nombre de bactéries cultivables a été retrouvé
sur les matériaux PEHD agés de 20 ans reliant les trois nappes. Aucune bactérie n’a été
retrouvée sur le SPE12M et APE12M. Le troisieme matériau étudié est le PVC. Dans cette
étude, une grande diversité bactérienne a été retrouvée sur ce matériau 4gé de 12 mois et plus
pour la nappe Miopliocéne et principalement & 20 ans et plus pour les nappes Albienne et
Sénonienne. Selon CHOWDHURY (2012) et LIN et al. (2013), les tuyauteries ayant des
surfaces rugueuses comme le PVC ont tendance a favoriser la formation de biofilm. I
présente une meilleure résistance chimique, notamment au chlore (EL OMARI, 2018).

Les systemes de distribution d'eau potable sont des environnements extrémes avec des
conditions oligotrophes ou les désinfectants résiduels sont couramment entretenus. Malgré
cela, les microorganismes sont capables de survivre et s’attacher aux surfaces internes des
tuyaux formant des biofilms qui peuvent altérer la qualité de I’eau. Cependant, I’effet de la
désinfection sur la communauté microbienne de 1’cau potable reste mal compris (SIMOES et
al., 2007; Ml et al., 2015). Dans cette étude, nous avons identifié un nombre total de 33
souches bactériennes cultivables, majoritairement a Gram positif. Contrairement a nos
résultats, FRANK (2001) a montré qu’au niveau des biofilms présents sur les canalisations
d’eau potable, les bactéries a Gram négatif semblent prédominer. Des études ont montré que
les propriétés de surface des cellules microbiennes varient en fonction des conditions
environnementales dans lesquelles elles se trouvent (VAN OSS et al., 1986; BELLON-
FONTAINE et al., 1990; BOS et al., 1999; GALLARDO-MORENQO et al., 2002; HAMADI
et al., 2004; BAYOUDNH et al.,2006). L'origine de ces microorganismes est souvent inconnue.
Elles peuvent a la fois étre d’origine interne (microorganismes qui ont pu échapper au
traitement de désinfection) ou d’origine externe (par retour d’eau lors de travaux et
intervention sur le réseau, a travers des fissurations dues au vieillissement des conduites, a
travers des orifices mal protégés) (BOUTALEB, 2007).

Afin d’¢étudier les biofilms en conditions expérimentales, nous avons criblé en microplaque la
capacité des bactéries isolées a former des biofilms simples et mixtes. Les résultats
démontrent que toutes les bactéries isolées, indépendamment de leurs origines, sont capables
de former des biofilms simples. En effet, dans les systémes de distribution d'eau potable, les
biofilms sont le mode de vie prédominant de la croissance microbienne, en leur conférant de
nombreux avantages : coopération dans certains systémes cataboliques, acquisition
d’avantages évolutifs, synergies entre microorganismes, expressions phénotypiques de

facteurs de résistance lors de situations de stress (COSTERTON, 1999a, COSTERTON et al.,
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1999b; TOMLIN et al., 2005; CLUTTERBUCK et al., 2007; JOUENNE, 2008; GOLLER et
ROMEOQO, 2008; PAN et al., 2009; LIU et al., 2016). Afin d’étudier le biofilm mixte des
bactéries cultivables isolées du méme environnement, nous avons visualisé et quantifié in
vitro ces structures. Nos expéerimentations ont démontré qu’en I’espace de 48 h, un biofilm est
formé. Ceci démontre 1’existence d’une interaction bactérienne. La communication entre les
différentes especes de microorganismes est favorisée par des systémes complexes comme le
quorum sensing (QS). Ces modes de communication contrélent, en partie, la formation des
biofilms (BJARNSHOLT et al., 2005; FAZLI et al., 2014). En effet, il a été démontré que les
systemes QS régulent et synchronisent des activités telles que la production
d’exopolysaccharides et les matériaux cellulaires (ADN, lipides, protéines) qui fagconnent la
structure matrice extracellulaire et contrélent ses propriétés physicochimiques (PARSEK et
GREENBERG, 2005; DICKSCHAT, 2010; WEI et MA, 2013).

Bien que les rapports actuels indiquent I’absence de microbes dans 1’eau potable en
circulation, la présence de biofilms bactériens sur les parois internes, représente, sur le long
terme, un risque de contamination entrainant un risque potentiel pour la santé humaine (LI1U
et al., 2016; ABBERTON et al., 2016). Plusieurs études ont montré que, comparés aux
organismes planctoniques, les agents pathogénes opportunistes fécaux en biofilm peuvent
survivre plus longtemps et avoir une plus grande résistance au chlore. Les microorganismes
restent encapsulés dans ce biofilm. Ainsi, aux concentrations habituelles de 0,1 a 0,4 mg-L™,
pres de 80 % des bactéries restent actives (BUSWELL et al., 1998; PERCIVAI et WALKER,
1999; LUNEAU, 2014).

Bacillus cereus et Enterococcus durans sont les pathogenes les plus fréqguemment retrouvés
au niveau de notre collection bactérienne. La présence d’Escherichia coli et Enterococcus
durans est un indicateur de contamination fécale (CABELLI et al., 1982; JUHNA et al.,
2007). NIEUWENHUIJSEN et al. (2000) ont démontré 1’inefficacité des traitements chlorés
classiques contre Bacillus cereus. Cette résistance peut s’expliquer par leur capacité a former
des spores (MISTY-MARTIN et al., 2017; HUSSAIN et al., 2018). Les résultats de notre
étude indiquent aussi la présence de Listeria monocytogenes qui est un agent pathogéne
d'origine alimentaire qui provoque la listériose (FARBER et PETERKIN, 1991; GANDHI et
CHIKINDAS, 2007). VARMA et LYER (1993) ont démontré que cet agent pathogene peut

survivre plusieurs jours dans I’eau.
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Conclusion et perspectives

Cette ¢tude vise a améliorer les connaissances sur I’influence de la source des forages et la
nature des canalisations en (Cuivre, PVC et PEHD), sur le changement de la qualité d’eau
potable distribuée ainsi que sur le développement des biofilms bactériens.

D’apres les résultats bactériologiques, on note I’absence totale de coliformes fécaux
(représentés par 1’espece indicatrice E. coli), ainsi que [’absence d’anaérobies
sulfitoréducteurs (ASR) et de salmonelles, dans I’ensemble des échantillons prélevés,
d’origines différentes, destinées a la consommation humaine. Les résultats écartent une
contamination bactériologique de ces eaux.

- Les eaux souterraines et les eaux de foyer de la région de Ouargla sont bactériologiquement
potables.

-Le test de chloration appui ces données, car I’ecau de forage et de foyer ressortent avec un
taux de Chlore qui témoigne d’un traitement de désinfection appliquée a une eau de
distribution.

-Par ailleurs, la majorité des paramétres physicochimiques dosés dépassent les normes
préconisées par I’OMS.

- La minéralisation de ces eaux varie de 2550 a 3825 mg/l, de ce fait, elles sont classées
comme eaux légerement saumatres.

