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ELEMENTS DE MICROBIOLOGIE ET D'EPIDEMIOLOGIES
LIES A LA NATURE DES EAUX

problimes spécigiques de La michobliologie des eaux
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RESUME

Dans le cadre de la formatijon continue, un stage de microbiologie
des eaux a l'attention des hydrogéologues s'est déroulé du 26 au 28 octo-

bre 1982.

Ce rapport résume L'intervention des différents conférenciers.

Les aspects suivants sont présentés -
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7. NOTIONS GENERALES SUR LES MODIFICATIONS DES APTITUDES DE L'EAU A UNE
UTTLISATION DONNEE, PAR SUITE DE VARIATIONS DANS LA QUALITE MICROBIO-
LOGIQUE

La microbiologie de L'eau, c'est-a-dire Ll'étude des microorganismes
que Ll'on peut trouver dans L'eau, intéresse L'ingénieur dans la mesure ou
la présence de ces microorganismes provoque des modifijcations dans les pos-
sibilités d'utilisation de cette eau, en vue d'un usage déterminé.

Les varjations de La qualité microbiologique ont une influence par-
ticuliérement importante sur les usages sanitaires de l'eau. C'est dans ce
cadre que se situera presqu'exclusivement cet exposé. Mais elles peuvent
avoir également une influence dans d'autres utilisations intéressant L'in-
génieur chargé de L'équipement urbain.

Les microorganismes que L'on trouve dans L'eau ont des origines trés
variées : certains peuvent étre d'habitat essentiellement hydrigue ; la plu-
part proviennent du sol (entrainés par ruissellement), des végétaux et ani-
maux, vivant ou non dans le milieu aquatique, et enfin de L'homme.

Les bactéries assurent un rdole important dans Ll'épuration des eaux,
en détruisant les matiéres organiques : c'est le réle qui est utilisé pour
la détermination de la D.B.0. L'ingénieur qui fabrique ou utilise un pro-
duit chimique nouveau, dont on peut supposer gu'ad un certain stade de son
utilisation il sera déversé dans une eau naturelle, doit s'assurer de son
devenir dans son milieu. Il devra notamment vérifier que ce produit pourra
étre dégradé par ces microorganismes aquatiques, soit spontanément, soit
aprés une adaptation.

Lorsque par suite de Lla trop grande abondance de substances organi=
ques déversées, cette défense naturelle résultant de l'action des microor-
ganismes est submergée, il s'installe une vie aquatique en anaérobiose,
avec le plus souvent production de substances malodorantes et inesthétiques.

Une telle nuisance se constitue in situ : il est difficile d'y remé-
dier de fagon curative : une oxygénation d'une riviére, d'un lac, est une
opération difficile. Le reméde doit €tre une action préventive : éviter le
déversement polluant.

La présence de bactéries, ou de certaines espéces de bactéries,
peut également constituer une nuisance redoutable dans L'utilisation non
sanitaire de l'eau :

- L'abondance globale des bactéries dans des canalisations de
refroidissement, et la présence entre autres, de bactéries sulfato-réduc-
trices, puis de bactéries ferrugineuses, est un facteur important de
corrosion,

- La présence de bactéries gélatinolytiques dans L'industrie ali-
mentaire oUu la présence de leurs spores (qui résistent a des températures
élevées) peuvent provoquer des nuisances organoleptiques, qui, méme sans
conséquences hygiénigues pour Le consommateur, peuvent €tre responsables



d'un préjudice commercial important. La présence de pseudomonas dans les
eaux utilisées dans les industries Lliées aux films photographigues peut
également donner des nuisances de cet ordre.

Mais dans ce type de nuisances jndustrielles, l'eau étant prélevée
dans son milieu naturel, puis transportée loin de la sur le milieu d'utji-
lisation, il est possible d'instituer entre ces deux localisations un trai-
tement pour éliminer les microorganismes nuisibles.

Ces deux situations, correspondant aux utilisations in situ et 2
distance se trouvent dans les problémes sanitaires posés par l'altération
de La qualité microbiologique des eaux, qui seront des maintenant le seul
sujet de cet exposé.



2. LES MICROORGANISMES RESPONSABLES DE NUISANCES VIS-A-VIS DE LA SANTE DE
L' HOMME

2.1. LES VIRUS

Les virus les plus importants sont ceux qui infectent L'homme par
voie digestive et sont éliminés avec les matiéres fécales. Les principaux
virus de ce groupe sont les enterovirus (de petite taille, 20 a 30 nano-
métres), les parvovirus également de petite taille, et les reovirus ainsi
que les adenovirus de plus grande taille (70 & 80 nanométres). AU contraire
des précédents, le virus de L'hépatite A, trés proche des enterovirus, n'a
pu étre cultivé in vitro.

Parmi les enterovirus, les virus agents de la poliomyélite sont
les plus dangereux pour L'homme ; les virus Echo et Coxsackie A et B sont
impligués dans des processus a manifestation trés diverse. L'origine hydri-
que d'une contamination par ces organismes, notamment par les virus polio,
n'a été qu'exceptionnellement mise en évidence de fagon indubitable. Au
contraire, La transmission par L'eau joue un rdle trés important pour L'hé-
patite A. Récemment, on a mis en évidence le rdle des rotavirus.

L'hépatite infectieuse 4

Jusqu'aux annmées 1945, "l'hépatite ou jaunisse' avait pour dénomi-
nation médicale "ictére catarhal”, c'est~d—-dire "ictére de cause inconnue'.
La connaissance de la nature virale de l'affection ne date que de la deu-
xiéme guerre mondiale.

Schématiquement jusqu'en 1977, 71 existait deux hépatites virales :
B
- l'une dite hépatite B ou "hépatite sérique”, d'incubation longue (60 4
180 jours) transmise par la voie parentérale : transfusion, dialyse,

injections, ou simplement par effraction cutanée ;

- la seconde dite hépatite A ou "hépatite épidémique', & incubation plus
courte (15 4 40 Jours), transmise selon le mode des affections diges-
tives.

L'hépatite épidémique ou hépatite A peut Etre considérée comme "la
maladie hydrique virale". Som incidence en effet augmente réguliérement
depuis une vingtaine d'années, de sorte qu'elle représente, tout au moins
dans les climats tempérés, une des maladies transmissibles parmi les plus
frégquentes.

Les virus en cause, s'éliminant notamment par les matiéres fécales,
sont de trés petites particules de taillle voisine de celle du virus polio-
myélitique, c'est—d-dire parmi les plus petites, 24 4 40 nanométres.



L'hépatite A se manifeste de fagon endémique et donne souvent Lieu
d des épidémies plus ou moins importantes.

L'épidémiologie a démontré que des poussées épidémiques peuvent
Etre provoquées par des eaux polluées en contact avec les eaux d'égoits,
ou consommation d'eau contaminée.

Les coquillages jouent un rdle trés important, la preuve en a été
faite aux U.S.A., au Canada, en Suéde, en France,... La propagation de
l'hépatite A s'explique aisément par la grande résistance du virus : 1l
supporte une heure 4 60°C, et sa conservation 4 -70°C ne modifie nullement
son pouvoir infectant. Il faut une teneur en chlore de 1 mg/l pendant 30
minutes pour l'inactiver.

La poliomyélite

Avant 1'ére vacecinale, sous nos climats, la poliomyélite était une
maladie endémique ou épidémique atteignant électivement le jeune enfant.
Avec l'amélioration des conditions de vie, l'dge d'acquisition des anti-
corps s'est peu d peu élevé. De nombreux cas sont apparus avec aggravation

du caractére épidémique dans les pays 4 niveau sanitaire le plus élevé.
Les campagnes de vaceination ont arrété ce processus.

Le virus poliomyélitique posséde la particularité d'étre extréme-
ment résistant dans les milieux extérieurs ; dans l'eau douce, 1l peut sur-
vivre quelques semaines d température normale et plusieurs mois 4 0°C, 7l
peut résister au processus d'épuration des eaux usées ; "il faut un contact
d'au moins une heure & une teneur en chlore actif de 0,50 mg/l pour 1'inac-
tiver". Il est éliminé pendant une période qui peut atteindre trois motis,
par les malades, mais également par les porteurs sains beaucoup plus nom-
breux. Ces conditions sont trés favorables d une dissémination par l'eau.

Les diarrhées & rotavirus

C'est une affection de connaissance récente, les premiers cas
humains ont été décrits en 1973 frappant électivement nourrissons et en—
fants au-dessous de 3 ans et jewnes animaux. Maladie intestinale trés
contagieuse, elle est caractérisée par une incubation courte, une diarrhée
avec deshydratation, fatigue et anorexie; l'évolution est en général béni-
gne en une semaine. Som agent peut &tre mis en évidence par examen des
selles au microscope électronique, ce qui est d'um trés grand intérét
diagnostique ; 1l semble en effet que 50 4 80 % de diarrhées non étique-
tées ont cette étiologie. Les rotavirus semblent trés peu sensibles aux
antiseptiques.

On peut signaler le role attribué entre autres aux adenovirus. En
étudiant en 1969, 155 cas de fiévre pharyngo-conjonctivale ou de conjonc-
tivite folliculaire, TARABCAK et col. ont isolé des adenovirus comme agents
responsables chez 77 patients, qui, tous, s'étaient bajgnés en étangs ou
rivieres quelques jours avant le début de la maladie. On a attribué 3 ces
virus également des conjonctivites dans les eaux de piscines.



2.2. LES BACTERIES

2.2.71. Bactenies contaminant pan voie digestive

Elle rassemble les bactéries de caractéres bjologiques assez proches,
dont L'habitat normal est l'intestin de l'homme, parfois celui de certains
animaux a sang chaud. La contamination se fait par les matiéres fécales. Ce
groupe rassemble les agents de la plupart des grandes épidémies hydriques
historiques : épidémies de choléra (dues a Vibrio cholerae), de typhoides ou
affections voisines (dues a Salmonella typhi, paratyphi B et quelques séro-
types voisins), de dysentéries bacillaires (dues aux Shigella). Les gravités
de ces épidémies ont fait gue jusqu'a ces derniéres décades, la prophylaxie
hydrique et-le traitement des eaux ont été orientés essentiellement contre
le risque qu'elles représentaient. Aux bactéries désignées dans ce premier
groupe, il convient d'ajouter les Escherichia coli pathogénes, dont le rbdle
dans les épidémies de gastro-entérites a été mis en évidence ces derniéres
années.

La_typhoide

La typhoide a une distribution universelle. Dans les pays tempérés
ou de longue date elle a sévi 4 l'état endémo-épidémique, elle représente
la maladie hydrique type par excellence. C'est une maladie sérieuse dont
la mortalité en 1l'absence d'antibiotiques est de l'ordre de 10 %. Grdce
au chloramphénicol le pronostic est trés amélioré ; néanmoins, une certaine
inquiétude s'est fait jour pour 1l'avenir avec l'apparition au Mexique de
souches réstistantes d cet antibiotique. Le rble de l'eau dans son appari-
tion, établi avec certitudes il y a un siécle par les éléves de Pasteur, a
été d l'origine des grands travaux et mesures d'hygiéne collective, notam—
ment des adductions d'eau potable. En France, le taux de morbidité annuel
se maintient autour de 2 pour 100 000 habitants. Par ailleurs, nombre de
cas sont contractés au cours de voyages, d l'étranger.

Le choléra

Cette maladie due classiquement 4 Vibrio cholerae, récemment 4
Vibrio elitor a réalisé au maximum le type de maladie aigile épidémique d
propagation catastrophique.

Le choléra est resté localisé en Asie jusqu'au XIXé siécle ; il a
commencé 4 émigrer en 1817 ; depuis six pandémies ont été recensées. En
France, la derniére incursion date de 1892 c¢'est—d-dire avant la générali-

sation des adductions d'eau potable.

Actuellement, nous vivons la septiéme pandémie. En Europe, l'expé-
rience acquise depuis 1970 démontre, par opposition d ce qui s'est passé
au sitécle dermier, que la maladie ne s'implante pas dans les pays ou les
conditions sanitaires sont satisfaites.



Selon L'0MS, dans le monde en 1978, 74 632 cas ont été notifiés
et 40 pays ont été atteints.

La dysentérie bacillaire

Maledie universelle trés contagieuse, épidémique ou endémique. Elle
est due d diverses espéces du genre Shigella. Elle se traduit par un syn-
drome gastro-intestinal plus ou moins grave. La forme majeure la plus grave
a pratiquement disparu de nos contrées. Ce qui s'observe ce sont des formes
mineures bénignes qui touchent essentiellement les collectivités enfantines.
En France, Shigella sommelest la plus courante, son origine est souvent
alimentaire plus rarement liée 4 une contamination de l'eau.

Elle rassemble des bactéries telles que des Salmonella autres que
celles responsables des typhoides décrites précédemment, des staphyloco-
ques pathogénes, des Clostridium perfringens. D'origine pouvant étre fécale
(Salmonetla) mais aussi cutanée (staphylocoques), elles sont responsables
des '"intoxications alimentaires', mais celles-ci ne peuvent résulter que de
l'absorption d'un nombre considérable de ces germes : L'aliment doit conte-
nir au moins 10° germes par gramme. De telles concentrations ne peuvent en
pratique étre obtenues directement dans L'eau, milieu pauvre, mais elles
peuvent survenir dans des aliments contaminés par une eau contenant une
faible quantité de ces germes.

Elle peut rassembler des germes qui, depuis peu de temps, semblent
devoir jouer un rdle non négligeable dans la pathologie hydrique ; deux
d'entre eux semblent plus particuliérement dignes d'étres cités : Yersinia
enterolitica et Vibrio parahemolyticus, ce dernier dans les eaux marines
en particulier.

On peut également citer un germe dont le réle est connu depuis
beaucoup plus longtemps, Mycobacterium tuberculosis - agent de la tuber-
culose - qui peut provoquer des affections tuberculeuses aprés avoir été
absorbé dans des circonstances tout & fait exceptionnelles.

Parmi les bactéries de ce type, les letospires, seules, présentent
un jntérét pratique pour les pays d'Europe occidentale (L. icterohaemorrha-
giae, L. canicola, L. pomona,...).

Pasteurella tularensis - agent de la tularémie - est a L'origine de
maladies hydriques dans les pays nordiques (Canada) ou de L'Europe orien-
tale (U.R.S.S.).



La leptospirose

C'est une maladie de l'animal qui n'est qu'accidentellement trans-
mise d L'homme. Son agent, le leptospire, est une bactérie hélicoldale de
grande taille, 20 & 30 microns, particuliérement sensible 4 la dessication,
d la dissémination universelle. La maladie se transmet de vertébré & ver-
tébré, 1'homme n'est qu'un chainon terminal et ocecastionnel, la contamina-
tion inter-humaine est pratiquement inexistante.

geurs. Des animaux domestiques peuvent E€tre porteurs sains. Les leptospires
dans l'organisme sont localisés dans le parenchyme rénal, 1ls sont excrétés
par les urines pendant des mois et parfois méme des années. Les fomes patho-
génes, lorsqu'elles sont éliminées dans 1l'eau peuvent conserver pendant un

temps Llimité leur virulence et &tre l'occaston d'une contamination humaine.

Les loisirs, baignade ou péche en eau douce sont L'origine la plus
courante, expliquant la recrudescence saisonniére de l'affection pendant
les mois chauds. La maladie se présente sous des aspects divers, parfois
grave, parfois bénigne.

Ce dernier groupe rassemble les bactéries susceptibles de provoquer
surtout des infections cutanées ou cutanéo-muqueuses. Elles ne traversent
pas la peau, mais se fixent sur des téguments altérés ou mugueuses irritées,
et provoquent des suppurations et infections locales. Jouent un réle impor-
tant : Pseudomonas aeruginosa, Staphylococus aureus, mais aussi certaines
espéces de Streptococcus, d'Aeromonas, et de nombreux autres germes. Ces
microorganismes peuvent provenir dans une certaine mesure des matiéres féca-
les (Pseudomonas aeruginosa), mais le plus souvent de suppurations rhino-
pharyngées ou cutanées (Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus ou
autres pyogenes). On ne doit pas négliger non plus L'action de certaines
mycobactéries atypiques comme agents de granulomes ou de suppurations cuta-
nées.

2.3. LES LEVURES ET CHAMPIGNONS

On trouve fréquemment dans les sédiments marins, et en particulier
dans les points les plus exposés a une contamination humaine, des champi-
gnons ou levures dont certains peuvent €tre pathogénes pour L'homme et pro-
voquer notamment des affections cutanées. Quelques-uns de ces microorganis-
mes peuvent avoir une origine fécale, tel Candida albicans ; la plupart sont
des champignons dermatophytes ayant une origine cutanée.

Les dimensions sont évidemment trés variables, les mycelium ont
généralement plusieurs microns de large, et se prolongent parfois sur
plusieurs centaines de microns ; les spores ont généralement quelques
microns de diametre.

2.4. LES PROTOZOAIRES

Parmi les nombreux protozoaires pathogénes pour L'homme, on peut citer
en particulijer : Entamoeba histolytica (Rhizopode, agent de La dysentérie ami-
bienne), Giardia intestinalis (Flagellés), et Balantidium coli (Infusoires).
Tous trois provoquent des troubles intestinaux parfois de grande gravité. Ils
sont éliminés par les matiéres fécales, notamment sous forme de kystes trés
résistants. L'homme est infecté par voie digestive.



La dysentérie amibienne

Elle est due & un Rhizopode : Entamoeba histolytica, amibe de 20 &
30 microns de diamétre. Elle est contagieuse par l'intermédiaire de l'eau,
d sa phase chronique ou sont rejetdes les formes kystiques, trés résistan—
tes dans les milieux extérieurs. Les Kystes peuvent se conserver dans l'eau
15 jours 4 3 semaines et sont insensibles au chlore aux doses courantes
utilisées pour la désinfection des eaux ; 1ls sont par contre arrétés par
les filtres.

L'amibiase sévit actuellement dans les régions chaudes et humides
et dans les régions tropicales. De petites épidémies s'observent dans les
pays tempérés 4 partir de cas importés, spécialement dans les ports et
centres industriels groupant une main d'oeuvre étrangére.

L'entérocolite 4 Giardia

Elle résulte de la présence dans l'intestion de Giardia intestinalis,
flagellé piriforme de 10 & 20 microns de longueur, éliminés avec les matiéres
fécales des kystes sont trés résistants dans le milieu extérieur. Ils résis-—
tent 4 des températures supérieures & 60°, et une teneur en chlore résiduel
de 5 mg/l pendant 60 minutes est nécessaire pour les détruire.

La dysentérie balantidienne

Cette maladie répandue dans le monde entier provient de la présence
dans l'intestin de Balantidium coli, infusoire de 20 4 200 microns de long
sur 20 a 70 de large, parasitant 1'homme, le porc et divers singes. L'infec—
tion est chronique et dure plusieurs années. La forme libre ne peut se mul-
tiplier que dans des conditions favorables (pH alcalin notamment), mais en
l'absence de celles—ci, 11 se forme des kystes de 50 & 60 microns de diamétre
trés résistants, qui assurent la conservation de l'infusoire d l'extérieur
et constitue la forme d'infestation.

La méningo-encéphalite amibienne

~

Elle n'est pas vraiment une affection due & une pollution artifi-
citelle de l'eau, toutefois elle mérite d'étre signalée en raison de sa
connaissance récente et de sa gravité. Son agent est une amibe courante du
milieu ambiant Naegleria fowleri. La pénétration du parasite se fait par
les voies respiratoires supérieures. Pour des raisons indéterminées, chez
certains sugjets, l'amibe déclenche une méningo—encéphalite suraigiie. L'évo-
lution est fatale le plus souvent en quelques jours. Les premiers cas de
guérison ont été obtenus en 1978 grdce au diagnostic et au traitement pré-
coce, une quarantaine de cas sont connus.

2.5. LES VERS

Le cycle des helminthes est souvent complexe, nécessitant parfois le
passage de certaines formes larvaires sur des hotes intermédiaires. Disons
simplement que les modes d'infestation sont extrémement variés : soit absorp-
tion d'oeufs ou de larves, ou méme de mollusques qui sont des hdtes intermé-
diaires hébergeant les larves ; soit pénétration de larves & travers la peau.
La plupart des maladies provenant d'infestation par les vers dans les pays
tempérés sont en général relativement bénignes. Par contre, dans les pays
chauds beaucoup sont d'une grande gravité.



