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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 Recherche sur la Pheeniciculture, Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie, Université Kasdi Merbah Ouargla,
Ouargla 30000, Algérie
*Département de pathologie et microbiologie, Faculté de médecine vétérinaire, Université de Montréal, St-Hyacinthe,
Québec J28 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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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 diversiry.

1. INTRODUCTION

Les systemes de traitement et de distribution assurent une
qualité d’eau destinée 4 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
parametres tels que la profondeur, la température, la salinité et
la dureté de leurs eaux.
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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).

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 l'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 de recherche sur la pheeniciculture
de I'Université 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 con¢u un dispositif expérimental
illustré dans la figure 2. Il permet de raccorder a la téte de
chaque forage sélectionné trois types de conduites : cuivre
(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
I'aide d’un bec Bunsen) aprés 6 et 12 mois, entreposées dans
des boites stériles et conservées a 4 °C.

Afin d’étudier des échantillons 4gés de plus de 20 ans, des
prélévements 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 prélévement 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 I'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. Il
permet le développement des bactéries non exigeantes. 100 pL.
de Iéchantillon d’eau récupéré apres grattage ont été utilisés
pour ensemencer en surface les géloses incubées ensuite 4 30 °C.
Apres 48 h, les colonies bactériennes ont été isolées en fonction
de leurs caractéristiques morphologiques. Afin de caractériser
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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

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

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 aurens 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

I'ADNr 168

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 & 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
attribuées a la nappe albienne, alors que la nappe miopliocene se
distingue des deux autres par son faible débit et sa profondeur.
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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 & 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
nappe sénonienne 4gés plus de 20 ans (SPV20A), sont d’'une
épaisseur moyenne (9,21 et 12,12 pm).



A. LACHACHE et al. | Revue des Sciences de 'Ean 32(4) (2020) 447461

453

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

145,67

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..

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 4l., 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 4l., 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 et al., 2017). LEHTOLA et al.
(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
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
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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, I'existence 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, I'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 e al, 1995;
CHIELLINI ez 4l., 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 'eau. Cependant, l'effet de la
désinfection sur la communauté microbienne de '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 ROMEOQ, 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 expérimentations ont démontré
quen 'espace de 48 h, un biofilm est formé. Ceci démontre
existence d’une interaction bactérienne. La communication
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entre les différentes especes de microorganismes est favorisée
par des syst¢mes complexes comme le guorum sensing (QS).
Ces modes de communication controlent, 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 et 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 2/ (2000)
ont démontré l'inefficacité des traitements chlorés classiques
contre Bacillus cereus. Cette résistance peut s'expliquer par leur
capacité a former des spores (MISTY-MARTIN ez al., 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 probléeme d’usure rapide engendrant des cofits

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 4 base de cuivre, tout en établissant
un programme régulier de renouvellement, car ces conduites se
fragilisent ou se dégradent au cours du temps.
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