- D’aprés leur dureté variant de 820 a 1540 mg/l (82 a 154 °F), ces eaux sont classées tres
dures.

- Les chlorures et les sulfates sont les anions les plus dominants et pour les cations, ce sont le
calcium et le sodium qui le sont.

- Les résultats analytiques montrent que la nappe albienne est relativement meilleure a cause
sa salinité et de sa dureté moins élevées. Les analyses physicochimiques des trois nappes
alimentant la cuvette de Ouargla en eaux potables ont révélé que la majorité des parametres
dosés depassent les normes préconisées par I’OMS. De ce fait elles sont classées comme eaux
trés dures et Iégérement saumatres.

Par ailleurs, I'absence des indicateurs de contamination, dans les eaux distribuées implique
I'absence des germes pathogenes, et écarte toute contamination bactériologique de ces eaux.
En se basant sur la diversité bactérienne, ce travail a indiqué que les matériaux des tuyaux
(Cuivre, PVC et PEHD) peuvent remarquablement influencer la communauté microbienne
développée a long terme. Le cuivre se positionne trés bien par rapport aux deux autres

matériaux étudiés en présentant & chaque fois une formation de biofilm et une présence
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bactérienne la plus faible. Par contre, une prolifération bactérienne assez importante a été
notée dans les biofilms les plus &gés isolés des canalisations a base de PVC et de PEHD de
toutes les nappes.

Ce travail a permis de mettre en évidence la présence de biofilms bactériens dans les
conduites de distribution d’eau potable et donc de I’inefficacité sur le long terme des
méthodes de désinfection. Ce constat concerne principalement les conduits en PVC et en
PEHD et cela pour les trois nappes étudiées. Les tuyaux en cuivre semblent défavoriser la
colonisation bactérienne, mais, celui-ci associé aux traitements chlorés, pose un probléme
d’usure rapide engendrant des colits de maintenance ¢élevés. Il est donc intéressant d’étudier
de nouvelles stratégies d’assainissement de 1’eau plus efficaces et moins agressives.

Les résultats de cette premiere étude ont révélé qu’a priori, les matériaux étudiés sont
quasiment tous potentiellement porteurs d’un développement bactérien, lequel est plus ou
moins développé selon la nature et I'dge des conduits, le débit et la qualité d’eau. Le cuivre se
caractérise par une formation de biofilm et une diversité bactérienne la plus faible. Pour cela,
nous pourrons suggérer d’opter pour les installations de conduites a base de cuivre, tout en
établissant un programme régulier de renouvellement, une fois ces conduits se fragilisent ou
se dégradent au cours du temps.

Cette synthése nous permet de suggérer les éléments globaux suivants :

-Une faible littérature publiée : Malgré I'intérét du sujet, il existe trés peu d'articles récents
présentant des résultats sur les effets des canalisations sur les proliférations bactériennes dans
les réseaux d'eau

-Les nuisances li¢es a la prolifération et a I’arrachage des biofilms dans les canalisations d'eau
potable sont toutefois souvent potentielles et leur ampleur réelle en réseau de distribution est
difficile a évaluer.

-Les résultats montrent que les canalisations en cuivre induisent un effet réducteur sur le
développement du biofilm par comparaison avec d'autres matériaux dans les mémes
conditions opératoires. Tout en se gardant de généraliser, il apparait que les canalisations en
cuivre montrent une colonisation moindre que le PVC et PEHD.

Perspectives

L’usage des conduites a base de cuivre semble étre intéressant dans I’inhibition de la
prolifération bactérienne et le développement des biofilms. Il apparait ainsi clairement que,
méme si les résultats obtenus montrent un avantage a I'emploi des canalisations en cuivre

pour limiter la formation des biofilms dans les réseaux, les données scientifiques sur un sujet
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aussi important ne sont pas assez nombreuses et pas assez affirmées ce qui est a regretter
compte tenu de I'importance des enjeux.

Pour une caractérisation complete des eaux potables de la région de Quargla, des études
complémentaires, portant sur certains parametres de pollution chimique comme les métaux
lourds et hygiéniques tel que les parasites et les virus, doivent étre étudiés.

Les enjeux de I’eau d’ordre social, économique, écologique et sécuritaire, sont considérables
et prendront plus d’ampleur et d’intensité¢ au fil des ans. Il est impératif d’accorder toute
I’attention aux infrastructures qui abritent et véhiculent cette ressource fragile. Sa préservation
des atteintes et menaces diverses, pour lui assurer sa valeur économique reelle, doit étre une

préoccupation majeure de 1’état.
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ANNEXE 1
Composition des différents milieux de cultures utilisés

Tryptone Glucose Agar (TGEA)

1507 10 1 5¢
Extrait de levure.........o.oviiiiii e 2.5¢
GIUCOSE. .ttt e 19
N 159
Eau distillé..... ..o 1000ml

pH: 7.1+ 0,1.

Gélose Tergitol au chlorure TTC

Extraitde viande ..........cooiiiiiii 59
EXtrait de leVUre. ... ..o 69
PEPEONES ..ottt e 109

I (o] (01 209
Bleu de bromothymol ....... ... 5mi
0 T 139
Eau distillé. ... ..o 1000ml

pH=7,2+0,2.
Gélose Trypticase-soja TSA

Peptone trypsique de CaSiNe..........ovvviriiitiiet e, 159
Peptone papainique de SOJa.........c.ovvirieriiriieieiieieee e, 59
Chlorure de sodium............ooiiiiiii i 59
Al 159
Bau distillé. ... ..o 1000ml
pH=7,3

Gélose SLANETZ et BARTLEY

Ty PEOSE Lo 20g
Extrait autolytique de levure ............oooiiiiiiiiiiii 59
GlUCOSE ettt e e 29
Phosphate dipotassiqUe. .........c.ouueriiritii e e e 49
AzZide de SOAIUML ..ottt 0,49
Chlorure de 2, 3, 5, Triphényltétrazolium ................ccoovviiiiiiiannnn... 0,1g
N0 L . 10g
Eau distillé. ... ..o 1000ml

PH=72+02.
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Gélose viande-foie pour sulfito-réducteur

Base viande-foie..........ooiiiiiii e, 20g
GlUCOSE. .ottt 0.75¢
AMIAON. .. e 0.759
N . ) 119
Sodium sulfure. ..o e 1.29
Fer citrate ammoniacal...............oooiiiiiiiiiii 0.5¢
Carbonate de sodium............cooiiiiiii i 0.679
Eau distillé. ... ..o 1000ml

pH =7.5+0,2.
Milieu de Sélénite - Cysteiné D/C

11577 100 = 59
= Tod 01 - U 49
Phosphate disodiqUe...........coiuiiri e 10g
oGy StINe. 0,01g
Bau distillé. ... ..o 1000ml

pH=7,0+£0,2.
Gélose Hektoen

Prot€ase PeptONe. ......ouuiint ittt 129
Extraitde levure....... ..o 39
SaACCRATOSE. .. ettt 129
2Tt (01 129
SaAlINICING. ...ttt 29
Chlorure de sodium............coiiiiiiiii e 59
Thiosulfate de sodium..............cooiiiiiiiiiii e 50
Citrate ferrique ammoniacale................ooeviiiiiiiiiiiiiiiiinea.. 1.59
SelES DIHAITES. . ..ue it 99
Bleu de bromothymol................ooii 0.064qg
Fuchine acide............ooiiiiiii 0.04¢g
A AT . . 13.5g
Eau distillé. ... ..o 1000ml

pH= 7.7+0,1.
Milieu Eau Peptonee Alcaline EPA
POPIONE. ..t e 20g
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Chlorure de SOdiUM.......ooiii e, 20g
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Sulfate de MagnésSIUML..........oiiiiiiiit i caeeeenaens 0.05g
GIUCOSE ...t 0,59
N 159
Amidon soluble ...... ..o 0,5¢
Eau distillé. ... ..o 1000ml