2.5.1. Verns contaminant par_vodie digestive sans passage par _hote

Dans les régions tempérées, les vers agents de maladies parasi-
taires les plus fréguemment rencontrées appartiennent aux genres Enterobius
(oxyures), Ascaris, Trichuris (trichocephales). Les oeufs sont éliminés par
les matieres fécales. Pour les oxyures, les oeufs sont pondus embryonnés et
sont donc directement infectant, ce qui fait gque la contamination est le
plus souvent directement fécale-orale ; la transmission par L'eau, possible,
est plus rare, d'autant que la survie de l'oeuf embryonné dans l'eau est
courte. Pour les autres vers, ascaris et trichocephale, lLes oeufs s'embryon-
nent dans Ll'eau ou la terre humide aprés leur émission ; la résistance de
ces oeufs est considérable (plusieurs années).

Les deux vers les plus courants dans les pays chauds mais aussi dans
nos régions tempérées sont les anguillules (genre : Strongyloides) et ankulo-
stomes (genre : Ancylostoma). Les oeufs d'ankylostome et les embryons des
Strongyloides sont rejetés avec les matiéres fécales et donnent des larves
infectantes qui pénétrent dans L'organisme en traversant la peau, et détermi-
nant des troubles cutanés ou généraux constituant ('anguillulose et L'ankylo-
stémose (maladies fréguentes dans les pays chauds, et chez les mineurs dans
les pays tempérés).

L'eau peut jouer un rdle dans la transmission des Cestodes parasites
(Echinococcus granulosis - responsables du kyste hydatique et les vers soli-
taires Taenia saginata, Diphyllobotrijum) mais ce rbéle est particuliérement
important pour les vers responsables de deux affections graves : la douve,
maladie de nos régions, et la dracunculose, maladie des pays chauds.

La douve du foie

Cette maladie est due 4 un certain nombre de genres appartenant d
l'ordre des Trematodes. Le ver parasite des animaux domestiques. Les oeufs
donnent naissance d des embryons ciliés (miracidium) dans le milieu extérieur
aquatique, et ces embryons des mollusques, hdtes intermédiaires, (Limmée, ou
Bithynia). Aprés transformation et multiplication, ces miracidium donnent
natssance d des cercaires qui s'enkystent dans l'eau mais aussi 4 la surface
de plantes aquatiques tel le cresson, et pour certains genres, dans les mus-—
cles des poissons. L'homme ou le bétail est contaminé en buvant l'eau des
mares, en consommant ces végétaux ou les poissons. Chez l'homme, la maladie
n'a, en France, qu'une diffusion restreinte, mais elle est trés répandue dans
les troupeauz.
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Les Tenia (T. Solium=chez porc ; T. Saginata - chez boeuf)

Les oeufs sortant de l'intestin de 1'homme sont avalés par l'hdte
intermédiaire (porc ou boeuf). Les embryons sont libérés par le suc diges-
tif et donnent des larves (cystiarques) qui se fixent surtout dans les
muscles. Par consommations de viande 1 'homme s'infecte.

La dracunculose ou ver de Guinée ou filariose de Médine

La dracunculose est une maladie strictement humaine, d transmission
exclusivement hydrique. L'homme est l'hdte définitif de l'adulte : le ver
femelle qui mesure un métre environ, vit dans leg couches profondes d'un
membre inférieur le plus souvent. A maturation, le ver émigre vers le tissu
cellulaire sous—cutané, perfore la peau, et émet ses larves d l'extérieur.
Celles—ci sont absorbées par leur hdte intermédiaire, un "cyclops', dans
L'organisme duquel elles devienmnent infectantes. L'homme se contamine en
ingérant le cyclops avec son eau de boisson.

La maladie sévit en Afrique équatoriale et tropicale, au Moyen-
Orient et dans la zone ouest des Indes.

Un ver plat, appartenant & L'ordre des trematodes, du genre Schisto-
soma, est responsable d'une maladie chronique, découverte déja dans les momies
égyptiennes datant de 1000 avant J.C. et affectant de nos jours plus de deux
cent millions d'individus.

La Bilharziose (ou schistosomiase)

Cette maladie des pays chauds et en voie de développement est exclu-
sivement transmise par de l'eau douce polluée.

La voie cutanée est le seul mode de propagation : il suffit d'un
contact avee l'eau, partiel ou de courte durée, pour que le parasite puisse
perforer la peau et s'introduire dans 1'organisme.

Trois espéces de Trematodes sont en cause : Schistosoma mansoni et
Schistosoma japonicum sont & localisation intestinale, Shistosoma hoematobium
d localisation génito-urinaire ou vésicale.

Le cycle évolutif du parasite est extrémement complexe. La forme
adulte vit dans les gros vaisseaux d proximité de la vessie ou de l'intestin.
Leurs oeufs sont excrétés dans les féces ou l'urine. Ils ne pourront éclore
que s'ils sont au contact d'une nappe d'eau douce ensoleillée et d une tem-
pérature de 25 4 30°C. Dans ces conditions, ils donneront naissance en 2 d
3 jours d une larve "le miracidium" qui devra rencontrer, pour poursuivre
son cycle évolutif, un mollusque hdte temporaire vivant dans les eaux tran-
quilles. C'est celui-ci qui émettra dans l'eau par milliers les larves infec-—
tantes ou cercaires qui nageront dans l'eau 4 la recherche de leur hbte défi-
nitif, 1'homme.

La lutte réside essentiellement dans la destruction des mollusques et
des plantes sur lesquels ils se fixent ; mais son application se heurte d
beaucoup de difficultés.
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L'information des populations sur le risque fécal et 1'opportunité
des moyens de protection : moyen de protection : port de bottes pour les
travaux dans les riziéres ou dans les zones d'irrigation serait pour les
adultes la metilleure prophylaxie.

2.6. CONCLUSION

Cette description des microorganismes pathogénes montre qu'ils
sont trés variés :

~- en taille - depuis les virus (quelques nanometres) aux oeufs et larves
des vers (prés de 1 mm),

- en résistance - de certaines bactéries fragiles aux kystes de vers et de
protozoaires, trés résistants,

- par le mode d'infestation de l'homme : voie orale, voie transcutanée,
action locale sur les téguments et les mugueuses,

- par l'origine de lLa contamination : fécale le plus souvent, mais aussi
urinaire ou cutanée.

IL convient d'insister sur ce dernier point : les agents des mala-
dies hydriques sont & de rares exceptions prés des hdtes de L'intestin
humain ou animal. Ils sont rejetés dans le milieu extérieur essentiellement
par les matiéres fécales, par des sujets malades en période d'état d'incu-
bation ou de convalescence, par de porteurs sains non connus ou sujets
présentant une affection cliniquement inapparente, en nombre souvent beau-
coup plus élevé gue celui des malades. Ce point essentiel expligue toutes
les actions entreprises pour assurer la qualité des eaux destinées a usages
sanitaires - sj bien qu'on oublie parfois qu'il y a d'autres sources de
contamination.
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3. ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE SOMMAIRE DES MALADIES D'ORIGINE HYDRIQUE

Les principaux germes pathogénes ayant été décrits, ainsi que som-
mairement lLes maladies qui en résultent et les modalités par lesquelles
celles-ci peuvent étre contractées, il convient d'étudier les données épi-
démiologiques qui permettent de définir L'importance du risque sanitaire
provenant de ces germes. Le risque est évidemment différent selon la voie
de contamination, et selon que celle-ci est directe ou indirecte.

3.1, NOTIONS PERMETTANT D'APPRECIER LE RISQUE EPIDEMIOLOGIQUE

Deux notions sont a définir pour apprécier le risque épidémiologi~-
que.

3.1.1. Dose minimale infectante

3.1.1.1. Difficulté de la détermination de la dose minimale

— e — e m—— e ot e mm e e e e A m— e e m— — e Saa e —

Le déclenchement d'une maladie ne dépend pas de la pénétration dans
L'organisme ou les téguments, d'un seul des microorganismes cités précédem—
ment : jl dépend souvent d'un nombre minimum de ces microorganismes. Mais
en réalité, la détermination précise d'une dose minimale infectante (D.M.I.),
pour un organisme donné, est extrémement difficile ; les résultats obtenus ne
sont guére reproductibles et leur interprétation doit &tre prudente.

En outre, les rapports doses-effets varient en fonction de divers
facteurs, notamment : les souches utilisées, les modalités d'administration
ou L'état physique de L'individu infecté.

Avec des écarts importants entre des résultats obtenus pourtant avec
les mémes souches, la D.M.I. peut étre établie entre 103 et 10° dans le cas
de Shigella dysenteriae ou flexneri, entre 10° et 107 dans le cas de Salmo-
nella typhi, au-dela de 108 dans le cas d'Escherichia coli entéropathogéne.
A une souche "Inaba' de Vibrio cholerae correspond une D.M.I. de 10" si
L'absorption en est faite avec du NaHCO3 , et de 10% en L'absence de ce sel.

BRADLEY et FEACHMEN estiment aprés étude de documents bibliographi-
ques (1978) que la D.M.I. est inférieure 3 102 pour Entamoeba histolytica,
Girardia lamblia, Balantidium coli, Enterobius, qu'elle est de 10" pour les
Shigella, et supérieure & 10% pour Salmonella typhi et les autres Salmonella,
Yersinia, Escherichia coli souches enteropathogénes, Vibrio cholerae.

En ce qui concerne les virus, il y a une dizaine d'années on estimait
qu'une seule particule virale pouvait €tre contaminante, mais des essais menés
notamment sur de jeunes enfants avec du virus polio atténué contredisent cette
assertion. On estimerait actuel lement que la D.M.I. devrait étre au moins éga-
le & 103 unités virales formant plage.
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3.1.2. Varndiation de fa_concentration des microorganismes pathogénes

Il est difficile de dénombrer exactement La concentration en micro-
organismes pathogénes au Lieu méme de l'utilisation. Il est parfois plus
facile en partant d'une estimation en un Lieu donné d'apprécier la concen-
tration en un autre point en tenant compte par exemple de la dilution, mais
aussi de la durée de survie ou des possibilités de multiplication de ces
microorganismes.

Nous n'insisterons pas sur la dilution, étudiée dans de nombreux
modeles mathématigues, qui doit tenir compte non seulement de la distance
mais aussi des courants dans les eaux de surface de grandes étendues, lacs
OuU eaux marines.

La notion de survie des microorganismes préte & discussion.

En milijeu aquatique, les bactéries fixées sur des particules plus
grosses, peuvent étre entrainées dans les sédiments. Les virus fixés sur
ces bactérijes peuvent sédimenter avec elles. Dans ce cas, plutdt gque de
parler de "mortalité", il serait préférable de parler de "disparition'.

Plus importante que la notion de diminution, est celle de multipli-
cation, qui tend a sous-estimer le risque. Cette multiplication est excep-
tionnelle dans les milieux naturels.

Les virus ne peuvent pas se multiplier lors des cellules vivantes.
Les bactéries pourraient le faire si dans ces milieux se trouvaient des
substances nutritives et des conditions favorables.

Les protozoaires ne se multiplient pas en dehors de L'héte. Dans le
cas particulier des helminthes, lorsqu'il n'y a pas passage chez des hodtes
intermédiaires, il n'y a pas multiplication des oceufs dans le milieu naturel.
Par contre, lorsque le cycle comporte un passage chez ces hotes, tels les
mollusques, celui-ci peut correspondre & la naissance d'un treés grand nom-
bre de formes transitoires du développement du parasite.

En dehors de cette multiplication dans lL'eau qui contamine direc-
tement L'homme, il faut signaler lLes multiplications ou concentrations qui
se produisent dans les aliments contaminés par L'eau (multiplication dans
le lait contaminé, ou concentration par filtration par les hujtres, par
exemple).

3.2, DONNEES EPIDEMIOLOGIQUES

Les données précédentes permettent de dégager quelques conclusions
théoriques. Par exemple, on envisage difficilement que les maladies qui
exigent pour se manifester l'absorption orale d'une D.M.I. élevée de bacté-
ries (telle que 10° ou 10%) puissent, sauf exception, résulter d'une bai-
gnade. Il semble par contre plus facile de voir se développer des maladies
dues & des protozoaires, voire des virus, dont La D.M.I. semble en général
plus basse.
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Aux U.S.A., Lle "CENTER FOR DISEASE CONTROL'" d'ATLANTA (GEORGIE) pu-
blie les statistiques des maladies et épidémies reconnues d'origine hydrique.
Au cours des années 1972-73-74, 80 épidémies de cette origine furent recen-
sées : 19 étaient dues 3 des Salmonella et des Shigella, 12 & des Giardia,

13 étaient des hépatites infectieuses ; en outre 9 relevaient d'intoxications
chimiques, et pour les 27 derniéres, on ne put identifier L'agent toxique ou
infectieux.

On constate que parmi les maladies hydriques "historiques', le cholé-
ra a disparu, mais les typhoides et dysentérie bacillaires subsistent encore ;
elles ne représentent toutefois qu'une faible proportion du total alors que
sont apparues des maladies '"nouvelles', comme L'hépatite infectieuse, l'enté-
rite a Giardia. S'agit-il vraiment de maladies nouvelles, ou de maladies que
les progrés du diagnostic clinique et microbiologique ont permis d'identi-
fier et d'extraire du lot des maladies hydriques 'd'origine inconnue".

L'expérience semble montrer que typhoides et hépatites infectieuses
sont sans doute les maladies les plus importantes, du moins parmi les affec-—
tions présentant une gravité certaine,

Les maladies envisageables sont de trois ordres : les maladies inter-
nes provenant soit d'une absorption orale, soit d'une infestation transcutanée,
et les maladies externes, cutanéo-muqueuses, résultant du contact avec l'eau.

Des études prospectives conduites aux U.S.A. sur ce dernier modéle
ont montré que s'il y a plus de troubles gastro-intestinaux chez les nageurs
fréquentant des eaux polluées que chez ceux se baignant dans des eaux peu
contaminées, les troubles sont cependant d'intensité minime, n'entrainant
qu'exceptionnellement un repos a domicile, et jamais d'hospitalisation.

Ce n'est gue dans des cas exceptionnels qu'une relation précise a
eté évoquée entre la présence de pathogénes dans une eau de surface et une
épidémie, et souvent la relation n'a pas été établie de fagon indubitable.

3.2.2.2. Affections_internes transmises par voie transcutanée
Aux U.S.A., 119 cas de leptospiroses furent rapportés en 1975 : 36
soit 30 % étaient vraisemblablement dus au contact avec des eaux souijllées
par des urines de bétail et cela explique que le mode de contagion le plus
fréquent dans ce cas est la baignade dans de petits étangs non protégés
d'une telle souillure.

En France, sur 150 dossiers hospitaliers de leptospiroses, entre
1972 et 1977 il fut établi que la maladie avait été contractée dans 42 cas
au cours de baignades, et dans 30 cas au cours de parties de péche. Parmi
ces 72 cas, 61 ont été contractés en juillet, aolt et septembre.
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3.2.2.3. Affections externes
Elles sont nombreuses et d'origines variées. Aux U.S.A. et au Canada,
mais aussi en Europe, de nombreux cas de dermatites ("géle des nageurs") sont
dus a l'action sur la peau de cercaires de certaines Schistomosa, parasites
d'oiseaux aquatiques.

De nombreuses publications relatent des infections des muqueuses ocu-
laires, de L'appareil auditif externe, de plaies cutanées, par des bactéries,
dont les plus importantes semblent appartenir aux genres Aeromonas, Pseudomo-
nas (P. aeruginosa), Mycobacterium, et dans le cas de l'eau de mer au genre
Vibrio (V. parahaemolyticus ou V. alginolyticus).

Enfin, le réle des levures et des champignons dermatophytes ne parait
pas négligeable dans les affections cutanées de cette origine.

Les données sont extrémement nombreuses concernant entre autres les
typhoides et les hépatites infectieuses succédant a des consommations de
coquillages ou d'huitres. Cela s'explique aisément du fait que les huitres
concentrent ces microorganismes en proportion importante.

Si typhoides et hépatites sont les deux affections les plus impor-
tantes transmises par les huitres ou coquillages contaminés, on ne peut pas
passer sous silence les affections a Vibrio parahemolyticus qui semblent
jouer un rdle de plus en plus important.

De nombreux cas de maladies infectieuses ont été considérés comme
résultant de la consommation de lLégumes ou fruits crus, aprés arrosage ou
irrigations par des eaux usées brutes : pour certains 8 % des hépatites
virales d'origine alimentaire résulteraient de consommation de ce type
(légumes notamment irrigués avec des eaux usées).

Des expériences en Israél ont montré que la morbidité de la popula-
tion est plus forte lorsqu'on utilise pour les travaux agricoles des eaux
usées non traitées au lieu d'eau de bonne qualité microbiologique.

De méme, on a constaté que La morbidité du bétail était plus élevé
lorsque les prairies sont jrriguées avec des eaux usées non traitées.
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4. APPRECTATION DES RISQUES SANITAIRES RESULTANT DE LA PRESENCE DES MICRO-
ORGANISMES PATHOGENES DANS LES EAUX AU STADE DE LEUR UTTLISATION (EAUX
"NATURELLES” ou "TRAITEES”)

Le dénombrement direct au point d'utilisation, ainsi que dans l'eau
usée elle-méme est généralement difficile & réaliser : les pathogénes sont
ta plupart du temps peu nombreux et presgue toujours accompagnés de germes
divers en quantité beaucoup plus importante rendant techniquement treés déli-
cate la numération du seul pathogéne recherché.

On est amené a rechercher souvent, non pas les germes pathogénes
eux-mémes maijs certains germes indicateurs soit d'une contamination, soit
d'une possibilité de contamination par ces pathogénes.

L'utilisation de ces indicateurs (ainsi d'ailleurs que lLes recher-
ches de pathogénes eux-mémes) sont & envisager dans deux circonstances :

- dans une eau naturelle non traitée, pour apprécier les risgues courus par
son utilisation, et pour prendre éventuellement les mesures nécessaires,

- dans une eau traitée, pour apprécier La contamination résiduelle et éva-
luer L'efficacité du traitement institué.

4,1, UTILISATION DES INDICATEURS DE POLLUTION

On a vu que la trés grande majorité des microorganismes pathogénes
sont d'habitat fécal. Déterminer une présence de pollution fécale dans une
eau d'alimentation, apprécier L'importance de cette pollution dans une eau
de surface ou une eau usée qui s'y déverse sont donc des actions d'un inté-
rét hygiénique considérable. D'ou l'importance des indicateurs de pollution
fecale.

4.1.7. Indicateuns fécaux

Certaines bactéries, en particulier les Escherichia coli, mais aussi
certains germes voisins rassemblés sous le vocable de coliformes fécaux ain-
si que les streptocoques fécaux sont des germes qui ne se multiplient que
dans L'intestin de L'homme ou de certains animaux a sang chaud.

La proportion des catégories de germes fécaux varie dans les égolts
en fonction de Ll'origine des matiéres fécales qui s'y déversent. D'une fagon
trés générale, on peut admettre que la teneur d'un égolt urbain en colifor-
meg fécaux est de l'ordre de 105 3 107 et en streptocoques fécaux de 10° 3
10°.

On peut admettre que dans une eau réceptrice, la plus ou moins grande
concentration de coliformes fécaux permet d'apprécier L'importance de la
contamination fécale, alors que L'importance de la concentration en strepto-
coques fécaux montre L'impact d'eaux usées subissant une contamination plus
spécialement d'origine animale.
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Des Limites réglementaires peuvent donc étre fixées en fonction
de la présence ou de la concentration de ces germes indjcateurs.

C'est ainsi qu'une eau naturelle utilisée directement pour l'ali~-
mentation humaine doit absolument étre & L'abri de contamination fécale.

Mais dans une eau naturelle de surface destinée a des utilisations
a implication sanitaire, directes (baignades) ou indirectes (conchylicul-
ture, irrigation), on ne peut exiger une absence compléte de pollution fé-
cale. La limite acceptable de cette pollution fécale, doit tenir compte de
L'importance du risque de concentration en pathogénes.

Deux cas peuvent se présenter :

- dans L"un, on redoute un danger imprécis provenant de pathogénes non pré-
cisés, voire mal connus, sinon inconnus,

- dans l'autre, on redoute un danger résultant de la présence de pathogénes
fécaux bien déterminés, et L'établissement de valeurs Limites dans la
concentration d'un indicateur dépend de la relation entre les concentra-
tions de l'indicateur choisi et du pathogéne envisagé.

Une application de ce premier cas est la fixation de concentrations
Limites pour certains indicateurs fécaux dans une eau naturelle, en particu-
lier une eau de surface (directive du Conseil des Communautés européennes
du 16 juin 1975), en vue de son utilisation pour la transformer en eau d'ali-
mentation, apreés un traitement approprié.

Bijen qu'on puisse établir une relation entre les concentrations en
pathogénes et les concentrations en indicateurs, en une période donnée cor-
respondant & une situation sanitaire normale et en une région donnée, une
telle relation ne peut étre établie de fagon générale.

De nombreux travaux, notamment dans le cadre des eaux destinées aux
loisirs, ont tenté d'établir des relations entre concentration en coliformes
fécaux et fréquence de lLa présence de Salmonella ou de virus entérique. On
constate, certes, que plus il y a de coliformes fécaux, plus les chances de
présence de ces pathogénes augmentent, maijs il n'est pas fait état générale-
ment de la concentration en ces pathogénes, ce qui est essentiel pour établir
le risque, méme avec l'incertitude des doses minimales infectantes. On cons-
tate également que méme pour des teneurs trés faibles en coliformes fécaux,
il y a des chances de présence de Salmonella non négligeables.

Les seules relations valables sont celles qui sont établies sur des
bases épidémiologiques, c'est-a-dire établies entre les concentrations en
coliformes fécaux (ou autre indicateur) et la fréquence de maladies caracté-
risées ou, a défaut, de syndromes cliniques isolés.
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Les indicateurs fécaux ne présentent théoriquement d'intérét que
vis—-a-vis de microorganismes pathogénes d'origine fécale.

Cependant, provenant généralement d'origine humaine, les coliformes
fécaux peuvent éventuellement dans une certaine mesure faire envisager la
possibilité de poliution non obligatoirement fécale, mais d'origine égale-
ment humaine.

Le seul autre type d'indicateur utilisé est le "dénombrement bac-

térien global" qui n'a de valeur gue dans le domaine des eaux potables et
qui constitue un signal d'alarme plus précoce que L'indicateur fécal.

Intérét des "dénombrements bactériens" comme indicateurs de pollutions

Tout passage possible bactérien ou viral du sol vers la nappe laisse
place d une éventualité de passage de bactéries fécales donc de bactéries
pathogénes, ou également de bactéries pathogénes non fécales.

A défaut d'indicateurs constitués par des espéces définies, on utilise
des tests globaux de dénombrements bactériens. Ce n'est plus alors l'identité
d'un microorganisme qui joue un rdle mais sa taille qui conditionne sa retenue
éventuelle par le filtre naturel que présente le sol ; des variations notables
de la population surtout en période pluvieuse, et surtout dans la fraction de
la flore qui pousse 4 37°, témoignent done d'une pénétration des bactéries de
la surface du sol. La recherche de telles indications est préconisée dans les
textes réglementaires de 1962 concernant les eaux de distribution publique.

Mais le facteur "taille" n'est pas seul en cause. Dans le cas des
virus, les phénoménes d'adsorption liés d la surface et d la structure jouent
un rdle essentiel. Aussi, non seulement les bactéries ne peuvent servir d'in-
dicateur, mais 1l n'est pas possible, a priori, d'extrapoler d'un virus d
l'ensemble de ceux—cti.

4.2. UTILISATION DES INDICATEURS D'EFFICACITE DE TRAITEMENT

vérifier L'efficacité d'un trajtement par un abattement de la concen-
tration en pathogénes avant et aprés celui-ci est l'attitude qui parait logi-
gue. Elle n'est pas cependant sans inconvénients ; inconvénients pratiques :
la teneur en pathogénes est souvent trés faible et il n'est pas facile tech-
niguement d'apprécier des différences qui soient statistiquement valables ;
inconvénients théoriques : dans le cas ou le traitement est préventif et
destiné & assurer L'élimination des pathogénes, s'il devait en survenir (cas
fréquents dans les traitements d'eau destinée & l'alimentation), on ne pour-
rait en L'absence des dits pathogénes vérifier L'efficacité éventuelle de ce
traitement.

Ainsi, on apprécie l'efficacité d'un traitement a L'aide de micro-
organismes indicateurs dont L'élimination ne constitue pas en soi la finalité
de ce traitement.
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Le choix des indicateurs doit étre fait avec beaucoup de prudence.
Un indicateur d’efficacité de traitement doit en effet se comporter vis-a-
vis d'un traitement, qui doit €tre bien précisé, de méme facon que le pa-
thogéne que l'on veut éliminer, et son choix nécessite une vérification
expérimentale sérieuse.

Le choix des indicateurs dépend de l'utilisation de l'eau et de
'efficacité exigée du traitement (facteurs généralement en liaison étroite),
ainsi que de la nature de ce traitement. Il est trés difficile de donner des
régles générales.

Ve e o - —— — —— T e et e mme - — ——

Ces procédés utilisent les différences de taille, de poids entre les
divers microorganismes ainsi que les phénoménes d'adsorption.

L'éelimination totale ne peut €tre réalisée que par quelques rares
procédés comme l'ultrafiltration. La vérification de L'efficacité se fera
par la recherche de n'importe quel microorganisme qui doit €tre négative,
puisque tous doivent étre arrétés. Il faut cependant prendre garde a ne pas
confondre une recontamination de l'effluent aprés le trajtement (extrémement
facile dans une atmosphére non stérile), avec une défaillance de celui-ci.

L'élimination partielle tendra le plus souvent & sélectionner les
microorganismes en fonction de leur poids (décantation) ou de leur taille
(filtration). Mais des phénoménes annexes jouent un réle non négligeable :
des microorganismes de petite taille et de faible poids (bactéries et
virus) pourront s'adsorber sur des particules lourdes ou sur les parois des
pores et étre entrainés au cours de la décantation, ou bien retenus par la
filtration. L'efficacité peut, dans une certaine mesure, €tre appréciée par
le passage ou non de quelgues éléments caractéristiques, faciles a déter-
miner : oeufs de parasites, bactéries (dénombrements totaux) ou spores
(notamment de Clostridium sulfito-réducteurs plus faciles a mettre en évi-
dence).

— o — — — ——

Ces procédés utilisent soit des agents chimiques (chlore, bioxyde
de chlore, brome, iode, ozone, etc...) ou physiques (rayons U.V., radiations
ionisantes, etc...) afin de détruire sans les séparer de L'eau, certains
microorganismes ; leur action s'exerce généralement plus intensément vis-a-
vis de certajnes espéces et il est rare qu'elle soit Llimitée strictement a
une seule espéce ou & un seul genre. Mais les variations dans la résistance
vis—a-vis d'un agent de traitement, méme pour un genre ou une espéce, sont
trés grandes.

Dans une certaine mesure, on peut accepter quelques analogies de
comportement entre certains genres bactériens (Escherichia coli et Salmonella
par exemple vis—-a-vis des désinfectants oxydants) mais on ne peut étendre
cette assimilation aux kystes de parasites, oeufs d'helminthes ou aux virus.
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Ainsi le choix largement préconisé des coliformes fécaux comme test
d'efficacité de traitement est un choix souvent dangereux s'il est mal in-
terprété. Mais il peut servir d'indicateur de bon fonctionnement du disposi-
tif de traitement.

D'une fagon générale, L'exigence de similitude de comportement entre
l'indicateur d'efficacité de traitement et le pathogéne que l'on veut élimi-
ner peut restreindre L'utilisation de ces indicateurs dans le cas ou L'on
est slr de la présence d'un pathogéne avant le traitement et ol L'on doit
s'assurer que celui-ci est totalement, et effectivement éliminé.

D'autres limites que celles résultant de leur spécificité doivent
€tre apportées a la signification des indicateurs d'efficacité.

Il convient notamment d'attirer L'attention sur le fait qu'un indi-
cateur ne témoigne que d'une réduction du nombre de microorganismes révivi-
fiables mais ne donne aucun renseignement sur le devenir de ceux qui survi-
vent, dans le cas ou L'élimination de ces microorganismes ne serait pas
totale. It a été montré en diverses circonstances que des microorganismes
soumis a une action désinfectante toxique, mais non tués, devenaient plus
résistants ; la destruction ultérieure de ceux-ci par action désinfectante
deviendrait ainsi plus difficile.

Les essais d'efficacité ne permettent pas non plus de juger de la
possibilité de multiplication éventuelle des pathogénes survivants dans le
milieu ambiant, si la composition physico-chimique du milieu le permet. Un
cas particulier, est L'installation sur un réseau de distribution d'eau
alimentajre d'un appareil adoucisseur & résines échangeuses d'ions : la
multiplication des bactéries y est intense.

4.3. DIFFERENCES ENTRE LES INDICATEURS D'EFFICACITE ET LES INDICATEURS
DE TRAITEMENT

L'hygiéniste et Ll'ingénieur doivent &tre conscients de la différence
fondamentale qui existe entre les indicateurs de pollution et les indicateurs
d'efficacité.

La confusjon entre ces deux types d'indicateurs est fréquente car
certains germes jouent, dans des circonstances différentes, les deux rédles.
Bien plus, certains indicateurs a priori non pathogénes peuvent dans cer-
tains cas &€tre également pathogénes.

C'est ainsi que les coliformes fécaux peuvent étre :

- des indicateurs de pollution fécale, & condition que le dénombrement soit
effectué en amont de tout traitement,

- des indicateurs d'efficacité de traitement, vis-&-vis de pathogénes bien
définis et pour un traitement déterminé, par dénombrement comparé en amont
et en aval du traitement,

- des pathogénes, si parmi les coliformes fécaux dénombrés, il y a un grand
nombre d'Escherichia colj enteropathogénes.
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beux exemples montrent quels dangers pourrait entrajner une confu-
sion entre les deux types d'indicateurs.

Signification des coliformes non fécaux dans une eau d'alimentation

Dans une eau destinée 4 l'alimentation, sans traitement, la régle-
mentation frangaise en vigueur exige L[ 'absence d'Escherichia coli car ce
germe témoigne d'une pollution fécale. Elle tolére cependant la présence de
coliformes non fécaux parce que ceux—ci peuvent vivre et se multiplier plus
spontanément dans les milieux naturels et ne sont donc pas obligatoirement
témoins spécifiques d'une pollution fécale.

Dans une eau 4 méme destination, mais traitée, la méme réglementa-
tion exige l'absence aussi bien de coliformes fécaux que de coliformes non
fécaux. La présence de coliformes non fécaur, sans gravité dans une eau non
traitée, signifie que si l'eau avant traitement contenatt des Salmonella, le
traitement n'aurait pas été capable de les éliminer.

Signification des coliformes fécaux dans une eau de surface destinée

ad la production d'eau d'alimentation

La directive du Comseil des Communautés européennes du 16 juin 1976
concernant les eaux de surface destinées d la production d'eau alimentaire,
propose (comme nombre guide) une limite dans la teneur des coliformes fécaux
dans ces eauzx.

S7 dans une eau superficielle on observe au point de prélévement une
concentration en coliformes fécaux supérieure d la limite de tolérance et
que l'on constate qu'elle provient d'un déversement en amont, faut—il consi-—
dérer qu'un traitement désinfectant de ce déversement, abaissant la concen-—
tration au~dessous de la limite, est une solution satisfaisante ? Certainement
pas, car on ne sait lL'efficacité de ce traitement vis—d-vis des pathogénes
non identifiés que l'on redoute ; un tel traitement serait donc dangereux car
11 donnerait une fausse séecurité ; 1l serait en outre inutile car vis—d-vis
des pathogénes actuellement connus, 1l ne pourrait étre que du méme type que
ceux utilisés pour l'eau d'alimentation, aprés son captage, dans des condi-
tioneg d'application techniquement bien meilleures.
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5. IDENTIFICATION ET DENOMBREMENT DES MICROORGANISMES (PATHOGENES QU INDICA-
TEURS) DANS L'EAU - PRECISIONS DES RESULTATS -~ SENSIBILITES DES METHODES -
DIFFICULTES TECHNIQUES EN FONCTION DE LA NATURE DE L'EAU

Les problémes techniques de L'analyse microbiologique consistent
essentiellement d'une part dans L'isolement, L'identification et le dénom-
brement d'une espéce bactérienne déterminée (ou d'un groupe d'espéces bac-
tériennes) parmi de nombreuses variétés de microorganismes l'accompagnant
dans l'échantillon d'eau & étudjer ; d'autre part dans le dénombrement de
ces espeéces.

Le premier de ces types de manipulatijons aboutit a un diagnostic de
"orésence" ou ''d'absence” dans le volume d'échantillon analysé. Il est sou-
vent utilisé, sans aller au-dela, pour lLa recherche des microorganismes
pathogénes dans un volume donné d'eau a étudier, et La recherche d'indijca-
teurs de pollution ou d'efficacité de traitement dans le cas de l'eau pota-
ble.

Le deuxiéme type de manipulation, plus complexe que le premier,
donnant en définitive un résultat guantitatif exprimé avec une plus ou moins
grande précision, est généralement utilisé pour évaluer lLa concentration en
germes indicateurs dans des eaux autres que les eaux potables, mais égale-
ment dans une certaine mesure, dans les eaux potables.

5.1. PRINCIPES - PRECISION ET SENSIBILITE DES PRINCIPALES TECHNIQUES DE
DENOMBREMENT DES BACTERIES

Pour cette étude générale, nous admettrons par L'hypothése que dans
l'eau a étudier il n'y a qu'une seule espéce de bactéries.

——— e - e e -

Deux méthodes trés générales de dénombrement peuvent étre utilisées :

- La premiére méthode générale consiste & inoculer des volumes variés d'eau &
étudier, dans des tubes de milieu de culture liguide adapté au germe a dénom-
brer.

En général, on utilise des séries de 3 ou 5 tubes, et le rapport des
volumes d'une série & lL'autre est de 1 a 10. Des tables statistiques, éta-
blies pour chaque systéme de répartition permettent d'évaluer un "nombre le
plus probable'" de germes présents dans 100 ml d'eau.

Ce type de méthode est connue soit sous le nom de "méthode des tubes
multiples", soit sous celui de "méthode du N.P.P.".

~ La deuxiéme méthode générale consiste a dénombrer des colonies isolées sur
milieu solide, chacune d'entre elles étant supposée provenir d'un seul
germe (ce qui est fréquemment inexact).
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Trois modalités d'ensemencement sont les plus couramment utilisées,
l'expression ''comptage des colonies' étant réservée a l'ensemble de ces
trois modalités techniques :

- La technique par étalement de la prise d'essai d'eau & analyser sur la
surface d'une gélose.

- La technique par filtration sur membrane ensuite déposée sur un milieu
gelosé.

- La technique par incorporation en gélose.

5.1.2. Precisdon _des méthodes

N'est envisagée dans ce paragraphe gue la précision relevant de
L'erreur aléatoire de distribution. Les deux grandes méthodes, N.P.P. et
comptage des colonies de ce point de vue sont trés différentes.

- Dans lLa méthode N.P.P., les tables statistiques indiquant ce N.P.P., indi-
quent également les valeurs supérieures et inférieures correspondant a un
intervalle de confiance (I.C) a 95 %.

Pour les 25 combinaisons les plus courantes correspondant au systéme
comportant trois tubes par série de dilution, les limites inférijeures va-
rient entre -64 et -86 %, et Les limites supérieures entre +124 7 et 494 7.
Pour les 53 combinaisons correspondant & cing tubes par dilution, les limi-
tes inférijeures ne sont guére différentes, entre -65 et -88 7%, mais les
limites supérieures sont beaucoup moins écartées du N.P.P. : elles se
situent entre 127 % et +268 7%.

Il faut remarquer que dans cette méthode, la précision varie selon
les types de combinaisons retenues pour la lecture et non pas en fonction
de la concentration bactérienne.

- Dans la méthode par comptage des colonies, la précision (facteur aléatoire)
varie en fonction du nombre de colonies comptées. C'est ainsi que si L'on
ne compte que 5 colonijes, elle est de =65 % a 134 7%, mais si L'on en compte
20 elle est de =55 % & +65 %. La précision s'améliore si L'on compte 50
colonies (=32 & + 36 %), 100 colonies (=22 & +24 %), 300 colonies (¥ 12 ).

La sensibilité d'une méthode peut étre envisagée a deux niveaux : ce
peut étre véritablement un seuil de détection, c'est-a-dire la concentration
minimale décelable selon les modalités opératoires données, indépendamment
de la précision envisageable & cette concentration, mais ce peut étre aussi
La concentration minimale comptable avec une exigence de précision donnée.

Pour la méthode '"N.P.P." la sensibilité est excellente. Lorsque le
plus grand volume choisi est de 10 ml, le seuil de détection est de 3 germes
pour 100 ml, dans un systéme de séries de 3 tubes ; de 2 germes pour des
séries de 5 tubes, et de 0,9 germes pour des séries de 10 tubes.

Pour la méthode par comptage de colonies, les limites de détection
varient selon les trojs modalités techniques envisagées, chacune d'elles
ayant des exigences différentes dans la limitation du volume de la prise
d'essai que L'on peut analyser.
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La technique par étalement en surface, lorsgu'on utilise des boites
de Petri de 100 mm de djamétre, exige que le volume de L'inoculum ne dépas-
se pas 0,1 ou a La rigueur 0,2 ml. Cela veut dire que le seuil de détection
minimum, c'est-a-dire une colonie se développant sur une boite ensemencée
avec 0,2 ml, correspond & une concentration de 500 germes/100 ml, mais au
niveau d'une précision de ¥ 35 %, par exemple lLe nombre de colonies comptées
doit étre de 50 au moins : L'ensemencement d'une seule boite ne permet donc
de déceler a ce niveau de précision que des concentrations supérieures a
25 000 germes par 100 ml.

La technique de filtration sur membrane accepte des prises d'essai
de volume trés important, on peut considérer comme normale la filtration
de volumes varjant entre 100 et 500 ml, c'est-a-dire correspondant & un seuijl
de sensibilité de 1 a 0,2 germes par 100 ml pour une seule membrane utilisée.

La technique par incorporation en gélose n'autorise pas en pratique
{'inoculation de volume supérieur a 1 ml, &3 la rigueur de 2 ml d'eau. C'est-
a~-dire qu'une seule boite inoculée avec 2 ml d'échantillon permet un seuil
de détection de 50 germes/100 ml, et de déceler avec une précision de ¥ 35 %
une concentration de 2 500 germes par 100 ml. Trois boites suffisent pour
abaisser cette concentration a moins de 1 000/100 mi.

5.2. PRINCIPALES DIFFICULTES DE L'IDENTIFICATION D'UNE ESPECE BACTERIENNE
DANS UN ECHANTILLON CONTENANT UNE GRANDE VARIETE DE MICROORGANISMES

Deux cas doivent &tre envisagés : celui des germes pathogénes et
celui des indicateurs.

e - - ——— - ——————— - ——— — ] ————— - T _———

—— " - —

Nous avons supposé dans le paragraphe précédent que dans L'eau il n'y .
avait gu'une seule espéce bactérienne. En réalité, il n'en est jamais ainsi,
et Lorsqu'on veut rechercher dans un volume donné la présence ou Le nombre
d'une espéce déterminée, il faut tenir compte de la présence des autres espe-
ces, en particulier dans les recherches de pathogénes

Cas d'une inoculation initiale en milieu Lliquide

Lorsqu'aprés L'incubation on décéle une pousse microbienne, il faut
alors :

1. Faire un étalement sur la surface d'une gélose d'isolement, pour obtenir,
par subculture, des colonies isolées les unes des autres parmi lesquelles
certaines sembleront correspondre 3 l'espéce (ou au groupe) recherché.

2. S'assurer que ces colonies, ou L'une d'entre elles au moins est pure.

3. Faire lLe diagnostic grace & des caractéres biochimiques ou sérologiques.

Lorsqu'on veut dénombrer lLe genre, on procédera a des ensemencements
selon la technique du nombre le plus probable, déja décrite et étudiée preé-
cédemment et sur chaque tube "positif" on procédera & L'identification selon
la méthodologie qui vient d'€tre résumée.
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Mais ce travail est considérable. Aussi souvent se contente-t-on
d'un diagnostic "présomptif". Pour cela on choisit des milieux d'inocula-
tion permettant soit de mettre en évidence une propriété considérée comme
une des propriétés caractéristiques de l'espéce recherchée, soit d'inhiber
la pousse des bactéries autres que celles recherchées. Ces deux modalités
peuvent d'ajlleurs étre associées dans le méme milieu. Le plus souvent on
repique les miljeux d'inoculation "positifs” sur un second milijeu dont la
composition et les modalités d'incubation permettent d'accentuer cette
sélectivité. On qualifie de "milieu de confirmation" ces seconds milieux,
qui en fait ne condujsent qu'exceptionnellement & un diagnostic certain,
mais qui en pratique donnent une sécurité acceptable.