PH=72+ 02



RSE

ETUDE DES BIOFILMS BACTERIENS ISOLES A PARTIR DU
SYSTEME DE DISTRIBUTION D’EAU POTABLE DANS LA
REGION SUD-EST DE DPALGERIE

Characterization of bacterial biofilms isolated from drinking water distribution system in southeastern Algeria

Amina LACHACHFE!, Istissem DOGHRE, MAario JACQUES?, Saria BOUDJENAH-HAROUN'

"Laboratoire de la recherche sur la Pheeniciculture, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université de Kasdi Merbah
Ouargla, Ouargla 30000, Algérie
*Département de pathologie et microbiologie, Faculté de médecine vétérinaire, Université de Montréal, St-Hyacinthe, Québec
J2S 2M2, Canada

Recu le 20 janvier 2020, accepté le 8 avril 2020

RESUME

Cette étude vise a déterminer 'influence des caractéristiques
des sources des forages et des matériaux utilisés dans les
systemes de distribution d’eau potable sur le développement
de biofilms dans les conduites de la région d’Ouargla (Algérie).
Nos échantillons ont été sélectionnés en fonction de la nappe,
du matériau et de I'dge des conduites alimentant la région.
Pour la réalisation de nos expériences, nous avons prélevé
mécaniquement 27 échantillons de biofilms dans plusieurs
conduites de distribution fabriquées a base de différents
types de matériaux : cuivre, polychlorure de vinyle (PVC) et
polyéthyléne haute densité (PEHD), et a partir de différentes
nappes (albienne, sénonienne et miopliocéne). Plusieurs
souches bactériennes ont été identifiées grice a 'utilisation
de la technologie de spectrométrie de masse a désorption-
ionisation laser assistée par matrice avec analyseur de temps de
vol (MALDI-TOF). Les résultats obtenus démontrent que les

conduites en cuivre semblent étre défavorables a la colonisation
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Courriel :  boudjenah.sa@univ-ouargla.dz

ISSN : 1718-8598

bactérienne tandis qu'une grande variété d’especes bactériennes
a été retrouvée sur les matériaux en PVC et en PEHD. La
capacité des souches isolées a former des biofilms a également
été étudiée in vitro. La majorité des souches isolées, cultivées
en biofilm simple et mixte, ont montré une forte capacité a
former des biofilms.

Mots-clés : biofilms, systéme de distribution d’eau potable,
diversité bactérienne.

ABSTRACT

This study attempted to determine the influence of the
characteristics of drilling sources and materials used in drinking
water distribution systems on the development of biofilms
in pipe networks in southeastern of Algeria (Ouargla). Our
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samples were selected according to the aquifer, pipe material
and age in this region. To carry out our experiments, we
mechanically took 27 biofilm samples from several distribution
pipes based on different types of materials: copper, polyvinyl
chloride (PVC) and high-density polyethylene (HDPE), and
from different aquifers (Albian, Senonian and Miopliocene).
Several bacterial strains have been identified using the Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization-Time of Flight Mass
Spectrometry (MALDI-TOF) technology. The results obtained
demonstrate that copper pipes appear to be unfavorable to
bacterial colonization while a wide variety of bacterial species
has been found on PVC and HDPE materials. The capacity
of the isolated strains to form biofilms has also been studied
in vitro. The majority of the isolated strains, cultivated in
simple and mixed biofilm, showed a strong capacity to form

biofilms.

Key words: biofilms, drinking water distribution system,
bacterial diversity.

1. INTRODUCTION

Les systemes de traitement et de distribution assurent une
qualité d’eau destinée & la consommation humaine. Cependant,
et selon la littérature, une variété de microorganismes pourrait
survivre et croitre dans ces systtmes. Une détérioration de
la qualit¢ de I'eau pendant son transport a été largement
observée (MARCIANO-CABRAL ez al., 2010; WU ez al.,
2014; LIU et al., 2016; LIU et al., 2017). Des bactéries ont
tendance a s'accrocher sur les parois internes des canalisations
pour former des biofilms (DOUTERELO ez al, 2014a,
2014b). Les biofilms sont des complexes fonctionnels de
communautés microbiennes entourées par une matrice
gélatineuse de substances polymériques extracellulaires
(SPE) que les microorganismes produisent eux-mémes.
Les SPE sont responsables de l'intégrité de la structure
tridimensionnelle des biofilms et de leur protection contre
les conditions environnementales défavorables (LIU ez al.,
2016). La formation de biofilms pourrait également favoriser
la dégradation des parois des tuyaux, ce qui contribue a
rendre I'eau impropre a la consommation (NAWROCKI
et al., 2010). La formation et la croissance des biofilms sur les
parois tubulaires pourraient étre affectées par de nombreux
facteurs, tels que le type de matériau (ALLION ez al.,, 2011),
la source d'eau (ZENG ez al, 2013), la disponibilité des
nutriments (PARK et HU, 2010), le type et la concentration en
désinfectant (XUE et SEO, 2013) et les forces de cisaillement
(DOUTERELO et al., 2013). Les problemes engendrés par la
colonisation microbienne dans les canalisations d’eau potable
ont fait 'objet de nombreuses études (MARCIANO-CABRAL
etal.,2010; WU et al., 2014). Selon la littérature, les matériaux
communément utilisés, du fait de leur composition, leur ge

et 'état de leur surface, sont potentiellement générateurs d’un
développement bactérien (BUSE ez al., 2012; NAWROCKI
et al., 2010). En effet, ils peuvent favoriser la colonisation en
offrant aux microorganismes un environnement favorable a leur
développement. Les propriétés physicochimiques et la présence
de crevasses assurent une biodisponibilité des nutriments et
protégent les microorganismes des forces de cisaillement (LE,

2008).

Depuisles dernieres décennies, les conduites d’adduction des
eaux potables a base de fonte et plomb (interdits depuis 1995)
(SQUINAZI, 2013), ainsi que le cuivre, présentent certaines
limites comme la sensibilité 4 la corrosion. Ces trois matériaux
sont progressivement remplacés par le PVC (polychlorure de
vinyle) et le PEHD (polyéthyléne haute densité). D’apres la
Direction nationale de I'eau potable et de l'assainissement
(DINEPA, 2013), ces deux matériaux sont caractérisés par leur
résistance a la corrosion, leur flexibilité, leur cotit réduit et leur
faible poids ce qui facilite leur installation.