La difficulté de la recherche des germes pathogénes, tels les Sal-
monella, réside dans le fait gue leur nombre est généralement trés faible
en valeur absolue, mais aussi proportionnellement aux autres germes qui
les accompagnent. Souvent il faut étudier 1 litre voire 5 Llitres d'eau. On
est donc amené d'abord & effectuer une concentration (par filtration sur
membrane ou floculation avec un gel d'alumine) et & ensemencer sur des
milieux trés sélectifs.

Les difficultés précédemment décrites sont moindres dans le cas de
dénombrements d'indicateurs, et notamment d'indicateurs fécaux : il est
exceptionnel que L'on ait 103 germes pathogénes dans une eau d'égolt alors
que L'on a couramment 10® coliformes fécaux.

Cependant l'emploi des méthodes par comptage pose des problémes
Lorsque L'eau & analyser provient de milieux trés pollués. Actuellement,
la seule technique par comptage couramment utilisée est la filtration sur
membrane. Or il se produit dans ces eaux polluées des phénoménes de colma-
tage qui sont plus ou moins génants selon les milieux utilisés, et qui sont
responsables de résultats entachés d'erreurs importantes par défaut. Il y a
donc dans ces cas des différences notables entre les résultats obtenus par
te "N.P.P." et La méthode par comptage.

5.3. PRECISIONS DANS LA PRATIQUE DES DENOMBREMENTS BACTERIENS

Des essais de précision sur analyses ont été réalisés, soit a L'inté-
rieur d'un méme laboratoire par plusieurs techniciens, soit entre plusieurs
laboratoires, sur des eaux naturelles ou artificielles, faiblement ou forte-
ment polluées.

Les résultats de ces essajs permettent de tirer les conclusions
suivantes :

- dés que la concentration en germes permet de compter 30 ou 40 colonijes, la
précision des méthodes par comptage (étudiée par filtration sur membrane)
est nettement supérieure (deux fois au moins) & la précision de lLa méthode
par N.P.P.,

- pour les trés faibles concentrations ne permettant de compter qu'un petit
nombre de colonies, lLa différence de précision entre ces deux types de
méthode s'atténue et, lorsque ce nombre est trés faible, disparait,

ces résultats expérimentaux sont en accord avec les estimations théoriques
exposées en 5.1.,
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- la répétabilité d'une méthode (précision obtenue pour des analyses effectuées
dans le méme laboratoire) est nettement supérieure a la reproductibilité (pré-
cision obtenue pour des analyses effectuées dans des laboratoires différents) :
la répétabilité est deux fois supérieures a la reproductibilité dans le cas
étudie,

- d'une fagon extrémement générale, on peut actuellement attendre d'une analyse
de dénombrements d'indicateurs par filtration sur membrane, Lorsque lLe nombre
de colonies comptées est suffisant, une précision entre 20 et 80 %, pour des
limites de confiance & 95 %. Cette précision varie entre 50 et plus de 150 %

par La méthode du N.P.P.



“Transmission

Prévention possible

Maladie Agent Géographie Réservoir
inter-humaine| par l'eau Hygiéne Vaccination
BACTERIENNES (1)
Choléra Vibrio cholerae Asie - Afrique jHomme (selles) + + + + + + + + 4 +
Typhoide Salmonella typhi Mondiale Homme (selles) + 4+ + + + 4+ + + 4 + + +
et paratyphi
Dysentérie bacil- |Shigella... Mondiale Homme (selles) + + ¢ + + + 4 0
laire
Gastroentérite Colibacille Mondiale Homme (selles) + - + - + + + 0
Salmonelles, et Animaux
autres
VIRALES (2)
Poliomyélite Poliovirus Mondiale Homme (selles) + + + + + + 4+ + + +
Hépatite épidé- Virus A et B Mondiale Homme (selles) + + + + + + + + 0
mique
Diverses Coxsackie, Adéno- Mondiale Homme (selles) + + - + + 4 0
Réo - Rotavirus Animaux
PARASITAIRES (3)
Dysentérie ami- Amibe dysentérique|Régions chaudes|Homme (selles) + + + + + + + 4 0
bienne (Hystolytica) et humides
Dracunculose Filaire de Médine Afrique Homme 0 + + + puits 0
(sous-cutanée) (exclusif)
Distomatose Grande douve Europe Bovidés,ovidés,... 0 + + + |cressonniéres 0
(selles) (exclusif)
Parasitoses com- Giardia-Ascaris... Mondiale Homme (selles) + + et terre + + ¢ 0
munes

(1) - Aigués - épidémiques - intestinales.
(2) - Aigués - subaiguds - épidémiques - endémiques ou sporadiques - a manifestations polymorphes.
(3) - Chroniques - a début aigu, subaigu ou latent - endémiques ou sporadiques - digestives ou cutanées.




VOIE CUTANEO-MUQUEUSE

MALADIES TRANSMISSIBLES PAR L'EAU PAR

HOTE
MALADIES AGENT RESERVOIR INTERMEDIAIRE GEOGRAPHIE FREQUENCE
PARASITAIRES
Bilharziose Schistosomes :
. Hoematobium Homme (urines) Crustaceés Régions + + +

. Mansoni
. Japonicum

Homme et animaux
(selles)

Anguillule

—— ——

Homme (selles)

d'eau douce

- Régi
humi

chaudes et
humides

ons chaudes et
des

maladie socio-écono-
mique

Méningo-encéphalite "Naegleria gruberi" |Eaux superficielles - Cosmopolite environ 30 cas
amibienne probablement décrits

BACTERIENNES

Leptospirose Leptospires Rongueurs (urines) - Cosmopolite rare

Dermatile Bacille pyocyanique Ubiquitaire - Cosmopolite Quelques cas décrits

et autres




VOIES DE TRANSMISSION DES BACILLES TYPHO-PARATYPHOIDIQUES (1)

"PORTEUR

MATIERES

£ PANDAGE

FOSSES

TRANSHISSION

INDIRECTE

] TINETTES <

INFILTRATIONS

TOUT A

11

{———» PUITS
IVIE RE ~=

LEGOUT —[;—'R
MERJ

COQUILLAGES

TEMPORAIRE FECAL_ES
ASYMPTOMATIQUE —, =
MALADE —m—— o
"CONVALESCENT — P r“_-'_

w
3% = 8
=
- } wlx
CHRONIQUE E o
i «
A "*
HONNME
RECEPRPTIF

EAY
¢ 1 BALIMENTATION

(1) Extrait de :

1973 - 3 - 11.

™~

\g CRUDITZS

—

A

Evoluticn de 1'endémie typhoidique & Toulon de 1874
a8 1972 - B, BRISOU et J.C. ROCHE " Médecine et Maladies Infectjeuses"



EVOLUTION DE LA FIEVRE TYPHOEDE A PARIS DE 1895 a 1975

I - Nombre de cas déclarés

11 - Décés correspondants

1900 Création du Service local de surveillance des sources

1901 - Création du Service de surveillance médicale des sources

1914 Vaccination aux armées

1915

Javellisation systématique des eaux

1940 - Apparition des sulfamides commerciaux

1945 - Vaccination D.T.T.A.B.

1948 - Utilisation systématique du chloramphenicol

1950

——
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TABLE 11[-2 Inﬁ-cli\'c Doses For Man of Baclerial Enteric
Pathogens

: Subjects Infected/Total Tested

[Enteric -Pathogen

iDose: Viable Cells oY 102 0% 10f 105 105 10T j0% 1P
-Shigella cysenteriac
. Strain Mi31 1710 2/4 /10 5/6
. Strain A} 174 2/6
Eshig(‘”(.‘ ﬂL’.l'n(‘rf

Srain 2A 633" 33/4966/87 15/24

Strain 2A% % 174 374 /8 13/19 1/8
Salmonclla typhi

Strain Quailes 0/14 32/116 16732 879 40742

f; Vibrio cholerac
Strair: Inaba

v VWith NallCo, 11713 45/52 272
| No NallCO, 0/2 0’4 0/4 274 1N
Entcropathogenic

E. coli

Strain 4608 0/5 0/5 4/8

SOURCES: Shigella dysenteriac: Levine ef al., 1973: Shigeila flexneri: Dupont e: al. 1972b;
Duponleml 1969; Salr nonella (yphi: Honuck cral., l9lU Vibsio cholerce: Cash et al, 1974;
Enteropathogenic E. coli: Dupontetal., 1971.
“[Tosc: 1.8x 102

®Dose: $% 103

[Licrobislogy of Drinking Water 103

TABRLE 111-8 Resulis of Feeding Vaiious Quantities of
Poliomyeclitis Vaccing (o Infants

‘ No. Infected! Perceit

lDosc No. Fud Infected References

‘m’u"

‘ 072 0 | Koprowski, 1955

| 2 23 66 : Koprowski, 1956 ‘
20 : 414 100 T Koprowski, 19356 li

s5%10° | 1608 £9 Nolguin of al.. 1562 |

TCH;? : ey
1034 28197 29 : Lepow et al., 1982 |
1043 42,96 44 ! Lepow of al., 1962 i
1032 48/34 57 ; lepow ef al., 1952
106 i2/20 G0 Kiugman of <., 1961

10T 1520 75 Krusman e al., 1961
10> 208/303 1 68 Wirren ¢f al., 1954
10%* 1331169 79 \Wacren ¢f of., 1964 _
! 3Nno 30 - Fatz and Plotkin, 1967
2.5 9 n Kalz and Flothin, 1957,
10 pix] 67 Ktz ond Fiothm, l‘i;i?li

10%* 4R 50 Gelfnd ez ol 1900

10+ 99 1t Gelinnd et e, 1950

PR |
sPagque-forming usits
21011 » hrastie il dose WYL,




ELIMINATIONS FECALES

I - PRINCIPAUX GERMES TESTS DE CONTAMINATION FECALE ELIMINES JOURNELLEMENT SELON L'ESPECE (1)

(1) Fxtrait de " Sanitary significance offecal coliformes in the envirowment" E.E. GELDREICH (Robert.A.TAFT Sanitary engineertry

Center ~ Cencinatti Ohio) 1966.

11 - MICROORGANISMES PATHOGENES ELIMINES PAR LES MALADES QU LES PORTEURS

- SALMONELLES : (typhoide et salmonelloses). Les porteurs peuvent &liminer jusqu'a 10

- ENTERQOVIRUS :

pendant des semaines, des mois et méme des années.

(poliovirus, coxsackie ..
atteindre 3 mois aprads 1'infection.

Elimination bactérienne moyenne ‘
par individu et par 24 heures

Ll R R I P R Y )

Streptocoques fécaux

en millions

[-=—=—=—=—=-:-:-g-:-:-:-:—:-=-=1—-_-.-:_g—a_:—:—:—:-:-:—:—:——H

- ap #% m e s o ot em e me wu An e o o

E.coli/S.fécaux

[ | vensits bacterienne par
Poids moyen de matiéres | gramme de mqtiéres fécales

ESPECE fécales &liminées en 24 | f?_?ﬁ}::??f____.w____ _________________ )

heures an gramme. Escherichia | Streptoctques | Eschérichia coli

. coli Técaux en M1lions
HOMME 150 13 3 2.000
CANARD 336 33 54 11.000
VACHE 23.600 0,23 1,3 5.400
PORC 2.700 3,3 84 8.900
MOUTON 1.130 16,0 38,0 18.000
POULET 182 1,3 3,4 240
DINDE 448 0,29 2,8 ] 130 J

acn

18.000
31.000
230.000
43.000
620
1.300

- = o B ag = - Ty oy, ma
- e e e e el el eta S ol

]

4,4
U,;6-
0,2
0,4
0,4
0,4
0,1

rommmememememass

salmonelles par gramme de selles

.). 10.000 3 100.000 virions par gramﬁe de selles pendant une durée pouvant
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"Rormes ¢2 Guaiitd bactériciogique

,rREeRwreriege el LeE~SefrTo3eteRrFalatatalaleIalaTeorers3 ELF T T2 DF EF TN TN ok
Entrée du réseay
------------------ | Rttt Oans le réseau
tion desinfectie Désinfectde

E. coli sur -

100 &) 0 0. 0 ]
T S Y ecremececercscccec)ecanc e cecanncmaaad]
Autres colifor- (1) et

pes sur 100 ol 3 0 0 ou 30 (2;
-Fl-l-ﬁbg-ﬂ-'.'-’-ﬂ-ﬂ-?-‘—’-ﬂ-ﬁ-l-S-Si CEmZereden~LeoSsZoleftiSofaiafag=fodsrTalfs S

) (1) *Sur une znate 1a proportion d'échantillens de 100 ml exempts de coliforres
ne devra pas étre inférieure & 9IL".

.(2) *Des coliformas ne devront pas &tre décelés dans deux échantillons suscessifs
de 100 m1°.

- Fréquernce c¢z2s ;ré

p----’..—l-:—?-n—‘-.-I-l-l-‘-"l-.’?’?* :-:-:-:-=~=---:-----e—:-------=-=-=---l
Populaticn desservie Intervalle maximzl '
entre prélévemeats successifs

Moins de 20 000 habitants 1 mois
20 000 3 50 000 haditants 2 semaines
€0 000 £ 100 £0D. habitants 4 jours

'_Lmus de 100 000 habitants , ' 1 jour
PeEeNer-reE~E-Ief=fpag~E~fcCrintafeivgenrTenfeSasafairietareladsfedaror

S Ny P P N T T N P SIS P PR TR I I LR P By Y D LT ot

Intervalle maxiral

Population desservie

entre prelézements successifs

- - . - - — e~ G- -

Plus de 10 GCO habitants
Moins de 10 000 habitants

1 Jour
1 semaine si possidie, rais con-

tréle strict ce 12 teneur en
désinvectant

L pefczererarageretemerrterateran-fodotetoarareaeSnrderategetmEeda esareaper-

A V'intérieur dJ'rEseau T

haintdal bl DBl Dbk o D Tl g D e L i R
Intervalle | Rexbre miriral d'echantil-
Population desservie maxical lens & préi;vcr sur
entra 1'ense=ble cu réscau
préldvesents ’
o eemememmcmmmeeeed oo SUSzEsSifs -
Koins ce 0 050 habitants 1 rois
20 COD & D C0D hebitentz | 2 scraines 1 &zrantilian s2r 5 002 :
50 CCO & 100 Ci0 haditants 4 jours ) | Pebitents et cerrcis |
Plus de 100 000 habitents 1 jour 1 échantillen ;2 10 090
E : hzbitants et par 1ois
h.-.'.Ol.I-I-.-I-l-l~l-lfroﬂuI-'-I-‘-t-:-bn:hn~.--~=.--l-g-.:'-r-=—.-?-?J




N° C214/10 Journal officiel des Commenaunids curopéennes 18.9.75

~

Proposition ¢z directive du Conseil relative 2 1z quatité .des eaux d=stindes 2 la
o consommation humaine

E. Facteurs microbiolopiques

‘ . Valcon communangaises
Résuhets Eacx de digidurion
E g Vohupe de Eaux super-| ot :
Tarsmdtres s § I Pm-‘ - pon dis dbcintes- it :nr:‘ix; Obrerrations
| g Joo en m) fecrées s | desnfee | Yeeraw
3 § cMA CMA o aw
B .
Coliformes toraax + 100° s i O 0 ol ") Au point de livrzisen &
. - : 2 Tusager. '
Coliformes fécanx 1+ 100 0 ¢ 0 o0 | &Au captage: ‘
: " () Sous réserve qu'un :
Sireptocoques + 100 0 - e 0 o0 pombre suffisant I
fécaux - ] : . d*échantilloas soit cxa- §
- miné (35 % de r&sul-
: ey + 1 - 10 —_ — 1 w® tats conformss).
| ' - 4 Par type de bactério-
| Désorn- “ N :

‘brements 3 2|+ 1 100 — — 100 (% . phages. |
‘ . - {*) Rechercbe qualitagve.

‘totsux 37° + 1 - 6 0 —

2° + 1 — 20 20 - !
Clostridinm sulfito- <+ - 20 2 2 2 o

j3éducieurs ‘
f - : '
|Salmonella 4+ | so 0 0 0 0P :
ESuphylocoquas d + 100 0 0 0 o) ‘
‘pathogines . :
. R el - - - e e |
Bactériophegrs + 109 0 (% o 0 e !
"Virus entéropa. + 10000 | o 0 0 o)

,thogénes

l Protozoaires | + —_ absence | absence | abseace | absznce

b . 0 -

| Animalcules + absence

| o
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ANNEXE

"QUALITE REQUISE DES EAUNX DE BAIGNADE

Peramdurs

Fréquence
d'échamilion-
na;:‘ misimale

Mdéihods d'analyse oo d'mapeaion

Microbiologiques:

Coliformes totaux /180 ml

560

10000

bimensuclle

Nty

" Coliformes
féeaux 7100 ml

1100

2000

bimensuclliz

(1

. av tergitol, gélose d’'endo, bouillon zu

"bation variable, selon que I'on recherche

" fécaux

Famentation en tubes rsulriples. Repi-
quage des tubes positils sur milicu de
confirmation

Dénombrement sclon NPP {nombre le
plus probable)

. 1
ou filtration sur-membranc et culoure ser |
milicu appreprié tel que gélose lzcrosé

teepol 0,4 %, repiquage er identification
des colonices suspecres.

Pour les pointe 1 ¢2 2, terapérature d'incu- |

les coliformes torzux ou les coliformes

Streptocoques

fésaux 7100 mi’

100

6]

‘un milicu approprié

Méthode de Lirsky !

Dénombrement sclon NPP (ncmbre le
plus probable)

ou filtration sur membrane. Culture sur

Szlmonelles ni

03]

‘Concentration par filrration sur reembra-

- ment, identificarion

ne. Inoculation suc miliew type. Enn-
chissemen:, repiquage sur gélose d'isole-

“Enterovirus TFUNI0T

@

Coacentration par filcration pas flocula-
tion oa par centrifugation et confirmation

G = guide.

1 -= impérative,

(0) Dépasseinent des limites prévoes en cas de conditions géographiques ou mdéiéorologiqucs

exceptionnelizs.

(1), Lorsqu'un échantillonnage effecrud au cours des années précédentes 2 donné des résuliaes
s'cnsiblcmcnf plus favorzbles que ceux prévas 3 1a préssnté annexe ec lorsquaucune condi-
tion susceptible davoir diminué la qualitd des eaux nest intervenue, la {réquence d'échan-
tilonnage peut d1ze réduire d'un facicur 2 par les autotités compétentes.

(2} Tc:ncur a vcn!"ncr pat les aurorités compéientes lorsqu'une enquéte effectuée dane Ja zone de
‘baignade en révele Ia présence possible ou une détérioration de la qualité des eaux.
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[RAFFINAGE

Bactéries du cycle du soufre
et corrosion

JACQUES RIVIERE

PROFESSEUR DE MICROBIOLOGIE

A LINSTITUT NATIONAL AGRONOMIQUE
PARIS-GRIGNON

1. — INTRODUCTION.

Le soufre est un éiément indispensable
3 la nutrition des animaux, des végétaux
et des microorganismes. Les plantes uti-
lisent surtout du soufre minéral, sous for-

me de sulfates dans les sols et d’anhy- .

dride suifureux dans |'atmosphere. La pré-
sence de ce demnier 3 une double origine :
poliution industrielle due a la combustion
du charbon et du petrole, et oxydation
spontanée 3 ["air de I'hydrogéne sulfuré.
L'hvdrogene suifuré provient de ia dé-
compaosition micropienne de matiéres
organigues en anagérobiose dans les sols
inondeés, les vases et ies marécages.

Ce soufre minéral sert 3 la biosynthése
d'acides aminés (méthionine et cystine).
de tacteurs de croissance (thiamine, bio-
ting, coenzyme A, acide lipoigue), de mé-
tabolites (glutathion, glutamyicystéinyi-
givcine), que I’on retrouve dans les tissus
animaux et végétaux et dans les celiules
microbiennes.