Les échantillons de biofilm provenant de systemes de
distribution en fonctionnement sont difficiles 2 obtenir. Les
conditions expérimentales pourraient ne pas correctement
représenter les caractéristiques des communautés bactériennes
de ces systemes en fonctionnement sur de longues périodes
(DOUTERELO et al., 2013). Bien que de nombreuses
conditions, telles que le diamétre du tuyau et le régime
quotidien, ne soient pas communes a tous les systémes
d’exploitation, le matériau est toujours considéré comme un
facteur clé affectant la colonisation bactérienne.

Nous allons, a travers cette étude, déterminer 'influence de
la source de forage, de la nature et I'dge des matériaux utilisés
sur le développement des biofilms dans les canalisations de
distribution des eaux potables de la région d’Ouargla (sud-est
de I'Algérie). Les résultats de cette investigation pourront étre
utilisés pour améliorer notre compréhension du phénomene de
la colonisation bactérienne dans les systemes de distribution
d’eau potable dans les pays ou la température moyenne est
relativement élevée.

2. MATERIEL ET METHODES

2.1 Description des sites de forages

La cuvette d’Ouargla, Algérie (Figure 1) renferme
d'importantes réserves d’eau. Celles-ci sont issues de deux
grands systemes aquiféres connus au Sahara algérien : le
Complexe terminal (CT) qui regroupe les nappes miopliocéne
et sénonienne et le Continental intercalaire (CI) représenté par
la nappe albienne. Ces nappes se différencient par plusieurs
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Figure 1.  Carte géographique de I'Algérie et site de Pétude : région de Ouargla dans le Sud-Est algérien (HAMDI-AISSA, 2001).

Geographic map of Algeria and study site: Ouargla region in southeastern Algeria (HAMDI-AISSA, 2001).

parameétres tels que la profondeur, la température, la salinité et
la dureté de leurs eaux.

Un forage de chaque nappe a été choisi pour servir a cette
étude : un forage de la nappe sénonienne situé a Sidi Khouiled
(forage de Sidi Khouiled I), un forage de la nappe miopliocéne
situé & Bor-Elhaicha (forage de Bor-Elhaicha) et un forage de
la nappe albienne situé a El Hadeb (forage de El Hadeb I). Ces
forages sont les plus exploités de la région. Leurs caractéristiques
sont regroupées dans le tableau 1.

2.2 Analyse des caractéristiques de ['eau

Leau en circulation a été caractérisée d’un point de vue
physicochimique par le service ADE (Algérienne des eaux,
Ministere des Ressources en eau). Laspect microbiologique a
été étudié au laboratoire sur la pheeniciculture de I'Université
de Kasdi Merbah Ouargla . Les germes recherchés et les milieux
de culture utilisés sont illustrés dans le tableau 2.

2.3 Dispositif expérimental d’étude des biofilms in situ

Afin d’étudier la formation des biofilms dans les conduites
des eaux potables, nous avons congu un dispositif expérimental
illustré dans la figure 2. Il permet de raccorder a la téte de
chaque forage sélectionné trois types de conduites
(C), polychlorure de vinyle (PVC) et polyéthylene haute
densité (PEHD). Le systeme ainsi réalisé se caractérise par un
écoulement continu dans un circuit fermé (Figure 2). Dans
ces trois conduites, des coupes ont été réalisées stérilement (a
l'aide d’'un bec Bunsen) aprés 6 et 12 mois, entreposées dans
des boites stériles et conservées a 4 °C.

: cuivre

Afin d’étudier des échantillons agés de plus de 20 ans, des
prélevements ont été effectués directement sur trois types de

conduites (cuivre, PVC et PEHD) a la fin de chaque chaine de
distribution qui alimente les habitations en eau potable.

2.4 Prélévement mécanique des biofilms

La technique de prélevement mécanique des biofilms
formés par grattage a été adoptée pour la réalisation de cette
étude. La surface interne des dispositifs de canalisation a été
grattée stérilement a l'aide d’une spatule dans le sens de la
longueur. Par la suite, les échantillons ont été déposés dans
des flacons contenant de I'eau puis vortexés vigoureusement
pendant 15 sec (WALKER ez al., 1993; ROGERS ez al., 1994;
MAULE ez al., 1999; BARRANGUET et al., 2003).

Dix échantillons ont été obtenus et répartis en trois lots en
fonction des différentes nappes dont les codes sont mentionnés
dans le tableau 3.

2.5 Isolement et identification des espéces bactériennes des biofilms
Jformés

Afin d’optimiser I'isolement des bactéries cultivables, un
milieu non sélectif, le TSA (Agar trypto-caséine soja, Sparks,
MD21152USA/le Pont-de-Claix, France) a été utilisé. 1l
permet le développement des bactéries non exigeantes. 100 uLL
de I'échantillon d’eau récupéré aprés grattage ont été utilisés
pour ensemencer en surface les géloses incubées ensuite a 30 °C.
Apres 48 h, les colonies bactériennes ont été isolées en fonction
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Tableau 1. Caractéristiques des forages échantillonnés : analyses effectuées en 2017 par ’Algérienne des eaux (ADE) d'Ouargla (Ministére des

Ressources en eau).
Table 1. Characteristics of the sampled boreholes: analysis performed in 2017 by the Algerian Water Authority, Ouargla (Ministry of Water

Resources).
Forage Nappe Mise en Profondeur  Débit T pH Dureté Minéralisation
captée service (m) (m3.h?) (°C) (mg-L") (mg-L7)
FEl Hadeb I Albienne 1974 1335 286 47 7,47 86,5 2277
Sidi Khouiled I Sénonienne 1990 185 110 27 7,12 87 2884,2
Bor-Elhaicha Miopliocéne 1986 30 40 25 7,17 107,5 1996,17
Normes algériennes JORADP, 2011) 252 6,5-9 200 1 000 (selon ADE)

*A consommer aprés refroidissement

Tableau 2. Germes recherchés et milieux de culture utilisés pour la bactériologie des eaux (RODIER, 2009).
Table 2.  Germs of interest and culture media used for water bacteriology (RODIER, 2009).

Milieux de culture Germes recherchés
Germes totaux (pour les
échantillons d’eau distribuée)

Gélose triptonée avec extrait de levure (Tryptone Glucose Yeast Extract Agar, TGEA)

Technique en milieu liquide sur bouillon lactosé au pourpre de bromocrésol (BCPL) Coliformes fécaux

Milieu de Schubert muni d’une cloche de Durham Escherichia coli

Technique en milieu liquide en bouillon de Rothe Streptocoques fécaux

Gélose viande foie + ampoule d’alun de fer et ampoule de sulfite de sodium Clostridium sulfito-réducteur
Bouillon de sélénite-systeiné et gélose Hektoen Salmonelles

Milieu d’eau peptonée alcaline (EPA) et gélose nutritive alcaline biliée (GNAB) Vibrions cholériques

Téte du forage

Canalisation en cuivre

Canalisation en PVC

Canalisation en PEHD

Tuyaux d'écoulement
continu de I'eau en circuit
fermé

Fa

Figure 2.  Dispositif expérimental d’étude des biofilms en conditions naturelles. Systéme installé par notre équipe dans les différents sites de forages
alimentant la région d'Ouargla (Algérie) : exemple du forage Bor-Elhaicha (nappe miopliocene).
Experimental design for the study of biofilms under natural conditions. System installed by our team at the various drilling sites for water
supply in the Ouargla region (Algeria): example of the Bor-Elhaicha borehole (Miopliocene aquifer).
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Tableau 3. Echantillons de biofilms étudiés en fonction de la nappe, de I'age et des matériaux des conduites.