Les besoins en soufre d'une culture
intensive varient entre S et 39 kg par hec-
tare et par an. lls peuvent étre couverts
dans les zones industrialisées par le re-
tour au sol du soufre émis dans ies fu-
mées. Les apports de soufre sous forme
d'annhydride sulfureux dans ia piuie va-
rient de 168 kg par hectare e: par an (site
ingustriel) 3 16 kg (zone rurale non pol-
iuée). Si les sois som pauvres en sulfate,
plus de la moitié du soufre nécessaire &
1a plante peut &tre absorbé par les parties
aenennes. Le tabac peut méme utiliser
uniquemnent |2 soufre de {'atmospheére.

En dehors de ce qui se trouve dans les
eaux de pluie et les engrais minéraux,
le soufre fait retour au sol a I'état orga-
nigue (résidus végétaux, déchets ani-
maux}. It faut noter gue la pius grande
part des réserves en soufre du sol existent
sous forme organique. acides aminés,
polysaccharides soufrés, ester sulifates
tels que ies suilfates de choline et de tyro-
sine, tous inutilisabies par les piantes.

C’est pourguoi les microorganismes cu
sol et des eaux gqui métabolisent les di-
verses formes du soufre jouent un rdle
indispensabie dans |3 nutrition végetale
en minéralisant le soufre en sulfates assi-
milabies. Mais trois autres types de réac-
tions bioiogiques peuvent se produire
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HMOS
Cellules nicrobiennes

Sorg

st

H.,S

Sulfate

1. Mineraiisstion.
2. Assimilstion du soufre.

FIGL_! RE 1 : Cycie biologique du soufre.

3. Oxydation du soutre.
4. Suitstoréducnon.

.

que {'on schématise dans le cycie biolo-
gique du soufre (fig. 1) : assimilation du
soutre, oxydation du soutre ou des com-
posés minéraux du soufre (sulfures, sou-
fre éiémentaire, thicsulfates, potythio-
nates}, sulfatoréduction.

Les microorganismes du sol et des
eaux jouent un grand rdie dans ce cycie
{fig. 21.

1.1. = Minéralisation.

De nombreux microorganismes du sol
(bactéries, moisissires) non spécialisés

sont capables de minéraiiser le soufre
organique. Les produits terminaux obte-

_nus sont des sulfures, des sulfates ou des

composés soufrés volatils teis que ie mé-
thyimercaptan (CH,SH) et le dimeéthyl-
sulfure (CH,SSCH,).

1.2. = Assimiiation du soufre minéral ou
immobilisation.

L3 encore. de nombreux microorganis-
mes du sol (bactéries, aigues, ievures et
moisissires) non speécialisés sont capa-
bies d’utiliser du soufre minéral (suifates

17



en aérobiose, soufre réduit en anaéro-
biose) pour leur croissance. L2 teneur en
soutre des celiuies microbiennes est ve-
riabte, entre 0,1 et 1 p. cent du poids sac,
et I'on retrouve le soufre présent surtout
dans les acides aminés soufrés. On 3 pu
démontrer qu'il s'agissait d'une absorp-
tion active du sutfate de la soiution du
80! vers I'intérieur des celluies.

Par contre, des bactéries spécialisées
sont responsabies de 'oxydation Ou sou-
fre et de la sulfatoréduction qui psuvemt
érre i3 cause de corrosion.

En effet, 12 corrosion peut &tre définie
comme une attaque destructrice d'un
meétal par suite d'une réaction chimigue
ou éiectrochimique avec ie milieu. Les
bactéries oxydant le souire produisent un
acige minéral, ['acide suffurique, agressif
pour le métal, tandis gque les bactéries
sulfatoréductrices dépoiarisent les élec-
trodes, tout en formant des sulfures qui
sont égslement corrosifs. Nous avons
étudié un certain nombre de cas gui font
'objet de 2 deuxiéme pamie de cet arti-
cle.

2. — OXYDATION DU SOUFRE ELE.
MENTAIRE ET DES COMPOSES MINE-
RAUX'SOUFRES.

C'est ie fait de microorganismes ayant
des métabolismes trés différents. dont
seul ie groupe des chimiolithotrophes ou
Thiobactéries joue un rbie dans la cormo-
sion.

Dans les biotopes pauvres en soufre,
des microorganismes variés peuvent oxy-
der les compesés minéraux soufrés sans
gue i'On ait une idée Ges processus méta-
boliques en cause, et de !'imporiance
guantitative du phénomene.

Dsns les biotopes riches en soufre,
cefte oxydation est due a trois groupes
bien distincts de bactéries du soufre :

s des bactéries filamenteuses, aérobies
strictes, présentes dans les saux dou-
ces ou marines proches d'une source
de sultures, d'origine géologique ou
biologique. Deux genres. Thiothrix et
Beggistoa, ont é1¢ étudiés. Les file-
ments contiennent des granuies de
soufre provenant de [‘Oxydation des
sultures, granules gui disparaissent
guand il n'y a pius de sulfures, le sou-
fre étant siors oxydé en acide suituri-
que. Dans ie iac ixpaco (Guatémala),
I'eau est acide (pH 2,7) et contient
100000 de ces bactéries viables par
mi, bactéries existant égaiement dans
le tac d’Enghien ;

e des bacréries photorrophes anséro-
bies, vertes ou rouges, utilisant {"éner-
gie lumineuse et réduisant le gaz car-
bonigue ou les carbonates, grace aux
électrons des suitures :

€O, + 2 HyS = (CH,0) + H,0 + 25

Elies sont asbondantes dans des milieux
aguatigues, anaérobies, riches en sul-
tures et éclairés ou elies psuvent par-
fois se développer abondamment, co-
lorant les eaux en rouge Ou en vert ;
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Oxydation des sulqures et du soulre {

REArcion des sulfates

m

T synthise des protéines
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[memee (ccxzosiom)

FIGURE 2 : Rdle des microorpanismes dans le Cycie biologique du soutre.

2=
o,
assimilatrice
réduction
des sulfates a4 ssimi] :
assimilation
au soufre

Thicbacillus sp (carrzosion)
Beccatod

Bactéries phosolithotrophes

« des bacréries chimiolithotrophes, tirant
isur énergie de l'oxydation du soufre
élémentaire ou de composés minéraux
soufrés, assimilant le gaz carbonigue
ou ies carbonates, aérobies. Elies peu-
vent donc crolire dans des milieux
pauvres, comenant guelgues seis mi-
néraux, puisqu'on signasle méme des
souches utilisant I'azote gazeux.

Ce sont des batonnets Gram négatif,
non sporulés, mobiles svec des fla-
gefles polaires, de petite taille (0,2
1.3 pl. appartenant au genre Thiobe-
cillus.

Un certain nombre d'espéces ont été
décrites (tableau |} bien gu’il soit sou-
vent trés difficile d’obtenir des cultures
pures & I'side de milieux géloseés.

2.1. —~ Oxydation du soufre élémentaire.

La préssnce d une enzyme d oxydation
du soufre a é1é démontrée chez plusieurs
espéces et le premier produit formé est ie
sulfite :

enzyme d oxydation
S+ 0;+ H0 =50, + 2 H" + 2e
ou soufre

Le sulfite formé est ensuite oxydé en
suifate per l'intermédiaire de 2 enzyrnes,
I'APS (adénosine 5 phosphasulfate) ré-

ductase et U'ADP (adénosine diphos-
phate sutturylzse).
(APS réductase)

2 SO,™ + 2 AMP = 2 APS + 4¢

(ADP sulfurylase)
2 APS + 2 Pi— 2 ADP + 2 S0,

2.2. — Oxydstion des sulfures.

Une appiication pratique est ie fait
d'une espéce seuie ou associée & une
autre, toutes deux du genre Thiobacilius,
7. ferrooxidens et T. thiooxidans. Ces
bactéries oxydent le fer et is soufre, ack-
difisant les eaux de mine, solubilisant les
minerais grace au sulfate ferrique en solu-
tion sulfurique. Cette biolixiviation est
actuellement utilisée pour des minerais
de cuivre & faible 1ensur (Kennecott Coo-
per. U.S.AL).

Les minerais broyés sont lixiviés en tas,
en aménageant des zones ou les bacté-
ries se déveioppent dans |‘eau, et en re-
cyciant la solution acide de suitate terri-
que {Bertin, 1980},

Dans le cas de ia chalcopyrite (Cu Fe S,
on 2 ies réactions suiventes : .

1) CuFeS,+2Fe,(S0),+2H,0+30,
- CuSO, + 5 Fe SO, +2 H, SO,
{thiobacilies}

2) 4FeSO,+0,+2H,50,~
2 Fe, (SO, + 2 H,0

plobaiement. L2 réaction est i3 suivante :

{thiobacilles)
Cu Fe S, + 4 O, - Cu SO, + Fe SO,
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Ainsi, grace aux thiobacilies gui pro-
duisent du sulfate ferrique. la chalcopy-
rite réduite et insoluble, est oxydée, avec
solubilisation du cuivre que I'on récupére
ensuite.

On peut envisager d'utiliser ces bacté-
ries pour [‘extraction des minerais pau-
vres d'uranium. Le meécanisme indirect
des réactions en cause est le suivant :
U0, + Fe, (SO,), = UD,S0, + 2 Fe SO,

Les thiobacilles interviennent pour pro-
duire du sulfate ferrigue :
4FeSQO,+0,+2H,S0, =2 Fe, (S0,)4i

L'acide sulfurigue est égalernent pro-
duit par les thiobacilies 4 pariir des py-
rites. .

Il y a d’abord un mécanisme indirect
Qui produit du soufre lorsque ies pyrites
sont en présence de sutfate ferriqu_e .

Fe S, « Fe, (SQ,), = 3 Fe SO, + 2 §°

Les thiobacilles sont alors responsa-
bles de !‘oxydation du soufre élémen-
iaire en acide sulfurique.

25°+30,+2H,0~2H,S0,

2.3. — Recherche et dénombrement des
souches.

Un certain nompre de milieux sont uti-
iisés.

Les milieux liquides (tabieau i) per-

mettent une bonne. Croissance mise en
évidence par abaissement du pH, exa-
men MiCroscopigue ou production d’acide
sulfurigue aprés 21 jours d'incubation 2
30 °C. Dans ce demnier cas, on préléve
dans chaque tube 1 mi de liquide dans le-
quel on ajoute 2 gouttes d'acide chiorhy-
drique et 5 gouttes d'une soiution agueu-
se de chiorure de baryum a 5 p. cent. La
présence de suifare se traduit par un pré-
cipité bltanc. Ces milieux donnent la pos-
sibilité de calculer le nombre le plus pro-
bable (NPP) par une méthode statistique.

L'isoiement des souches est difficile et
peut se faire 3 I'aide de milieux géloses
{tableau Iil).

TABLEAU Il
Milieux solides utiiisés pour {'isolement
: des thiobacilles

20 mi de gélose a 15 % par
boite de Petri

milieux iiquides répandus sources
& la surface de la gélose d'énergie
2 mi de milieu 8 K de Fel+
Silverman et Lundgren

2 mi de miiieu de Bounds 2-
et Coimer $203

S mi de milieu de Bounds

et Colmer acidifié $2032~
(50uide H2504 pour 100mi)

2 mi de milieu de Bounds . -
et Coimer - S4062

Les milieux sont laissés en contact 12 h.
L'excés est élimine.
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TABLEAU I
Diverses espéces du.genre Thiobacillus (Bertin, 1980)

Organismes-habitat Caractéristiques généraies
T. thioparus pH de croissance 7.8 a 4,5 avec un optimum prés
eau de canal- de pH 7 généralement aérobie et mobile
boue gqueiques souches ont une Croissance en anaeéero-

biose en présence de nitrate

7. neapolitanus
eay de mer
constructions en béton corrodées

aeérobie strict avec des praprietés trés similaires a
celies de 7. thioparus

T. denitrificans
eau de canal et de riviére
esu salée, tourbe, engrais, boue

optimum de croissance preés de pH 7

oxyde les composés du soufre en anaérobicse en
présence de nitrates

capsacité denitrifiante perdue par cuiture a lair
mobile

T. thiooxidans
soi

optimum de croissance 3 pH voisin de 2
mobile

T. concretivorus
constructions en béton corrodées

trés similaire & 7. thiooxidens

T. ferrooxidans
eau de mine et de sol acide
contenant du suifure ¢'hydrogéne

atrobie strict

optimum de croissance piH 2.5 4 2.8

utilise aussi I'oxydation du fer ferreux comme
source d'énergie

mobile

T. novellys
sol

autotrophe facultatif, non mobile
optimurn de croissance voisin de pH 7

T. intermedius
boue d'eau douce

autotrophe facultatif, croissance de pH 2 apH 7
mobiie

croissance en autotrophie sumuiée en présence
de matiére organique

T. thiocysnoxidans
eaux d'eégouts

trés sembiable a T. thioparus
oxydation du thiocyanate sert de source d’énergie
oxyde le formate

T. thiooxidans, T concretivorus, T. ferroxidans sont responsables de corrosion.

3. —REDUCTION DES SULFATES.

Les suifates de la biosphére qui ser-
vent & la nutrition des plantes et des
microorganismes subissent une réduc-
tion assimilatrice dont les mécanismes
sont bien connus. Les bactéries suifato-
regductrices, au contraire, réalisent une
réduction dissimilatrice, les sulfates
jouant le rdle d'accepteurs terminaux
d'électrons dans les processus d'oxydo-
réduction fournissant |'énergie 3 ces bac-
téries. Dans ce cas, on utilise parfois
I'expression respiration sulfate.

Les quantités mises en jeu sont trés
différentes.

Avec la réduction assimilatrice, on ob-
tient environ 200 mg de cellules (en poids
sec) par mg de soufre, tandis que la ré-
duction dissimilatrice fournit 0.5 3 1 mg
de cellules par mg de soufre.

3.1. ~ Bactéries sulfatoréductrices (Post-
gate, 1979).

Ce sont des bactéries anaérobies stric-

tes trés ubiquistes, largement répandues
dans la nature, réduisant les sulfates en
sulfures a I'aide des électrons fournis par
la source de carbone et d'énergie qu'elies
utilisent.

Avec I'acide lactique, la réaction gio-
baie est ia suivante :

4 CH,COCOOH + 4 H,0 -4 CO, +
4 CH,CO0H + BH™ « 8e
SO +8H + B8e =S¥+ 4 HK,0 _

On connait les mécanismes esnzymati-
ques de la réduction des suifates an sul-
fites qui font intervenir de 'ATP sulfury-
lase, de la pyrophosphatase et de I'APS
réductase.

{ATP sulfurylase)
$0. + ATP - PP - APS
{adéncsine S phosphosuifatel
{Pyrophasphatase)
PP (pyrophosphate) — 2 P
{APS réductase/
APS + 2e — AMP + S0,

Les sultates peuvent donc étre rempia-

cés par les sulfites, mais également par
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les thiosultates, les tri et les térrathio-
nates, 2 dithionite el. peut-étre ie soufre
élémentaire.

Il v a2 classiqguement deux genres et
douze especes que I'on distingue ¢'aprés
un certain nombre de caraciéres {(te-
bieaux 1V et V).

La sporuiation qui caractérise le genre
Desutfotomaculum est mise en évidence
par la résistance & la chaieur (1 mi de
culure chaufiée 5 mn & BO °C) et une
subculture.

Du point de vue nutritionne!, ces bac-
téries sont protowrophes, mais I'extrait de
levure stimule leur croissance. De nom-
breuses souches fixent 'azote de lair,
les autres utilisent les sels ammoniacaux.

Les substrats qui peuvent servir ge
source de carbone el ge conneurs d'élec-
trons sont limités et varient suivant les
souches (tableau VI). lis sont oxydés en
aceétate, & pan les composés & un car-
bone (méthanol, acide formique) qui don-
nent du gaz carbonigue. Les hydrocar-
bures ne sont pas utilisés.

Mars la découverte récente de hou-
vesux genres par Piennig et ses collabo-
rateyrs met en évigdence que l2 respira-
tion des sulfates est un processus meéts-
boligue permeniant l2 degradation d'un
grand nombre de composés carbonés
jusgu’au stade final du gaz carbonique.
Une espéce est méme capable d'oxyder
anaérobiguement un comMpDOSsé aromati-
oue tel aue le benzoate.

Des cytochromes, caractéristigues du
meétaboitsme respiratoire, ont éré extraits
de ces baciéries anaérobies strictes. Hs
wransporient les éjectrrons du donneur
organique & l'accepieur terminal justi-
fiamt I'empidi Qu terme « respiration sul-
fate ». Du tait de 12 présence de ces trans-
porteurs hémings. les besoins en fer ge
ces bactéries sont élevés. L'ensembie des
réactions impiiquées dans jeur métabo-
lisme est résumé dans ia figure 3.

Beaucoup de souches possedent une
hvdrogénase qui joue un rble dans ia dé-
polarisation cathodique {fig. 4). Mais ces
souches Ne peuvent Croitre en présence
d"hydrogéne et de sulfstes dans un milieu
rminéral oL Je carbone est sous forme de
carbonates. Ce sont donc des chimio-
organotrophes proches de !'autotrophie.

Ces bactéries suifatoréductrices sont
résistantes (métaux 1oxiques, antibiot-
ques. désintectants), croissent entre pH 5
et 85 & des températures comprises
entre — 5 °C et + 75 °C, peuvent suppor-
ter des pressions éievées. Certaines somt
barotoiérantes. alors que d'autres sont
barophiles, une souche pouvant méme se
développer & 104 °C & une pression de
1 x 10%Pa.

3.2. = Recherche et dénombrement des
souches.

Ces bactéries ne se développent gue
dans des milieux 3 bas potentiel d’oxydo-
réduction (Eh £ 100 mV), ce gui signifie
gnue I'élimination de ['air par simpie ébui-
lition est insuffisante. || est indispensable
d’ajouter des substances réductrices. On
utilise quatre milieux principaux (ta-
bieau Vil).
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TABLEAU I

Prmpnm milieux de culture pour les thiobacilles acidifiants

T. terrooxidans T. thiooxidans
Sliverman Bounds Pochon et
jot Lundgren| Leathen ) et Colimer Starkey Tardiaux
(1969) (1951) {1872) (1925) {1962)
i
Eléments nutritifs (gf!)
(NH4)3504 3 0.15 3 2
NHaNO3 2
NH4C!
KCt 0.1 0.05
MgS047H20 0.5 0.5 0.5 0.5 0.2%
MgCi2 0.10
K2HPO4 0.5 0.05
KH2PO4 3 3
Ca(NO3)2 0.01 0.01
CaCio8r20 0.25 0.25
CaCO3 5
Eléments énerpétiques|
(g/1)
Fe2+ (miliey K) 28 0.2 traces
{FeSO47H20)
$° (Soutre en fleur) 10
N2252035H20 sl
1 remplacé par 3.2 g de K25406 Tuovinen-e1 Kelly (1874)
TABLEAU IV
Classification des bactéries sulfatoréductrices
Desulfotomacuium
Caractéres
nigrificans | orientis ruminis | antarticum mtoxid-n:i
Forme ge batonnet drort incurve dron groit aroit
Fiagelies peritriches | pentriches | péritriches | peritriches polsires
Presence d'un spore -+ - -+ =+ -
Possibilité ce - - - - -
1 thermophitie
raiophilie - - - - -
Croissance dans un
miliey contenant : + - - non essayé -
pyruvate sans sulfate
Formuate et sulfate - - - - -
acewte ot sulfate - - - - -
glucose et sulfate - - - -+ -
pélatinase - - - + -

Le milieu liquide B permet de faire des
dénombrernents apres détermination du
Nombre le Plus Probabie (utilisation de

tabies stetistiques).