Table 3. Biofilm samples studied according to aquifer, pipe age and materials.
Age Nappe sénonienne Nappe miopliocéne Nappe albienne
(mois) Cuivre PVC PEHD Cuivre PVC PEHD Cuivre PVC PEHD
6 SCoM SPV6M SPE6M MC6M MPV6M MPE6M AC6M APV6M APE6M
12 SCi2M  SPvi2M  SPE12M MCi12M  MPVI2M  MPEI2M  ACI12M  APVI2M  APE12M
20 SC20A SPV20A  SPE20A MC20A  MPV20A  MPE20A  AC20A  APV20A  APE20A

de leurs caractéristiques morphologiques. Afin de caractériser
la paroi bactérienne des souches a identifier, une coloration de
Gram a été effectuée. Les isolats ont été codifiés et conservés a
-80 °C dans le milieu TS contenant 20 % glycérol.

2.6 Identification des souches bactériennes cultivables par la
technologie MALDI-TOF (spectrométrie de masse a désorption-
ionisation laser assistée par matrice avec analyseur de temps de vol)

Toutes les analyses ont été réalisées en utilisant la méthode
de transfert direct (Manuel d'utilisation du MALDI Biotyper
3.1, Bruker Daltonics). Briévement, un applicateur stérile
en bois de 15 cm a usage unique a été utilisé pour récupérer
une colonie bactérienne et la déposer sur une cible MSP 96
points (Bruker Daltonics). Le séchage des spors a été réalisé
a température ambiante. Par la suite, les échantillons ont été
recouverts de 1,0 pL de matrice (solution saturée d'a-cyano-
d'acide 4-hydroxycinnamique dans 50 % d'acétonitrile,
47,5 % d'eau et 2,5 % d'acide trifluoroacétique) (Sigma-
AldrichCanada, Oakville, ON, Canada) et séchés a température
ambiante. Les bactéries Staphylococcus aureus ATCC 29213
et Escherichia coli ATCC 25922 ont été utilisées comme des
souches de référence.

Apres l'acquisition du spectre de masse d’un échantillon,
le logiciel Biotyper le compare aux spectres de référence de la
base de données et affiche les identifications correspondantes

(CAMERON ez 4l., 2016).

2.7 Identification des souches bactériennes par séquencage de

IADNr 165

Les souches bactériennes, non identifiées par le MALDI-
TOE ont été analysées par séquencage de TADNr 16S. Ces
analyses ont été réalisées par le service de diagnostic de la
Faculté de médecine vétérinaire de 'Université de Montréal.

2.8 Etude in vitro de la capacité i former des biofilms des souches
cultivables identifiées

Afin d’étudier la capacité des souches bactériennes a
former des biofilms (simple ou mixte), le syst¢me expérimental
de microplaque en polystyréne de 96 puits a été adapté de
GOETZ er al. (2017). 1l sagit d’une technique rapide et
efficace permettant le criblage d’'un grand nombre de souches
bactériennes. Bri¢vement, les colonies de la gélose TS ont été
mises en suspension dans du TS a 0,5 Mc Farland et 100 pL
des suspensions bactériennes ont été distribués dans des puits
(Corning Costar N° 3595, Etats-Unis). Aprés incubation 2
30 °C pendant 24 h, la microplaque a été lavée trois fois. Les
biofilms bactériens ont été colorés avec 150 pL de solution de
cristal violeta 0,1 % pendant 20 min et rincés avec del'eau ultra-
pure jusqu'a ce que le liquide de lavage soit clair. Le colorant a
ensuite été élué avec de I'échanol 4 96 % (200 uL par puits) et
la quantification a été réalisée en mesurant 'absorbance & une

longueur d’onde de 595 nm.

2.9 Observation et quantification des biofilms par microscopie
confocale & balayage laser

Les biofilms ont été préparés comme décrit ci-dessus
et colorés avec le marqueur fluorescent Film Tracer™ FM
1-43° (Molecular Probes, Eugene, OR, Etats-Unis) tel que
recommandé par le fabricant. Les biofilms marqués ont été
visualisés par microscopie confocale a balayage laser (FV1000
IX81, Olympus, Markham, ON, Canada). Les images ont
été acquises en utilisant le logiciel Fluoview (Olympus). Les
structures 3D, ainsi que les quantifications des biofilms
(biovolume et épaisseurs) ont été réalisées grice au logiciel

Image pro (Media Cybernetics, Silver Spring, MD, Etats-Unis).

3. RESULTATS ET DISCUSSION

3.1 Caractéristiques des eaux potables dans la région d’Onargla

D’apres les données fournies par I'Algérienne des eaux
(ADE) d’Ouargla (Tableau 2), les nappes des ecaux de
consommation distribuées dans cette région présentent une
forte minéralisation et une dureté élevée. Les valeurs les plus
importantes de profondeur, débit et de température sont
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attribuées a la nappe albienne, alors que la nappe miopliocene se
distingue des deux autres par son faible débit et sa profondeur.
Cependant, 'analyse bactériologique de ces eaux a révélé
'absence de germes pathogenes.

3.2 Diversité des bactéries cultivables dans les biofilms étudiés

Les résultats de l'identification bactérienne grice au
MALDI-TOF et au séquengage ADNr 16S démontrent la
présence d’une grande variété microbienne (Tableau 4). Une
majorité de bactéries Gram+ a été observée (28 sur les 33
souches isolées). Parmi les bactéries isolées, Bacillus cereus et
Enterococcus durans, sont présentes dans la majorité des biofilms
échantillonnés. Nos résultats démontrent 'absence de bactéries
sur tous les échantillons 4gés de six mois et issus des trois
différentes nappes. Aucune bactérie cultivable, isolée a partir
des matériaux en cuivre et issus des deux nappes miopliocene
et albienne, n'a pu étre retrouvée. Seule Streptococcus oralis
a été identifiée sur I'échantillon de biofilm issu de la nappe
sénonienne 4gé de 20 ans.

A partir de la source miopliocene, les échantillons en PVC
et en PEHD A4gés de 12 mois sont les seuls & avoir révélé la
présence d’un développement bactérien. Les matériaux 4gés de
plus de 20 ans en PVC et PEHD, issus des trois nappes, sont
ceux qui présentent le plus de diversité bactérienne. Des agents
pathogenes tels que Listeria monocytogenes et Escherichia coli
ont méme été retrouvés dans ces échantillons.