Les échantillons doivent étre prélevés
dans des récipients stériles, remplis au
maximum, hermeétiquement bouchés pour
éviter 'acces de l'air, conservés au trais

Pétrole et 1echmigues n® 280 - mai 1981°"



TABLEAU V

Classification des bactéries sulfatoréducirices

Desulfovibrio
Caracteres
huuﬁurich vuigaris salexipens sfricanus bacuistus pigas th.nnophiluJ
Forme en batonnet INCuUrvé incurve incurve ncurve droit spiraié drout
Fiagelies poisires polaires polarres lophotriches poisires lophotriches polaires
Présence d'une spore - - - - - - -
Posgsibiiite de thermophilie - - - - - - o+
Haiophiise ‘ -— — -~ 25% - - - -
Croissance dans un miheu
contenant . pyruvate sans sulfate - - - - - - -
choline sans sulfate - - - - - - -
maliate et sulfate -+ - - - - - -
formiate et sulfate - = - + e * -
glucose et sultate * - - - - - -
peéistinase - - = - - - -
et inocuiés dans ies 24 heures. Dans le
cas de préiévements en profondeur, il Source de carbone 0.2" 4 B0
faut maintenir une pression élevée pour ¢4
la culiure des souches qui peuvent étre )
baroghiles strictes. &lectrons N ATP foumi
Afﬁ £ Savoprotéines ,cytochroames
4. - ETUDE DE QUELQUES CAS PRE- -
cCis. ATP formé
O, « HO + COCH - -
Une étude a2 é1é faite au laboratoire. R s+ o
La présence de bactéries viables du cycle
du soufre a €1é mise en évidence, demon- Catarolisme Transpert €'Electrons Oxydation
trant ieur rble dans des processus de cor-
rosion. Une microflore associée peut FIGURE 3 : Métabolisme des bactéries sutfatoréductrices.
métaboliser des spurces de carbone orga~
nigue inutilisables par les bactéries sul-
tatoréductrices, rendant leur croissance | Parties submergées. et la jetée est deve- | |, rine oo 3iam ot mlarmation de 1 caviose
possibie. On 2 eu I'Occasion de détermi- nue inutilisable., Les résuitats de la re-
ner les doses actives d'agents bactério- | Cherche des bactéries sulfatoréductrices 160 26 20 \N" 2087 oy PO BD
statiques et Dactéricides, bien que ia | et des bactéries oxydant le soutre dans
meéthode |a pius efficace soit d éviter ie un certain nombre de préiévements sont - — hd
développement de ces baciéries plutdt résumeés dans te tabiesu VIl I taut noter Fe .
que de ies detruire. Des revérements pro- qQue ies milieux décrits ont et_é préparés | i
tecteurs peuvent étre eéprouveés au labo- | avec et sans chiorure de sodium (35 g Reoh-R-h oh-R-h
ratoire. per litre}. by
4.1. — Mise en évidence des bactéries du |  On note que tous les échantilions con- sy a0 oy 4mpes”
cycle du soufre responsabie de corrosion. | liennent des bactéries sulfatoréductrices, L i
mais pas de bactéries oxydant le soutre. FIGURE 4 : Dépolarisation cathodique
4.1.1. = Corrosion ¢'une jetée portusire. | Un échentilion prélevé au voisinage d'une par des bacténes sultatoréductrices
zone trés corrodée avec odeur sulfureuse hydrogénase + dans lo cas du fer.

Il s’agissait d'un port antificiel dont les
éiéments étaient constitués d’'une arma-
ture en aluminium, grace & des traverses
réguliérement espacées, formant un ca-
dre rempli de sabie.

Avant cette réalisation particuliére. le
procédé breveté était utilisé uniquement
pour faire des rembiais.

Au bout de § mois, 'armature a pré-

senté une importante corrosion dans les
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est trés riche en bactéries sulfatoréduc-
trices responsabies de la corrosion de

-Valuminium (Hédrick, 1870).

On a pu noter que ie sabie utilisé pour
remplir le cadre en aluminium contenait
une proportion notabie de vase dont la -
matiére organique 2 servi de donneur
d'hydrogéne pour la réduction des sul-
fares. Par contre un préiévement de sable
normal ne contensit pas de bactéries

sulfatoréductrices. On peut donc penser
gue ['utilisation ¢'un sable propre eut évi-
1€ une COrrpsion aussi rapide.

4.1.2. — Circuit de climatisation d'un im-
meuble d'une vingtaine d'étages.

Des prélévements ont été effectués 2
divers niveaux du circuit qui présentait
des traces de corrosion, en parniculier
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TABLEAU VIl

Milieux ge cutture pour les bactéries sulistoréductrices (concenustions exprimées en g/live)

Milisu F : isolement
Milieu B : mise en évicence Milieu D : étude de Milieu E : isolement et ot dénombresment de
ot dénombrement des souches is croissance sans suliate dénombrement des souches | Desultotomaculum nigrificans
KH2POs 0.5 KRr2PO4 0.5 KH2PO4 0.8 Trypione 10
NMHgCI 1 NH4C! 1 NHaCl 1 Sultate de sodium c.5
CaS0g4 1 Cally, 2H20 C.1 Ne250s 1 Citrate ce fer s
MgSQ0s. 7H20 2 MgCia, 6M20 1.6 CaCio. 6H20 1 Lactate de sodium 3.5
Laciste de sodium 35 Extrait de levure 1 MpCia, 6H20 2 MgS04. 7H20 2
Extrait de ievure 1 FeSO4. 7H20 0.004 Lactate de sodium 3.5 Gélose 12
Acide ascorbigue 0.1 Pyruvate ge sodium 3.5 Extrait ge tevure 1
ou
i Acide thiooiycolique 0.1 Chiorhydrate de choline ] Acide ascorbigque 0.
FeS04. 7H20 0.5 pH 7.5 Acide thiopiycoligue 0.1
pR7.0-25 ’ FeSOg. 7H20 0.5
Gelose 15
pH 7.6
dans ies inducteurs, et dans la2 boue d'un TABLEAU VI

échanpeur de température.

Un traitement ant-Ccorrosion & base ge
sulfite Oe sodium. d'amines et ge poly-
phosphaies sicalins était répuliérement
sppligué oepuis iz Mmise en ceuvre du Cir-
cuit. On & donc recherché e: dénombre
les bactéries sulteo e1 sutftoreductrices,
e1 les résultats ges anslyses bactérioiogi-
ques sont résumes gans le tableau IX. Le
croissance O¢ ces baciéries, présentes &
l'origine en tres petites quantités dens
I'eau de distribution de la vilie, s'explique
par les subsiances nutritives spponeées
par yn traitement anti-Corrosion gépour-
vu d'spent baciéricice. En effet, ce waite-
ment apporte oes sulfites (accepteurs
d’électrons), des amines (sources ¢ azote),
des polyphosphates (spurce de phos-
phore). Pour supprimer ie risque de cor-
rosion. il & é1é préconisé o ajourer un
ammoniurn qQuaternaire & dose convena-
bie, précaution élémentaire que ia sociéié
responsabie du traitement ces saux avsait
négligé de prendre. .

4.1.3. — Bacréries productrices d'acide :
cas de piquers de fer d'un vignoble en
espalier.

Apres cing ens, les piguets oe fer ¢d'un
vignoble en espaiier de iz répion de Tri-
cestin (Vauciuse), éiaient corrodés & le
base, avec une épeisse couthe de rouille.
Les résultets oes dénombrements des
bactéries du cycie du soutre sont donnés
dans |e tableau X.

Iy 8 un grand nombre de baciéries
oxygant le soufre (Thiobacilius sp.) dans
la rouilie e1 dans ie sol au voisinape des
piguets. 1l g'agit donc c'une coOrrosion
acige provoquée par la formation d'scide
sutturigue d'origine bacirérienne & partir
du soufre utilisé lors des traitements anti-
cryptogamiques appligués 2 la vigne, trai-
tements fréquents lors des années humi-
oes. Il est recommandé Oe protéger les
piquets oe fer & la base par unrevéiement
convenable ouv d'utiliser des piguets de
bois. Des asphaltes ou du bitume don-
nent de bons résuliats.
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Sources de carbone et donneurs d'électrons
utilisables par les bactéries sulfatoréductrices

Utiiisables pear le plupart

des souches

speécifiques pour :

D. scetoxidans

D. antarticum

Aciges organiques

formigue
pyruvigue
fumarique
maligue
lactique

Alcools

méthanol
éthanol
propsno!
butano!
piycero!

Composes szotés

cystéine
choline

stite acetique
acide butynique

piucose

TABLEAU VI
- Dénombrement des bactéries sulfaroréductrices et des bactéries oxydant le soutre
(résuttats axprimés par p d'échantilions frais)

Bactéries Bactéries
sultatoréductives oxydsnt ie soutrs
Echantilions de sabile :
milisu milieu milisy mileu
salé normal salé normal

Sabie vaseux e i2 jetée niveau hors 50 50 (o) 0
d'eau
Sabie vaseux e le jetée nivesu de 130 o o) 0
teau -
Sable vaseux de 2 jetée niveau son- 25000 25 o (o)
dege avec odeur sulfureuse
Sabie temoin sans vase (o] o] (o] o)

Petrole et rechnigues n® 280 - mai 1981




TABLEAU X TABLEAU IX Dénombremernt des groupes bactériens producteurs de sulfures
Dénombrement des bactéries du cycie dans divers préiévements d'un circuit de chauftage
du soufre {nombre de celivies (les résultats somt exprimés par iire d’eau)
revivifiables par g poids sec)
Bactéries Bactéries
Bactéries | Bactéries Organe de prélévement sulfatoréductrices sulfitoreductrices
Praie- suitato- oxydant
vement | recuctrices | ie soufre Inducteurs HAUT 9000 9000
Rouille 80 150000 inducteurs BAS 45000 10000
So! 50 10000 Boue de I'échangeur 95000 100000

4.2. — Rdle de ia microfiore associée dans
ia croissance des bactéries sulfatoréduc-
trices.

C’es: un cas gui peut se produire lors-
qu’il y 8 une microfiore compilexe dans un
milieu naturel, tel qu'un sol. Un isolfant
est utilisé pour proréger ge la corrosion
des tuyaux mertalliques enfouis dans la
terre. On peut se demander s'il ne con-
tient pas des constituants métabolisables
par des bactéries sulfatoréductrices. ce
qui favoriserait ia corrosion.

Pour répondre 3 ia guestion, on inocule
deux souches d'espéces différentes dans
deux milieux oe base minéraux liquides
de méme composition, le premier conte-
nant du tactate de sodium, source de car-
bone et d'énergie utilisabie par toutes ies
bactéries sutfatoréductrices, ie second
I'tsolant éprouvé. Les résuitats de I'expé-
tience résumes dans ie t1abieau XI dé-
montrent gu'il n'y a2 pas d'utilisation di-
recte.

Pour mettre en évidence une utilisation
indirecte de cet isolant, on réalise quatre
colonnes de terre dans des éprouveries
en verre d'un litre de capacité. L2 pre-
miére colonne de terre représente le té-
moin, les trois autres sont additionnés
respectiverent de lactate de sodium
(3.6 g), ou de I'isolam éprouvé (100 et
200 g). Ces quatre colonnes sont recou-
vertes d'une solution de sulfate de so-
dium 2 1 p. mille, réalisant des conditions
favorables 3 la réduction des sulfates.
Apres incubation 3 30 °C, on dénombre
ies baciéries sulfatoréductrices. Les ré-
sultats sont résumeés dans le tableau XN.

On note gu'il y a un grand nombre de
bactéries suttatoréductrices dans ies trois
échantilions de terre additionnée d'un
substrat {lactate de sodium ou isolant).
En outre, on observe une réduction des
suifates se traguisant par une coloration
noire due au sulfure de ter produit. On
peut en déduire qu'il y 2 une utilisation
indirecte de !'isolant. En effet, les bacté-
ries sulfatoréductrices doivent se déve-
lopper & partir des métabolites résuitant
de ls biodégradation anaérobie de I'iso-
lant par {a microfiore de 12 terre éprouvée.

4.3. — Lutte contre ies bactéries sulfato-
réductrices.

4.3.1. — Ewde du pouvoir bactéricide
dinhibiteurs de corrosion vis-é-vis d'une
microfiore complexe.

It s'sgissait d'éprouver ['efficacité de
divers produits bactéricides vis-d-vis de
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TABLEAU XiI | Recherche d'une éventuelie uilisation d'un isolant par des bactéries
sulfatoreductrices (le composition est donnée en g/live d'eau)

Souches éprouvees
15 jours dincubation
430 °C

milieu de base : chiorure d’'ammonium, 1 ;
sultste de magnesium, 2 ; sulfate de sodium, 1 ;
phosphate bipotassigus, 0.5

isctste de sodium : 3.6

isolant éprouves

40 200 400
Desultovibrio desulfuricans - o] 0 0
Desultovibrio stricanus - 0 *o0 o}

- = Ccroissance.

TABLEAU Xif Dénombrement des bactéries sulfstoréductices dans quatre colonnes de teme
recouvertes d'une soiution de sulfate de sodium 3 1 p. mille et incubées 2 30 °C

O = pas de croissance.

{les résuitats sormt exprimés en nombre de celliuies revivifiables

par g de terre en poids sec)
Terre tomoin additionnée de
Durée
d'inc;:ubmon Terre témoin lactate de Sium isolsnt isolant
en jours 38g 100 ¢g 200 ¢
0 1000 1000 1000 1000
15 1000 2000 1000 1000
21 1000 20000 10000 10000
45 1000 1000000 15000 25000
TABLEAU Xl Epreuve de produits bactéricides {concentrstion minimale active en p.p.m.)
aprés 60 minutes de comact
Produits Bactiram
443 v 80 D 40 68 D30 38
Souches 24 18 27 43
Enterobacter 200 00 - 200
serogenes
Aeromonas sp. 200 200 + 500
Pseudomonas sp. 200 200 + 500
Desulfoyibrio 200 - - 200
desulfuricans
| Desutfovibrio -
africanus 200 200 200
+ = culture positive (pas d'activité bactérienne).
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baciéries présemes dans une eau Gesti-
née & £tre réinjecrée dans un puns de
peérroie. Ces produits devsient étre bac-
1éricides aprées 60 mn ge contact dans
des conditions experimentaies géfinies
par une Commission AFNOR (Eaux-Toxi-
cité-Bactéries). :

Des échantilions ¢'esu avant et aprés
finration 2 12 some des sépsrateurs ont
ér¢ toumnis au laborawire. Un certain
nombre de souches utiliisent les hydro-
carbures el de souches réduisant ies sul-
fates ont é1é isolées, purifites, identifiées
et éprouvées avet Oouze produits bacré-
ricides commerciaux. Quatre résultats
sont résumes gans ie tableau Xill. On en
deéduil oue des produits bactéricides de
CONnSTtULIOn ChiMmiQue voisine {(ammo-
niums austernaires) sont loin d'avoir iz
meéme efficacité, méme d'une margue
identigue, e1 que le pouvoir baciéricice
d’un produit varie suivant les souches.

€.3.2. — Réalisation d'un modéle expéri.
mental pour étudier i2 tenue des revéra-
ments protecteurs de corrosion.

Il s'apissait d'échantillons C'eau, de
vase, et de zones corrodéees & s surface
de tambours servant & lz prise d'eau &
partir d'un cana! istéral du Rhone en vue
d'approvisionner oes circuits de retroi-
dissernent. L'eau et ia vase sont riches en
.baciéries sulfsiorécucrrices que J'on re-
trouve dans ies points ge corrosion {ta-
bleau X1V,

TABLEAU XIV
Dénombremerrts bactériens
{celiuies viables par g ou ml)

Bactéries Bactaries
Préié- sutisto- oxydent
vemsants | réductrices | les sulfures
Esu 1000 o]
Vese 10000 (o]
Rouille a% &

Pour éwdier (2 tenue des revétements
protecieurs. on & réalisé 'expérimenta-
tion suivante : des plaques méztalligues
en acier doux oe 180 mm sur 30 mm ont
é1é décapses & I'abresif SA3, rugosité 17
prossier anpulaire. Ensuite elles ont é1é
racouvertes des 1rois Systémes de revéte-
ment utilisés.

1 piague de chacun des systémes g
ér¢ reyée jusguau meétsl dans e sens
de 13 longueur.

Ces plagues om €1é introduites dans
des tubes contenant ie milieu de culture
favorable aux bactéries sultaioréductrices
gue I'on 2 inoculé avec un meélanpe Oes
souches isolées lors ges préievemens.
Les plagues ont é1é examinées aprés
30 jours d'incubation 2 30 °C. Les résul-
tats sont résumes dans ies tableaux XIV
et XV, e: font ressonir des conciusions
précises.
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TABLEAU XV
Recherche de i2 corrosion
de plagues métaliiques

reviues d'enduits protecieurs
soumnises & I'action de bacteries
sulfmoréductrices

Présenoe de points
de corrosion sur

Types de

revétement Plagues

raybes

Piagues
intactes

j - -+
2 - -
3 - -

= = debut ge corrosion.
- = pas ge COrrEsion.

L'eav du Rhbne est trés poliuée et con-
tient, & e fois. une microfiore totale tres
sbongante et de nombreuses bactéries
sultarorégucrrices du penre Desulfovibrio.
Ces dernieres se retrouvent dans les
préievements te corrosion (piqire de
rouilie) accompagnées de bactéries oxy-
cant ies sultures du genre Thipbacilius.

Eiart donné que les tambours sont
successivernent en aérobiose e1 en snaé-
robiose. il est compréhensibie de retrou-
ver ces deux Types bactériens intervenan
gans le cycie du soutfre. Les bactéries
sultsroréductrices présentes & I3 fois
dans I'eau, iz vase et les points de corro-
sion sont donc responsabies oe cette der-
niére.

Leur croissance est favorisée par ia
poliution cde l'esu du Rhbone apporant
des sulistes et de la metiére organique,
et par ies conditions ¢’ anaérobiose ou se
trouvent ies tambours piongés dans une
edu sans oxygéne.

Les essais de tenue des revétements
protecieurs menent en évidence la bonne
oualité des revérements éprouves, puis-
au'un début de corrasion n'apparalt gu'au
niveau Oes rayures.

Le revétement n® 3 étant plus épais
gue ies geux sutres protége mieux contre
des rayures de méme profondeur.

§.— CONCLUSION.

Les bactéries du cycie du soutfre jouen
un rble considérable dans des phéno-
meénes oe COrTosion dont nous avons Cité
queigues exempies aprés les avoir éw-
diés au taboratoire. ’

Dans le cas des baciéries oxydantes,
on peut tirer profit de ieur pouvoir de pro-
duire de |'acide sulturique et du sulfate
ferrique pour [‘extraction des minerais

pauvres. Une mine de iz Kennecott Coo-
per, sux U.S.A., & une proguction de cui-
vre gue I'on pourrait qualifier de biologi-
cue de prés de 100 ionnes par jour. Les
bacréries sulfatoréguctrices ont éré ren-
dues responssbies de ls formation de oi-
sements de soufre d'origine biologigue.
Mais leur principaie fonction pour le me-
taliurgiste sembie &tre de tavoriser iz
COrTOsion ges meétaux.

Il est souvenmt difficile au bactériolo-
piste de les étudiet au laboratoire. Cer-
teines souches préférent ies milieux gé-
losés ou elles donnent de belies coionies
noires, d'autres ne se géveloppent qu'en
milieux liguitdes. i n'existe gonc pas un
miiieu uniQue Pour toules les souches, el
Fon doit retenir que leur rble éventue!
dans un processus ge COrrosion n'est dé~
terminé que i [‘'on décéle des celivies
visbles aprés subcultures. ou des sulfures
provensnt ge leur mérabolisme.

Les conditions de culiure ne sont pas
toujours réalisebies sans un éguipemem
coluteux dans ie cas des souches baro-
philes strictes.

L'obtention de cultures pures identi-
fisbles est donc difficile. quoique neéces-
saire pour quantifier le pouvoir bacterk
cide ou bactériostatique oes progduits mis
sur le marché dont on ne sait s'its ont é1é
convenablement éprouvés par ies tabr-
cents. L2 methode iz plus simple pour
stopper 2 croissence gde ces baciéeries
ubiquistes est I'aération du milieu. cer 1z
présence de sulfates dans de I'eau conte-
nant des traces de mastiéres organiques
se aduil toujours par une production
ge sulfures en snaérobiose. L]
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QUELQUES CAS DE CORROSION PAR DES THIOBACTERIES
L.P. MAZOIT

On trouvera ci-aprés un article extrait du "Bulletin de lijajson
du Groupe Cortambert" n° 11, février 1963 (bulletin interne de la Société

Lyonnaise des Eaux).

Les deux cas relatés sont relativement anciens. Ils ont toutefois

un mérite incontestable, celui d'avoir été étudiés en laboratoire.

A ['époque, on croyait, en raison de leur résistance que les bac-
téries sulfato-réductrices incriminées étaient sporulées, aussi parlait-on
de Sporovibrio desulfuricans. Depuis, on s'est beaucoup intéressé a elles
et on a donné le nom de Desulfovibrio a 7 ou 8 germes qui semblent englo-

ber tous ceux qu'on avait classé sous un seul nom. Aucun n'est sporulé.