3.3 Caractérisation des biofilms microbiens

3.3.1 Biofilms simples

Dans le but d’identifier les bactéries capables de former
des biofilms, toute la collection bactérienne, composée de
33 souches, a été criblée grice 2 une méthode colorimétrique
rapide en microplaque 96 puits. Les résultats illustrés dans la
figure 3 démontrent que dans ces conditions expérimentales,
toutes les souches isolées sont capables de former des biofilms
simples (densité optique > 0,5 considérée comme une référence
de potentiel a former un biofilm). Ce criblage a révélé que cette
capacité était tres variable selon la nappe, la souche, son origine
ainsi que I'age du biofilm.

En effet, pour la nappe sénonienne sept souches ont montré
une capacité a former un biofilm. La capacité des deux souches
Enterococcus durans et Planococcus sp., issues de I'échantillon
SPV20A est supérieure a celle de ces mémes souches issues de
Iéchantillon SPE20A.

Quant a la nappe miopliocene, 14 souches sont capables de
développer un biofilm. La plus grande capacité est attribuée aux

souches Bacillus cereus et Planococcus sp., isolées de I'échantillon
MPV20A. Notons que la souche Bacillus cereus isolée du PVC
a démontré une meilleure capacité a former un biofilm que
celle isolée de PEHD et cela quel que soit I'dge. Par ailleurs,
la souche Enterococcus durans isolée de I'échantillon MPE20A
est celle qui a démontré, dans ces conditions, une meilleure
capacité a développer un biofilm comparé a cette méme espece
issue des autres échantillons.

Enfin pour la nappe albienne, parmi les dix souches
détectées, Pseudomonas koreensis issue de I'échantillon APE20A
est celle qui forme le meilleur biofilm.

3.3.2  Biofilms mixtes

Afin de mimer les conditions originelles retrouvées dans les
conduites de circulation d’eau, nous avons cultivé en biofilms
mixtes les bactéries isolées d’'un méme microenvironnement.
Les résultats de la quantification au cristal violet sont illustrés
dans la figure 4. En 24 h d’incubation, des biofilms épais ont
pu étre observés avec des quantifications de densité optique
entre 0,5 et 2.

Dans nos conditions expérimentales, toutes les bactéries
issues des échantillons de PEHD ont montré une meilleure
capacité a former des biofilms, notamment I'échantillon
de la nappe albienne APE20A. Pour les bactéries isolées des
échantillons de PVC, nous avons noté que les échantillons agés
plus de 20 ans (SPV20A, MPV20A et APV20A) ont formé
efficacement des biofilms. Cependant, pour I'échantillon
MPV12, aucun biofilm n’a été formé.

La méthode de criblage colorimétrique ne fournit aucune
information structurelle sur les biofilms étudiés. Pour obtenir
ces informations, ces derniers ont été étudiés par microscopie
confocale et quantifiés grace au logiciel Image Pro.

Selon les résultats illustrés dans la figure 5, toutes les souches
isolées ont formé des biofilms 7z vitro. Toutefois, cette capacité
(c.-a-d. épaisseur et biovolume) varie en fonction des souches
qui le constituent et qui proviennent de sources différentes
(nappes et matériaux).

Les souches isolées des échantillons de PEHD (APE20A,
MPE20A, MPE12M et SPE20A) ont formé des biofilms
trés épais. Les plus grandes valeurs de I'épaisseur (33,87 pm)
et de biovolume (1 480,35 pm®.um) sont enregistrées pour
Iéchantillon APE20A constitué de cinq souches : Enterococcus
durans,  Bacillus  cereus,  Psychrobacillus  psychrodurans,
Zhiengliuella alba et Pseudomonas koreensis.

Pour les deux nappes, miopliocene et albienne, les souches
isolées des biofilms des échantillons du PVC 4gés de 20 ans,
ont formé des biofilms épais (29,37 et 26,67 pm). Les biofilms
de la nappe miopliocene, 4gés de 12 mois (MPV12M) et de la
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Tableau 4. Identification des souches isolées a partir des biofilms a I'aide de la technologie MALDI-TOF et du
séquencage de PADNr 168
Table 4.  Identification of strains isolated from biofilms using MALDI-TOF technology and 16S rDNA sequencing.

Nappe Matériau Age des échantillons Souche du biofilm Gram
Sénonienne Cuivre 6 mois - -
12 mois — —
+20 ans Streptococcus oralis G+
PVC 6 mois - -
12 mois — —
+20 ans Planococcus sp.* G+
Bacillus cereus
Enterococcus durans

PEHD 6 mois - -
12 mois — —
+20 ans Planococcus sp.* G+

Planococcus maitriensis*
Bacillus cereus
Enterococcus durans
Miopliocéne Cuivre 6 mois - -
12 mois — —
+20 ans — —
PVC 6 mois - -
12 mois Bacillus cereus G+
Terribacillus sp.*
Enterococcus durans
+20 ans Planococcus sp. G+
Bacillus cereus
Enterococcus durans
PEHD 6 mois - -
12 mois Planococcus rifietoensis G+
Bacillus cereus
Enterococcus durans
+ 20 ans Listeria monocytogenes G+
Bacillus cereus
Enterococcus durans
Pseudomonas koreensis G-
Escherichia coli
Albienne Cuivre 6 mois - -
12 mois — —
+20 ans — —
PVC 6 mois - -
12 mois Bacillus cereus G+
+20 ans Enterococcus durans —
Bacillus cereus -
Streptococcus oralis -
Acinetobacter lwoffii G-
Acinetobacter sp.*

PEHD 6 mois - -
12 mois — —
+20 ans Psychrobacillus psychrodurans® G+

Zhiengliuella alba
Enterococcus durans
Bacillus cereus
Pseudomonas koreensis G-

*Souche identifiée I'aide de TADNr 16S
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Figure 3.  Criblage de la capacité des bactéries isolées a former des biofilms simples en conditions statiques. Bactéries isolées de la nappe :
a) sénonienne, b) miopliocéne et c) albienne.
Screening of the capacity of isolated bacteria form simple biofilms under static conditions. Bacteria isolated from: a) Senonian aquifer,
b) Miopliocene aquifer, and c) Albian aquifer.
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Figure 4.  Criblage de la capacité des bactéries isolées a former des biofilms mixtes en conditions
statiques. Bactéries isolées de la nappe : a) sénonienne, b) miopliocéne et c) albienne.
Screening of the capacity of isolated bacteria form mixed biofilms under static conditions.
Bacteria isolated from: a) Senonian aquifer, b) Miopliocene aquifer, and c) Albian aquifer.
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Echantillon Souches isolées

Planococcus sp.
Bacillus cereus
Enterococcus durans

PVC 20 ans

Planococcus sp.
Planococcus maitriensis
Bacillus cereus

PEHD 20 ans Enterococcus durans

Nappe sénonienne

Bacillus cereus
Terribacillus sp.
Enterococcus durans

PVC 12 mois

Planococcus rifietoensis
Bacillus cereus
Enterococcus durans

PEHD 12 mois

Planococcus sp.
Bacillus cereus
Enterococcus durans

PVC 20 ans

Nappe miopliocéne

Listeria monocytogenes
Bacillus cereus

PEHD 20 ans
Enterococcus durans

Escherichia coli

Enterococcus durans
Bacillus cereus
Streptococcus oralis

Acinetobacter Iwoffii

PVC 20 ans Acinetobacter sp.