Mais, en L'absence de plus amples renseignements, il serait hasardeux
d'affirmer qu'il s'agissait de Desulfovibrio plutdt que de Desulfotomaculum,
bien que ce dernier - qui peut se reproduire dans des eaux froides - préfére

généralement des eaux plus chaudes que celles en question.

Le méme processus (sulfato-réducteurs, puis germes oxydant le soufre
jusgu'au stade SO, en milieu acide) a été observé au Moyen-Orient ol un
viaduc de chemin de fer aurait eu ses piles rongées. Bien entendu, la chose

est relatée, sans qu'aucune étude sérieuse ne soit citée.

Autre cas ou la corrosion par des thiobactéries a été mis en évidence.

MONTMORENCY - Val d'Oise - vens 1967

Un grand ensemble d'habitations a été construit depuis peu. Pour
lutter contre la corrosion des canalisations, on a installé un dispositif
de traitement (silicate a dissolution lente). Malgré cette précaution, de
trés nombreuses canalisations sont attaquées et,qui plus est, le dispositif

anticorrosion n'échappe pas au mal.



Procédant a la recherche de la cause, de nombreuses analyses ont
été effectuées et en particulier (bien que n'y croyant pas), nous recher-
chons les sulfato-réducteurs (Desulfovibrio) et nous en trouvons en grande
guantité, ce qui parait aberrant. En effet, Montmorency était (et est
encore) alimenté en eau par L'usine de Méry-sur-0Oise (Syndicat de la ban-
tieue de Paris). Une des caractéristiques de cette eau est d'avoir subi
un traitement & L'ozone tel qu'au départ de L'usine il reste dans l'eau
au moins 0,4 mg/l d'ozone. On peut donc affirmer qu'il s'agit La d'une
eau trés oxygénée au départ et qui, sauf fait anormal, ne devrait pas étre

privée d'oxygéne avant longtemps (les Desulfovibrio sont anaérobies stricts).

Force était de reconnajtre que les sulfato-réducteurs vivaient et se
reproduisaient dans cette eau et qu'elle était pratiquement privée d'oxygéne.
Une étude du réseau de distribution, suivie de prélévements et analyses en
des points judicieusement choisis montre que le phénoméne étajt treés cir-
conscrit et ne s'éloignait que tres peu d'une conduite un peu importante,
venant d'Enghien-les-Bains. Des recherches effectuées dans les archives de
la Compagnie Générale des Eaux - régisseur du Syndicat - par M. BUSTARRET
nous apprirent que cette conduite avait prés d'un siécle d'existence et que,
a son origine, elle distribuait & Montmorency de L'eau du lac d'Enghien. Le
mystére était éclairci : les eaux sulfureuses d'Enghien doivent leur H,S a
une réduction des sulfates par des thiobactéries (renseignement confirmé
par le docteur NINARD). La conduite incriminée (qui, curieusement, était en
t6le et non en fonte) avait, pendant trés longtemps, trés peu servi et on
peut admettre que les boues apportées par le pompage direct dans le lac
avaient décanté, entrainant avec elles les thiobactéries qui avaient sagement
attendu dans ce dépét privé d'oxygéne. Le développement de L'urbanisme avait,

récemment, entrainé une mise en activité de cette conduite, en sens inverse

(faits confirmés par M. BUSTARRET). Le dépdt et ses bactéries avaient été

remis en suspension.



DEUX CAS DE CORROSIONS
PAR LES BACTERIES DU SOUFRE

par Henri MESTAYER

Directeur du Laboratoire du Service des Eaux

Dans ses « Propos sur la Corrosion » (1) notre
colitgue et ami René Leroux a fait un exposé trés
complet et trés intéressant sur la corrosion des métaux
ferreux et leurs différentes causes : courants vagabonds,
piles par aération différentielle, acidité ionique, action
biochimique. Comme on le pense, le Laboratoire du
Service des Eaux a eu a connaitre, au cours d’une
carritre déja assez longue, de nombreuses « affaires »
de corrosions; derniérement, deux cas assez specta-
culaires : P'un concernant des conduites en fonte,
Pautre des enduits de ciment, mettant tous les deux
en cause un processus biochimique d& aux bactéries
du soufre, sont venus, sur un point particulier, illustrer
I’article de René Leroux.

L. —— U~ cas sIMPLE : nuisances constatées dans le
réseau de distribution de Mennecy (Seine-et-Oise).

Au cours de I’été 1962, des plaintes d’abonnés
pour odeur d’hydrogéne sulfuré et eau rouillée ont
attiré notre attention sur ’eau fournie i la ville de
Mennecy par un nouveau forage, remplacant un
forage 4gé d’une quarantaine d’années dont le débit
était insuffisant,

Dés le début de notre enquéte, un fait curieux
a été observé : ’eau prélevée a la sortie du forage sur
la conduite de refoulement ne contenait qu’une quan-
tité minime de fer, inférieure a 0,25 mg)litre, et pas
du tout d’H,S; par contre, I’eau de retour de la conduite
de refoulement y ayant séjourné quelques heures,
possédait une teneur en fer nettement accrue (1 mg|
litre) et une trés forte odeur d’hydrogéne sulfuré : un
travail localisé dans la conduite était donc a origine

(1) Bulletin de Liaison d’octobre 1961.

des nuisances constatées. Or, d’aprés ’analyse, ’eau
est en équilibre carbonique, elle n’est donc pas ioni-
gquement agressive; d’autre part, une appréciable
teneur en sulfate (80 mg/l. de SO,) et P’absence
d’oxygéne dissous étant les conditions nécessaires ct
suffisantes au développement de bactéries réductrices
des sulfates et productrices d’hydrogéne sulfuré, nous
avons recherché qualitativement ces organismes : la
présence de Sporovibrigk desulfuricans érait en effet
décelée par culture sur milieu de Starkev. Ainsi les
Sporovibrio desulfuricans se développant au contact
des canalisations en métal ferreux, produisent direc-
tement de I’hydrogéne sulfuré par réduction du sulfate
dissous dans ’eau et indirectement une atrtaque du fer
par voie chimique grice a leur action dépolarisante;
le fer dissous & I’état de sel ferreux ne précipite qu’ulté-
rieuremnent & P’état d’hydrate ferrique lorsque l'eau
arrive au contact de I'oxygéne de lair soit dans un
réservoir, soit chez Pabonné.

Ces bactéries étant trés peu sensibles & Paction
des stérilisants usuels, un scul remeéde pratique est
possible : modifier le milieu privé d’oxvgéne par une
aération convenable, soit par injection d’air sous
pression, soit par ruisselage de I’eau sur des matériaux
de contact.

II. — UN cas PLUS COMPLEXE : la corrosion des
enduits de ciment de l'usine d’épuration d’eau de
Seine de la Compagnie des Eaux de la banlieue a
Suresnes (Installation Degrémont de filtration rapide).

Nous pensons intéresser le lecteur en donnant
ict intégralement le rapport de Gérard Devillers qui a
étudié au Laboratoire le probléeme sous toutes ses faces,
et aprés un travail long et minutieux, a abouti a des
conclusions précises et indiscutables.

* Pendant longtemps on a cru que cette bactérie était sporulée, en raison de
sa grande résistance. Il n'en est rien et, maintenant, on parle de

Desulfovibrio desulfuricans.

Bulletin de Liaison "Groupe Costambert”, n° 11, géunien 1963.



RAPPORT DE

ExPOsSE DES FAITS

L’installation Degrémont de 'usine d’épuration
d’eau de Seine de la Compagnie des Eaux de la Ban-
lieue de Paris a éié mise en service en juin 1959.

Jusqu’en avril 1961, aucune corrosion ne
s’était produite, comme il a été constaté a I’occasion
de réparations de fissures des parois des filtres.

s

En aolt 1961, 4 la suite d’une période o
Pencrassement des pulsators et la compacité du lit de
boue avaient provoqué de sérieuses difficultés d’exploi-
tation, le nettoyage des pulsators a révélé P’attaque des
enduits en ciment. La méme constatation a été faite
en septembre et octobre 1961 dans les réservoirs de
contact : les enduits étaient corrodés superficiellement
et d’abondants résidus de Pattaque étaient recueillis
sur les radiers.

Cependant, les enduits des ouvrages de I'ins-
tallation Chabal, recevant la méme eau, en service
depuis plus de cinquante ans, étaient absolument
intacts.

Dés ce moment, des enduits de protection
étaient expérimentés et la recherche de la cause de ce
phénomeéne était entreprise par le laboratoire de la
S.L.E.E. C’est le résultat de ces recherches qui est
exposé ici.

ETUDE DES CAUSES DE LA CORROSION

Les causes possibles de corrosion du ciment ont
été passées en revue, sachant que :

1°) Le ciment corrodé est constitué par du
ciment Portland artificiel, mis en ccuvre selon les
régles de lart.

29) L’eau en contact avec les enduits de ciment
est de 'eau de Seine traitée par préchloration-coagu-
lation au sulfate d’alumine et Nalcolyte 110 en pré-
sence de charbon actif, décantation, filtration et
stérilisation au peroxyde de chlore. Ses caractéristiques
physiques, chimiques et biologiques sont bien connues
et contrblées réguliérement.

Les causes classiques de corrosion du ciment
sont :
1°) Action des sulfates :

Les ecaux riches en sulfates désagrégent les
ciments et bétons par formation d’un sulfo-aluminate

G. DEVILLERS

tricalcique (sel de Candlot) d’un grand pouvuir
expansif.

Or, P'eau de Seine, moyennement minéralisce
est pauvre en sulfates : 20 2 25 mg/l. de SO,. Cen
teneur augmente de 10 mg/l. pour un traitement e
25 g/m® de sulfate d’alumine.

La teneur en sulfates reste donc trés faible en
comparaison des eaux dites séléniteuses contenant
plusieurs grammes par litre de sulfate de calcium.

Il en est naturellement de méme des autres scls
capables de réagir avec les ciments, tels que les chlo-
rures.

29) Agressivilé carbonique :

Le pH de l'eau aux différents stades de trai-
tement a éié surveillé par de nombreuses mesures
électrométriques, pendant une période correspondant
a diverses qualités d’eau brute et & divers taux de
traitement.

On peut supposer en effet que le traitement au
sulfate d’alumine libérant par hydrolyse des ions
SO, 7, le pH risque d’éire abaissé a un niveau ou 'ecau
deviendrait agressive : par exemple, un traitement i
30 g/m® de sulfate d’alumine doit théoriquement
abaisser le pH de ’eau de Seine d’environ 0,6 {calcul
effectué d’aprés le graphique d’Hallopeau).

L’abaissement du pH dit & I'action du chlore
introduit en préchloration doit étre négligeable.

On a obtenu expérimentalement les résultats
suivants :

en hiver : eau brute pH moyen ......... ce... 820
cau décantée et filtrée .......... eee 7,80
PH,35°C ......oiiiiiiiiiiaa, e 770

en été  : eau brute pH moyen ...... ceeneans 7,80

"eau décantée et filtrée ............. 7,40
pH,a20°C ................ R 7,40

Les variations autour de ces chiflres sont de
faible amplitude, ce qui exclut Péventualité de
déversements industriels acides capables de rendre
Peau agressive temporairement.

On voit donc que, dans tous les cas, Peau reste
4 tendance légérement incrustante; la notion de pH
de saturation (pH,) étant applicable au ciment Port-
land, on peut conclure que I’agressivité carbonique de
Peau ne saurait étre en cause.

On peut remarquer que Pabaissement du pH
dii au traitement au sulfate d’alumine variant de 30 &



Un certain nombre de prélevements ont ¢té
choisis :
a; Eau de Seine brute.
h) Installation Chabal : boues de lavage des préfiltres.
c; Installation Degrémont : boue du pulsator.
d) Installation Degrémont : boue de lavages des filtres.

e) Installadon Degrémont : dépot recueilli sur les
parois de la vasque d’eau filtrée.

A

Ces prélévements ont servi a ensemencer les
milieux de recherche des germes spécifiques indiqués
plus haut :

Sporovibrio Desulfuricans
Thiobacillus Thioparus
Thiobacillus Thiooxydans.

La comparaison du nombre des germes a éwé
effectuée par la méthode des dilutions : chaque ense-
mencement étant effectué a raison de 1 cc. de boue
pour 50 mi de milieu

une dilution au 1/10¢
une dilution au 1/100®

et en observant pour chaque taux de dilution le délai
de développement de la culture microbienne (de
quelques jours 4 plusieurs semaines).

En outre, les prélévements effectués sur Pins-
tallation Degrémont ont été répétés dans deux circons-
tances différentes :

a) Fonctionnement normal de la préchloration
conduisant 4 un taux de chlore résiduel dans l'eau
décantée (prélévements du 25 mai 1962).

b} En période ou I'encrassement des pulsators
augmente I'absorption du chlore et empéche efficacité
de la préchloration — il n’y a alors plus de chlore
résiduel dans P'eau décantée (prélévements du 15
mai 1962).

Ceci afin de déterminer la résistance aux
agents stérilisants des germes étudiés.

Pour ne pas entrer dans le détail de laborieuses
recherches bactériologiques, les résultats d’ensemble
peuvent étre résumés ainsi :

19) Présence dans ’ean de Seine brute de tous
les germes recherchés & un taux faible, mais régulier.

29) Les différents prélévements effectués sur
I'installation Degrémont révélent, par rapport a
Pinstallation Chabal des quantités trés différentes de
germes réducteurs de sulfates et oxydants du soufre,
surtout quand les prélévements sont effectués en cas
de carence de la préchloration : les milieux de culture
donnent des réactions positives en quelques jours &
toutes les dilutions effectuées.

- 3°) La présence de chlore libre dans les pulsators
réduit particulierement le nombre et Dlactivit¢ de
Thiobacillus Thiooxvdans.

On peut donc admettre que les bactérics
€tudi€es trouvent dans Dinstallation Degrémont des
conditions particulicrement favorables a leur proli-
fération :

Le lit de boue des pulsators devenant extré-
mement compact a certaines périodes, ainsi que les
dépdts muqueux qui ont été observés sur les parois
d’ouvrages (réservoirs de contact) formés soit par
développement « in situ » soit par suite de défauts de
filtration, sont susceptibles de former un milieu réduc-
teur favorable 4 la prolifération de Sporovibrio Desul-
furicans, réputé anaérobie et qui y trouve la matiére
organique nécessaire a sa croissance hétérotrophe. Ce
germe est en outre considéré comme fort résistant aux
antiseptiques usuels, ce qui explique la faible influence
du chiore sur son activité. Les sulfates réduits sont soit
empruntés a I’eau, soit peut-étre au ciment lui-méme
qui en contient une quantité notable.

Une phase d’aérobiose permet ensuite le deu-
xiéme temps de la réaction par imervention de Thio-
bacillus Thiooxydans soit a la faveur d'une carence
de la préchloration soit grace a la protection réalisée
par un dépét organique; en effet sa sensibilité aux agents
stérilisants le rend plus vulnérable que Sporovibrio
Desulfuricans et son activité dépend notamment de
Pefficacité de la préchloration.

Nous devons signaler avec gratitude que ces
recherches nous ont été facilitées par le Professeur
J. Pochon, chef du Service de microbiologie du sol de
PlInstitut Pasteur qui nous a apporté une aide précieuse
par ses conseils, notamnment en matiére de technique
microbiologique des bactéries du soufre.

Recherche bibliographique faite, un cas sem-
blable de corrosion bactérienne du ciment ne semble
pas avoir déja été observé, du moins dans le cas d'une
installation d’eau potable.

Les bactéries du soufre sont cependant bien
connues pour étre responsables de nombreux phéno-
menes biochimiques d’une grande importance dans
la nature : Au point de vue corrosion des matériaux,
Sporovibrio Desulfuricans est responsable de nombreux
cas d’attaque de métaux ferreux en jouant un role de
dépolarisant.

Thiobacillus Desulfuricans a déja été reconnu
responsable de cas de corrosion de ciments et bétons
dans un milieu contenant déja des dérivés du soufre
tels que I’hydrogéne sulfuré : eaux d’égout, caux de
mines de charbon, tours de refroidissement de gaz
contenant de I’hydrogéne sulfuré... etc.

L’association Thiobacillus Thicoxydans et Spo-



40 g/m3 est de I'ordre de 0,3 4 0,4, donc netttement
inférieur 4 la théorie. Ce fait est probablement da a
Peffet du charbon actif qui a la propriété de favoriser
le dégazage du CO, libre en excés, ce qui rétablit
I’équilibre carbonique.

3°) Lixiviation du ciment par hydrolyse des silicates el des
aluminates et dissolution de la chaux.

Cette réaction se produit quand le ciment est
en contact avec de I’eau trés douce : or I'eau de Seine
possede un titre hydrotimétrique sensiblement constant
et voisin de 25 degrés, ce qui exclut toute possibilité
d’attaque par cette réaction. Au contraire, les bicar-
bonates de I’eau ont tendance a réagir avec la chaux
libre du ciment, en formant du carbonate de calcium
insoluble, ce qui augmente sa compacité (en cas de
fissuration par exemple).

L’attaque par cause physique ou chimique
semblant donc exclue, il fallait rechercher une origine
bactérienne aux corrosions constatées.

19) Possibilité d’action des bactéries nitrifiantes.

L’eau de Seine brute contient de I’'ammoniaque
(de 0,20 4 4 mg/l. de NH,) et 'eau traitée (Chabal
et Degrémont) des teneurs notablement moindres.
Les parois des ouvrages de l'usine Degrémont étant
recouvertes de dépéts muqueux, on pouvait envisager
que ces dépots étaient formés de bactéries nitrifiantes;
or, les réactions de nitrification consistant dans la
transformation d’un cation (ammonium) en un anion
(nitrique), on pouvait supposer une acidification locale
du milieu.

Des échantillons de dépdts recueillis sur les
parois en ciment ont donc été soumis a la détermi-
nation du pouvoir nitrifiant par ensemencement d’un
milieu liquide spécifique.

On n’a pu mettre en évidence ni activité nitri-
tante, ni activité nitratante.

Ce fait peut s’expliquer par la présence de
I'agent stérilisant : le peroxyde de chlore auquel les
bactéries nitrifiantes sont particuliérement sensibles.

Donc, si Pintervention de bactéries nitrifiantes
peut parfaitement étre envisagée dans le traitement
Chabal, au cours de la fltration lente, par contre,
l'oxydation de DPammoniaque dans le traitement
Degrémont doit plutét étre expliquée par Iaction du
chlore introduit en préchloration et réalisant, plus
ou moins complétement une réaction de « Break-
Point ».

2°) La dernidre hypothése envisagée élait celle de Uintervention
des bactéries du soufre ou thiobactéries : c’est celle-ci qui
devait se révéler fructueuse en dépit du milieu pauvre

en sulfates et apparamment peu propice au dévelop-
pement de cette catégorie de bactéries.

Le premier indice qui pouvait faire supposer
I'intervention des thiobactéries est la présence de
sulfures.

19) Dans les dépdts organiques recueillis sur les
parois des ouvrages de P'usine Degrémont.

29) Dans le résidu de I’attaque des enduits en
ciment, recueillis dans les réservoirs.

On a vérifié évidemment que ces sulfures, mis en
évidence par un dégagement d’hydrogéne sulfuré au
cours d’un traitement acide n’existent pas dans le
ciment Portland et les bétons.

On a alors pratiqué la recherche systématique
des micro-organismes spécifiques :

1°) Du groupe des réducteurs de sulfates, du
type Sporovibrio Desulfuricans — organisme anaérobie,
autotrophe facultatif réduisant les sulfates a Détat
d’hydrogéne sulfuré — facile & mettre en évidence par
la méthode de Starkey.

2°) Du groupe des oxydants du soufre et de ses
dérivés : du type Thiobacillus Thioparus, aérobie,
autotrophe strict, oxyde le soufre en sulfate — et
surtout : Thiobacillus Thiooxydans, autotrophe et
aérobie, oxyde le soufre en produisant de Vacide
sulfurique jusqu’a une acidité qui peut atteindre un
pHdeoa .

On peut donc logiquement envisager une cause
d’agressivité par formation locale d’un milieu acide au
contact des enduits en ciment grace 4 un cycle biolo-
gique au cours duquel les sulfates seraient réduits en
hydrogéne sulfuré qui serait ensuite oxydé a Détat
d’acide sulfurique libre.