Psychrobacillus psychrodurans
Zhiengliuella alba
Enterococcus durans

Bacillus cereus

Nappe albienne

PEHD 20 ans

Figure 5.

Pseudomonas koreensis

Pseudomonas koreensis

Image 3D

Biovolume (pm3-pm-2) Epaisseur (um)

521,03 12,12

745,32 21,36

829,97 21,49

1154,13

29,37

1367,87

1010,83

1480,35 33,87

Représentations 3D et quantifications des biofilms mixtes des isolats bactériens.

3D representations and quantifications of mixed biofilms of bacterial isolates..

nappe sénonienne agés plus de 20 ans (SPV20A), sont d’une
épaisseur moyenne (9,21 et 12,12 pm).

Bien que l'eau en circulation dans la région d’Ouargla
présente des propriétés physicochimiques dépassant les
normes, elle est tout de méme considérée comme propre a la
consommation, car ses caractéristiques microbiologiques sont
conformes aux normes algériennes. Notre étude s'est focalisée
principalement sur I'étude de la colonisation bactérienne des
parois internes des conduites de distribution d’eau potable.
Ces dernieres peuvent étre composées de cuivre, de PVC ou de
PEHD et sont reliées a différentes nappes (albienne, sénonienne
et miopliocéne). Les communautés bactériennes des biofilms
dans les canalisations d’eaux potables sont tres peu étudiées.
Il y a eu de nombreux rapports précédents sur les biofilms et
les diversités bactériennes dans les modeles pilotes (LEE ez 4.,
2005; TENG ez al., 2008; KRISHNA ez al., 2013; GOMEZ-
ALVAREZ et al., 2014; WANG et al., 2014). Environ 95 %
des bactéries dans le syst¢tme d'eau potable sont situées sur
les surfaces alors que seulement 5 % se trouvent dans I'eau en

circulation (FLEMMING et 4., 2002).

Les observations effectuées sur les différents biofilms
nous ont indiqué qu’a court terme (observations a six mois)
les conduites en cuivre, en PVC et en PEHD reliées aux trois
nappes n‘ont pas montré la présence de bactéries cultivables.
La présence de biofilms bactériens a été détectée dans les
conduites en fonctionnement depuis 12 mois et plus (moyen
et long terme) et cela malgré les différences de température,
de débit d’écoulement, de source de forage et de traitement
de désinfection. La nappe miopliocéne présente un débit
d’écoulement faible et une température de 25 °C, cela peut
expliquer la formation du biofilm sur les échantillons de 12
mois et pas sur les autres. En effet, la température de I'eau,
sa composition physicochimique et le régime hydraulique du
systeme et ses variations (temps de séjour de I'eau, absence
de variation du débit) sont susceptibles de favoriser la
formation des biofilms et de modifier la composition de son
microbiome (LE 2008; PAN e al., 2017). LEHTOLA et 4.
(2004) ont étudié I'influence de la vitesse d’écoulement sur
les biofilms. Les auteurs montrent que l'accélération de la
vitesse d’écoulement augmente la croissance des biofilms aussi
bien dans les tubes en cuivre qu'en matériau plastique. Cela
entraine une augmentation du nombre de bactéries du fait
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du détachement des sédiments des canalisations. Par ailleurs,
plusieurs études ont montré que la stagnation ou les faibles
vitesses d’écoulement favorisent la corrosion et les dépdts de
biofilms (TRICARD et BUFFAUT, 1995). Toutefois, pour
un biofilm formé, un écoulement turbulent est également
bénéfique en favorisant le transport des éléments nutritifs et
des microorganismes (CHARACKLIS, 1984). Ceci permet le
renouvellement du milieu et 'amélioration de la stabilité du
biofilm (CARPENTIER et CERE 1993). Dong, il faut plus
de temps pour qu'un biofilm se forme, mais une fois sur place,
ce mode de vie va protéger les bactéries de ces conditions
stressantes.

Parmi les trois matériaux étudiés, le cuivre ne semble pas
favoriser la formation de biofilms. En effet, et d’apres nos
résultats, une seule bactérie (Streprococcus oralis) a été retrouvée
sur SC20A. Ces résultats sont en accord avec I'étude de LE
(2008) qui a démontré dans un systtme expérimental 2
petite échelle, Pexistence d’une corrélation entre 'utilisation
du matériau en cuivre et le ralentissement de la cinétique
de formation des biofilms. La réduction de la production
de produits extracellulaires de la matrice est la principale
cause induisant cette inhibition. En effet, le cuivre induit
directement ou indirectement des changements structuraux
et physiologiques dans la communauté bactérienne des
biofilms (BARRANGUET ez al, 2003; MASSIEUX ez al.,
2004; BOIVIN et al., 2005). Leffet antibactérien, et de facon
plus générale, l'effet biocide du cuivre est connu et exploité
depuis plusieurs décennies. Il est attribué aux ions cuivriques
Cu(II) formés par oxydation du cuivre métallique (SPEAR et
PIERCE, 1980). Cependant, ce matériau présente certains
inconvénients comme une mauvaise résistance aux traitements
chlorés et une sensibilité a I'érosion qui génére des surfaces
propices a I'entartage. Selon SQUINAZI (2013), I'adsorption
des bactéries a la surface s'effectue le plus souvent sur les
dépots minéraux et organiques ou a la surface de tubercules de
corrosion. LEHTOLA ez al. (2004) et LE (2008) ont étudié la
formation des biofilms sur la surface interne des canalisations
en cuivre et en PEHD dans différentes parties du réseau de
distribution pilote. Les résultats montrent que la formation de
biofilm sur le cuivre requiert plus de temps que sur du plastique.
Le polyéthylene PEHD est considéré comme un matériau
chimiquement et biologiquement inerte. De nombreuses
études montrent que 'oxydation du PEHD a forte température
génere des composés carbonylés favorisant ainsi sa colonisation
par des microorganismes (ALBERTSSON ez al, 1995;
CHIELLINI ez al., 2007). Lutilisation de ces polymeéres comme
source de carbone par les microorganismes est facilitée par la
formation d’un biofilm (HADAD ez 4l., 2005). Initialement,
la nature hydrophobe du PEHD ne permet pas la fixation des
microorganismes  sa surface. Aprés un vieillissement oxydatif,
le caractére hydrophile de la surface du PEHD augmente
favorisant ainsi la formation de biofilm (PONS ez 4/., 2012).
Nos résultats sont en accord avec les données de cette étude.

En effet, un plus grand nombre de bactéries cultivables a été
retrouvé sur les matériaux PEHD 4gés de 20 ans reliant les trois
nappes. Aucune bactérie n'a été retrouvée sur le SPE12M et
APE12M. Le troisieme matériau étudié est le PVC. Dans cette
étude, une grande diversité bactérienne a été retrouvée sur ce
matériau 4gé de 12 mois et plus pour la nappe miopliocéne
et principalement a 20 ans et plus pour les nappes albienne
et sénonienne. Selon CHOWDHURY (2012) et LIN ez al.
(2013), les tuyauteries ayant des surfaces rugueuses comme
le PVC ont tendance a favoriser la formation de biofilm. Il
présente une meilleure résistance chimique, notamment au

chlore (EL OMARI, 2018).

Les systtmes de distribution d'eau potable sont des
environnements extrémes avec des conditions oligotrophes
ou les désinfectants résiduels sont couramment entretenus.
Malgré cela, les microorganismes sont capables de survivre et
sattacher aux surfaces internes des tuyaux formant des biofilms
qui peuvent altérer la qualité de I'eau. Cependant, I'effet de la
désinfection sur la communauté microbienne de I'eau potable
reste mal compris (SIMOES ez al., 2007; Ml ez al., 2015). Dans
cette étude, nous avons identifié un nombre total de 33 souches
bactériennes cultivables, majoritairement 4 Gram positif.
Contrairement a nos résultats, FRANK (2001) a montré que
dans les biofilms présents sur les canalisations d’eau potable, les
bactéries & Gram négatif semblent prédominer. Des études ont
montré que les propriétés de surface des cellules microbiennes
varient en fonction des conditions environnementales dans
lesquelles elles se trouvent (VAN OSS ez al., 1986; BELLON-
FONTAINE ez al., 1990; BOS ez al., 1999; GALLARDO-
MORENO ez al., 2002; HAMADI ez al., 2004; BAYOUDH
et al., 2006). L'origine de ces microorganismes est souvent
inconnue. Elles peuvent a la fois étre dorigine interne
(microorganismes qui ont pu échapper au traitement de
désinfection) ou d’origine externe (par retour d’eau lors de
travaux et intervention sur le réseau, 2 travers des fissurations
dues au vieillissement des conduites, a travers des orifices mal
protégés) (BOUTALEB, 2007). Afin d’étudier les biofilms en
conditions expérimentales, nous avons criblé en microplaque
la capacité des bactéries isolées a former des biofilms simples
et mixtes. Les résultats démontrent que toutes les bactéries
isolées, indépendamment de leurs origines, sont capables de
former des biofilms simples. En effet, dans les syst¢mes de
distribution d'eau potable, les biofilms sont le mode de vie
prédominant de la croissance microbienne, en leur conférant
de nombreux avantages : coopération dans certains systémes
cataboliques, acquisition d’avantages évolutifs, synergies entre
microorganismes, expressions phénotypiques de facteurs
de résistance lors de situations de stress (COSTERTON,
1999, COSTERTON ez al., 1999; TOMLIN ez al., 2005;
CLUTTERBUCK ez al., 2007; JOUENNE, 2008; GOLLER
et ROMEO, 2008; PAN et al., 2009; LIU et al., 2016). Afin
d’étudier le biofilm mixte des bactéries cultivables isolées
du méme environnement, nous avons visualisé et quantifié
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in vitro ces structures. Nos expérimentations ont démontré
quen 'espace de 48 h, un biofilm est formé. Ceci démontre
existence d’une interaction bactérienne. La communication
entre les différentes especes de microorganismes est favorisée
par des syst¢tmes complexes comme le guorum sensing (QS).
Ces modes de communication contrélent, en partie, la
formation des biofilms (BJARNSHOLT et al., 2005; FAZLI
et al., 2014). En effet, il a été démontré que les systemes QS
régulent et synchronisent des activités telles que la production
d’exopolysaccharides et les matériaux cellulaires (ADN, lipides,
protéines) qui fagonnent la structure matrice extracellulaire
et controlent ses propriéeés physicochimiques (PARSEK et
GREENBERG, 2005; DICKSCHAT, 2010; WEI et MA,
2013).

Bien que les rapports actuels indiquent I'absence de
microbes dans I'eau potable en circulation, la présence de
biofilms bactériens sur les parois internes, représente, sur le
long terme, un risque de contamination entrainant un risque
potentiel pour la santé humaine (LIU ezal., 2016; ABBERTON
et al., 2016). Plusieurs études ont montré que, comparés aux
organismes planctoniques, les agents pathogénes opportunistes
fécaux en biofilm peuvent survivre plus longtemps et avoir une
plus grande résistance au chlore. Les microorganismes restent
encapsulés dans ce biofilm. Ainsi, aux concentrations habituelles
de 0,1 2 0,4 mg-L"!, pres de 80 % des bactéries restent actives
(BUSWELL ez al., 1998; PERCIVAI et WALKER, 1999;
LUNEAU, 2014).

Bacillus cereus et Enterococcus durans sont les pathogenes les
plus fréquemment retrouvés dans notre collection bactérienne.
La présence d’Escherichia coli et Enterococcus durans est un
indicateur de contamination fécale (CABELLI ez a/., 1982;
JUHNA et al., 2007). NIEUWENHUIJSEN ez 2l (2000)
ont démontré l'ineficacité des traitements chlorés classiques
contre Bacillus cereus. Cette résistance peut s'expliquer par leur
capacité a former des spores (MISTY-MARTIN ez 4l., 2017;
HUSSAIN et al., 2018). Les résultats de notre étude indiquent
aussi la présence de Listeria monocytogenes qui est un agent
pathogeéne d'origine alimentaire qui provoque la listériose
(FARBER et PETERKIN, 1991; GANDHI et CHIKINDAS,
2007). VARMA et LYER (1993) ont démontré que cet agent

pathogene peut survivre plusieurs jours dans I'eau.

4. CONCLUSION

Ce travail a permis de mettre en évidence la présence
de biofilms bactériens dans les conduites de distribution
d’eau potable et donc de l'inefficacité sur le long terme des
méthodes de désinfection. Ce constat concerne principalement
les conduites en PVC et en PEHD et cela pour les trois

nappes étudiées. Les tuyaux en cuivre semblent défavoriser la
colonisation bactérienne, mais, celui-ci associé aux traitements
chlorés, pose un probleme d’usure rapide engendrant des cotts
de maintenance élevés. Il est donc intéressant d’étudier de
nouvelles stratégies d’assainissement de I'eau plus efficaces et
moins agressives.

Ce travail est basé sur les échantillons de biofilms de
réseaux de distribution d’eaux potables collectés entre 2017
et 2018 dans la ville d’Ouargla, représentant le Sahara
septentrional de I’Algérie. Les résultats de cette premiere étude
ont révélé qua priori, les matériaux étudiés sont quasiment
tous potentiellement porteurs d’'un développement bactérien,
lequel est plus ou moins développé selon la nature et I'age des
conduites, le débit et la qualité d’eau. Le cuivre se caractérise
par une formation de biofilm et une diversité bactérienne la
plus faible. Pour cela, nous pourrons suggérer d’opter pour les
installations de conduites a base de cuivre, tout en établissant un
programme régulier de renouvellement, une fois ces conduites
se fragilisent ou se dégradent au cours du temps.
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