Les premiéres recherches qualitatives ont montré
tout d’abord la présence généralisée des germes men-
tionnés plus haut, pratiquement en tous points de
Pinstallation Degrémont, ainsi que dans l'installation
Chabal; en effet, ces germes sont présents dans I'eau
de Seine, milieu Dbiologique extrémement riche et
complexe et on peut donc les retrouver logiquement a
tous les stades du traitement.

La présence seule de thiobactéries ne permet
donc pas de conclure gu’elies interviennent dans un
processus de corrosion.

11 s’agit donc de déterminer, par une estimation
quantitative du nombre de ces germes ou de leur
activité biochimique, si des conditions favorables ne
seraient pas susceptibles de provoquer leur dévelop-
pement intensif, notamment dans les ouvrages de
I'installation Degrémont.



rovibrio Desulfuricans a également été impliquée dans
des cas de corrosion tels que : corrosion dans le sol 4 la
faveur de successions de phases aérobies et anaérobies —
corrosion de monuments en pierre par ascension
capillaire de sulfures formés dans le sol (d’aprés J. Po-
chon et ses collaborateurs).

Le processus biologique ainsi mis en évidence a
été réalisé artificiellement en laboratoire, sans prétendre
A une preuve scientifique, mais pour illustrer le méca-
nisme de la réaction : en supposant déja réalisée la
premiére réaction biochimique (c’est-a-dire la réduc-
tion des sulfates) deux éprouvettes de mortier de ciment
Portland artificiel ont été immergées dans deux échan-
tillons du milieu de culture sélectif de Thiobacillus
Thiooxyvdans, 'un ayant été maintenu stérile, ’autre
ensemencé avec une culture avant déji fourni une
réaction positive — le tout maintenu 4 ’étuve 4 30°C.
afin d’activer le développement bactérien.

On observe la variation du pH dans les deux
cas : le pH a lorigine est 6,10.

Dans le premier milieu, le pH remonte 4 7,5
a cause de la basicité du ciment.

Dans le deuxitme, on observe au bout de
quelques jours une diminution du pH gréce au déve-
loppement bactérien, jusqu’a 35,0 environ ou le pH
reste fixe pendant plusieurs semaines 4 cause de Peffet
tampon de I’éprouvette de ciment. Puis, le pH recom-
mence a diminuer, probablement une fois réalisée la
neutralisation de la chaux libre : le ciment commence
alors A se désagréger.

REeMEDES

La connaissance des conditions favorables au
développement des germes bactériens ainsi mis en
évidence peut permettre d’éviter leur action néfaste.

Sporovibrio Desulfuricans est, on le sait, peu
sensible aux antiseptiques usuels; on lui connait des
inhibiteurs tels que les selenates et les chromates, mais
dont la toxicité en interdit emploi dans le domaine de
Palimentation humaine. Par contre, il exige pour son
développement des conditions d’anaérobiose; donc,
le nettoyage régulier des parois d’ouvrages doit per-
mettre d’éviter sa prolifération; les pulsators resteront
cependant une source abondante de ce germe : on le
retrouve abondant méme aprés un nettovage (le 25
mai 1962), probablement par un effet de concentration
par le sulfate d’alumine & partir des germes de I’eau
brute. On peut remarquer que l’aération de l’eau
décantée pratiquée quand le taux d’oxygéne dissous
devient insuffisant a ’avantage de créer des conditions
défavorables & Sporovibrio Desulfuricans.

Thiobacillus Thiooxydans est plus vulnérable
et, comme il suffit de supprimer un élément du cycle

biologique indésirable, on a vu que la présence cons-
tante d’un élément antiseptique doit permettre d’éviter
sa prolifération; autrement dit, le processus biologique
mis en évidence doit étre supprimé par une préchlo-
ration réguliére assurant un taux de chlore résiduel
convenable dans I’eau décantée.

De fait, depuis les premic¢res observations de
Pattaque des enduits, le nettoyage des parois des
installations et des pulsators a été assuré réguli¢rement
et la préchloration a été pratiquement assurée sans
défaillance : la visite du réservoir de contact de l'ins-
tallation effectuée le 30 juillet 1962 a permis de cons-
tater que l'attaque des parois ne s’était pas poursuivie
depuis les précédentes observations.

REsuME

19) Il semble qu’aucune cause physique ou
chimique ne permette d’expliquer la corrosion des
enduits de ciment des ouvrages de linstallation De-
grémont constatée en aolit 1g61.

20) Cette corrosion peut étre attribuée a un
cycle biologique oit Sporovibrio Desulfuricans réduit les
sulfates a ’état de sulfure et Thiobacillus Thiooxydans
oxyde ces sulfures a4 I’état d’acide sulfurique libre
produit localement au contact des parois des ouvrages

sans que le pH de Peau qui v circule soit modifié.

3°) Cette association biologique est favorisée
par la succession d’un milieu anaérobie créé par le lit
de boue des pulsators et les dépéts organiques qui
recouvrent certaines parois d’ouvrages — et d'un
milieu aérobie, 'eau traitée étant normalement
chargée d’oxygéne dissous 4 un taux qui varie de 20
a 100 %, dc saturation.

4°) Ce phénomeéne de corrosion n’a pu se pro-
duire qu’a 'occasion d’une insuffisance de la préchlo-
ration ou de la postchloration causée par la présence
excessive de matiéres organiques, tant dans I'eau
elle-méme que sous forme de dépots enduisant les
parois des ouvrages.

59) La corrosion doit étre évitée :

a) Par le nettovage périodique suffisam-
ment fréquent des pulsators et des parois des ouvrages.

b) Par le maintient permanent d’une
quantité de chlore résiduel tout au cours du traitement.

Ainsi les processus biologiques mis en évidence
par Gérard Devillers sont classiques; ils font partie
du cvcle du soufre et ont été étudiés par les agronomes
(travail des bactéries dans le sol), par les techniciens



des eaux usées et plus récemment par les spécialistes
des corrosions (altération des pierres de certains
monuments et désagrégation de bétons d’ouvrage
d’art dans des terrains marécageux). Mais un des
grands mérites de ce travail est de montrer, ce qui
n‘avait jamais été fait auparavant, qu’un milieu
comme une eau d’alimentation, contenant trés peu
d'ion SO, " était cependant capable de provoquer des
corrosions importantes et relativernent rapides sur
de larges surfaces, les conditions locales d’anaérobiose
étant par ailleurs bien réalisées.

De ces études, nous pouvons dégager, particu-
liecrement a4 Pusage des chefs d’exploitation et des
constructeurs d’appareils de traitement d’eau, deux
recommandations importantes :

1°) Du fait du travail microbien, le sol constitue
trés généralement un milieu réducteur; aussi, a la
sortie d’un forage, l'eau est-elle fréquemment trés
pauvre en oxygéne, souvent méme, elle en est compléte-

ment privée; en conséquence, il est toujours trés inté-
ressant et souvent nécessaire de 'aérer; on évite ainsi
de nombreux ennuis : non seulement les corrosions
quelquefois sournoises, mais aussi les mauvais goits,
les eaux troublées soit par de I’hydrate ferrique, soit
par des zooglées ou des algues, toutes choses dues aux
proliférations d’organismes anaérobies qui ne man-
queront jamais de s’¢tablir au bout d’un temps plus
ou moins long d’exploitation.

2v) Que ce soit dans des conduites, des réser-
voirs ou des appareils de traitement, il est nécessaire
d’éviter les zones de stagnation relative qui peuvent
devenir des lieux de sédimentation presque toujours
innaccessibles, d’un nettoyage difficile, quelquefois
impossible, comme les dessous de fond de filtre, cer-
taines parties de décanteur, certaines portions de con-
duites non maillées etc.; en effet, lorsque les zooglées
ou les sédiments sont suffisamment épais et compacis,
la partic profonde qui n’est plus directement en contact
avec l'eau aérée sera immanquablement le sitge de
proliférations locales de bactéries anaérobies.

En résumé, si 'on tient a la bonne conservation
des ouvrages et a la qualité des eaux distribuées, un
mot d’ordre : ’anaérobiose, voila 'ennemi!
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LES BACTERIES DU FER

Dans la nature, le fer et le manganése se trouvent soit
sous forme organique complexée, soit sous forme minérale, oxy-
dée (insoluble) ou réduite (soluble).

Le fer et le manganése peuvent passer d'une forme & 1'autre
sous 1'influence de facteurs physico-chimiques et de facteurs
biologiques.

Considérations physico-chimiques

Stabilité du fer ferreux en solution

Le fer ferreux est stable en solution au dessous de pH 5
en présence d'oxygéne. Au dessus de pH 5 le fer ferreux s'oxyde
spontanément en fer ferrique en présence d'oxygéne. Mais, dans
une solution de pH neutre riche en Coz et pauvre en oxygéne le
fer ferreux reste stable sous forme d'hydrocarbonate ferreux.
Dans les sources d'eau ferrugineuses riches en gaz carbouique
ce dernier dissout le carbonate ferreux (Fe Coj) pour donner
1'hydrocarbonate (ou bicarbonate) ferreux Fe(HCo3)7. Tant que
la concentration en oxygéne est faible ce produit reste stable.
Dés que la concentration augmente, il y a précipitation d'hydrexyde
ferrique :

++ , +++ -
2F + Hoo + 1/2 —_— 2 F + 20H
e 20 1/ 0y == e o

Fe' "+ 3 oH —— Fe(oH)3

Stabilité du manganése réduit en solution

Le manganése réduit est stable en solution oxygénée au
dessous de pH 7,5. Au dessus de ce pH, en présence d'acides
hydrocarboxyliques se produit une oxydation non biologique
lente. Au dessus de pH 9, une oxydation non biologique rapide
a lieu,

L'oxydation biologique du fer ferreux

De nombreuses bactéries sont impliquées dans 1'oxydation
biologique du fer ferreux. Elles ont une morphologie et une
physiologie trés variées ; aussi, les classe-t-on dans des
groupes trés différents. Nous les trouverons classées dans les



parties suivantes du manuel de systématique bactérienme de
Bergey :

Partie 2 : bactéries glissantes.
Genre avec affiliation incertaine : Toxothrix
cellules cylindriques filamenteuses en forme de U.

Partie 3 : bactéries engalnées
Genre Leptothrix, batonnets en chaInettes entourés d'une
gaine mucilagineuse imprégnée d'hydroxyde ferrique.

Genre Lieskella : batonnets en chalnettes ; deux chainettes

s'enroulent en spirale, la double spirale est entourée d'une
gaine jaune parfois fortement chargée en hydroxide ferrique,
mouvement similaire 3 celui des cyanophycées.

Genre Crenothrix cellules rondes ou cylindriques formant de
larges filaments (jusqu’3i 1 cm) entouré@s d'une gaine trés
fine le tout attaché 3 un substrat solide. La base de la
gaine peut etre incrustée d'hydroxyde ferrique et est parfois
renflée.

Genre Clonothrix, batonnets en chainettes formant de longs
filaments engain&s, incrusté@s d'hyroxyde ferrique et branchés.

Partie 4 : bactéries bourgeonnantes ou pédonculées.
Genre Gallionella, petites cellules en chaInettes implantées
sur de longs filaments torsadés imprégnés d'hyroxyde ferri-

que.

Genre avec affiliation incertaine : Metallogenium, cellules
coccoides implantées sur des filaments groupés en rosette.

Partie 12 : bactéries chimiolithotrophes gram-négatives.

Genre Thiobacillus avec Thiobacillus ferroxidans, b3atonnets
mobiles.

Famille des Siderocapscaceae, cellules entourées d'une capsule
imprégnée d'hydroxyde ferrique.

Genres : Siderocapsa
Naumaniella
Ochrobium
Siderococcus




Genres avec insertion incertaine :
Ferribacterium, Siderobacter, Sideromonas,

Sideronema Siderosphaera

iy

Description détaillée :

Genre Toxothrix, Molisch 1925.

I1 s'agit de cellules cylindriques filamenteuses de 0,5 a
6 pm de large sur 400 um de long, souvent en forme de U, glis—
sant avec un mouvement lent en excrétant du mucus. De 1'oxyde
de fer peut se déposer sur le mucus et le colorer en brumn rouge.
Bactérie non cultivée en culture pure, psychrophile, attachée
3 des surfaces ; se développe 3 des tensions d'oxygéne réduite,
pH neutre. Largement distribué dans les eaux ferrugineuses, le
fer ne semble toutefois pas nécessaire pour sa croissance. Une
seule espéce a &té décrite : Toxothrix trichogenes (Cholodny).

Genre Leptothrix

Découvert d&s 1843 par Kutzing. Dans la nature, ces bactéries
et de nombreuses bactéries du fer forment dans les eaux des dépots
importants d'hydroxyde ferrique de couleur ocre ; c'est la raison
pour laquelle les biologistes les ont trés tdt découvertes et
décrites.

Ecologie : Ces bactéries se développent massivement dans les eaux
non polluées avec un faible courant et, parfois, 3 la limite des
eaux oxygénées et non oxygénées des lacs. Charlet et Schwartz,
1953, ont analysé les eaux ol elles se multiplient : elles sont
riches en Coj et contiennent relativement peu d'oxygéne -et de fer :
1,6 mg Fe (II)/litre, il n'y a pas de croissance au dessus de

12 mg Fe II/litre. Le pH des eaux est neutre ou voisin de la
neutralité. Jones en 1975 les a compt@es dans 1'hypolimnion d'un
lac. Les bactéries se multiplient de fin juin 3 dé&but juillet :
leur nombre passe de 5/ml en mai-juin 3 102 et 103/ml & 1la mi-
juillet, puis reste stable pendant les mois d'aoit, septembre

et octobre. Ce nombre est inversémentproportionnel 3 la concentra-
tion en oxygéne, mais il est souvent impossible d'expliquer de
larges proportions de variance du nombre de Leptothrix par rap-

-

port au fer et 3 1'oxygéne.

Morphologie : Il s'agit de b3tomnets en chainettes qui s'entourent
d'une gaine mucilagineuse imprégnée d'hydroxyde ferrique. Les
batonnets quittent la gaine en glissant et forment aussitdt une



nouvelle gaine ou magent librement gradce & un ou plusieurs cils
polaires ou parapolaires. La plupart des espéces constituent
une masse importante de gaines vides d'ol les dépdts massifs
ocreux gélatineux dans les eaux ferrugineuses ou les conduites
d'eau.

Taxonomie : Van Veen, Mulder et Deinema, 1978 ont distingué
5 espéces dont 5 cultivées en culture pure :

Leptothrix lopholea : les gaines peuvent €tre attachées entre
elles et former une rosette, les cellules nagent grace i une
touffe de cils subpolaire.

Leptothrix ochracea : espéce la plus répandue, forme une masse
importante de gaines vides contenant trés peu de cellules. Le
dépot d'hydroxyde ferrique s'effectue aprds que les cellules
ont quitté leur gaine.

Leptothrix pseudo—ochracea : voisine de la précédente, mais les
cellules ont moins tendance 3 quitter leur gaine, cellules mo-
biles avec | cil polaire,

Leptothrix cholodnil : gaines plus épaisses, incrustées irrégu-
liérement d'hydroxyde ferrique, se trouve Egalement dans les
eaux polluées.

Leptothrix discophora :. cellules plus petites, gaines trés Epaisses
brun-foncé augmentant 10 & 25 fois le diamétre des gaines nues.

Le pourcentage guanine-cytosine (GC7) est voisin de 70 pour toutes
les espéces.

Nutrition : Quelques microbiologistes ont réussi la culture pure
des espéces ci-dessus au laboratoire. Prave, 1957, isole L.
ochracea sur un milieu 3 base de glucose, d'asparagine et de fer,
i pH 6, ol le fer ferreux est encore relativement stable en pré-
sence d'oxygéne. La bactérie crolt seulement en milieu liquide
mais nécessite de petites quantités de gélose. Le fer réduit est
indispensable pour la croissance ; cependant, la bactérie ne tolé-
re que de faibles concentrations de sels ferreux : l'optimum est
de 10 wg/l ; il n'y a pas de croissance au-dessous de 2 mg/l. Le
fer est oxydé pendant la croissance. En plus du fer, la bactérie
a besoin de substances organiques 3 faible concentration, par
exemple le glucose et l'asparagine : environ 0,2 g/l de chaque
produit. Il s'agit donc d'un mode de vie mixotrophe. La tempé-
rature optimum de multiplication se situe entre 13 et 20°. Van
Veen et Mulder ont réussi 3 isoler les espéces décrites ci-
dessus sur des milieux organiques, aprés un enrichissement en



fontaine artificielle sur un liquide 3 base d'extrait de terre

et de fer réduit. Les bactéries utilisent de nombreux sucres et
acides organiques comme source de carbone et comme source d'azote,
des acides aminés ou des sels azotés minéraux. En 1'absence de
méthionine, la vitamine Bl2 est indispensable pour la croissance
durant laquelle les cellules accumulent des granules d'acides
poly-B-hydroxybutyrique. Ces espéces, excepté L. Cholodnii,
nécessitent de petites quantités de matiére organique et répon-
dent peu @ 1'accroissement de la quantité de matidre organique.
Les 5 espéces oxydent le manganése réduit et de petites doses

de ce corps stimulent la croissance. Le fer réduit ne semble pas
indispensable au développement des 5 espéces. De ce fait, les
auteurs nient 1'oxydation du fer réduit par ces bactéries qui ne
seraient donc pas capables de tirer de 1l'énergie de 1l'oxydation

du fer réduit ; mais ils reconnaissent que les gaines sont &troi-
tement associées avec 1'accumulation du fer et de 1l'oxydation du
manganése réduit. Comment expliquer 1'imprégnation des gaines par
1'hydroxyde ferrique. Winogradsky a clairement prouvé que les
gaines s'imprégnent d'hydroxyde ferrique uniquement dans une
solution de sel ferreux et non dans une solution o 1'hydroxyde
ferrique est déja précipité. Pour Van Veen et Mulder, les cellu-
les engainées plongées dans une solution de chlorure ferrique de ¢ mM/1
précipitent 10 & 100 fois plus de fer que les cellules mutantes «
sans gaines. Les bact@ries utiliseraient des chélates de fer comme
le citrate, le quinate ou l'humate de fer. En utilisant 1la
partie organique du chélate, le fer serait libéré et s'oxyderait
alors spontanément. La nature chimiolithotrophe et 1l'oxydation

du fer ferreux par les Leptothrix restent donc encore 3 démon-
trer.

Genre Gallionella

Gallionella ferruginea a été découvert dés 1836 par Ehrenberg
car cet organisme forme aussi des masses ocreuses dans les
cours d'eau. On trouve cette bactérie souvent en méme temps
que les Leptothrix.

Ecologie : Comme les Leptothrix, c'est une bactérie aquatique
quli se multiplie dans les eaux non polluées, ferrugineuses,
avec peu d'oxygéne et beaucoup de gaz carbonique. Hanert donne
la composition suivante d'une eau souterraine ol se développent
massivement les Galionella : température 12,6 °C.



Ph 7,5 Coy libre total 17 mg/1
Fe 1,3 mg/l Cop lié total 9 "
Mn 0,2 "
*cl1 40 " Cog lié 73 "
No, 3 " Cop 1i& a ca™™ 5 "
Noj - " 02 3"
NH, 5 " utilisation du KMmO4 5 mg/l

On remarquera la température basse de 1'eau. Selon Lieske,
les Gallionella sount surtout abondantes dans la saison froide,
juste aprés la fonte des neiges :

température croissance
0-0,5°C bonne
6° excellente
15° bonne
22° faible
’ 27-32° pas de croissance

Taxonomie : Plusieurs espéces ont &té décrites sur des bases
morphologiques.

Morphologie :Sous le microscope optique, on voit des filaments
spiralés, enroulé&s en double hélice, de couleur ocre mais jamais
de cellules. Sous le microscope é€lectronicue, les filaments
apparaissent composés de fines fibrilles. Sur ces fibrilles sont
fixés des micro-cellules en chaInettes ; chaque cellule en forme
de batonnet a un diamétre de 0,1 p de large (Hanert) .(Les grosses
cellules observées parfois fixées sur les filaments provenant

de cultures impures, sont en réalité des cellules de Pgeudomonas
qui vivent souvent en association avec les Gallionellaj

Nutrition : La culture pure de cet organisme a &té réussie par

Wolfe et par Hanert (1968) sur un milieu minéral liquide conte-
nant du sulfure de fer (pH 6-6,4 ; température 18°). L'oxygéne

est le facteur déterminant pour la croissance ; elle est stimu-
lée par de faibles concentrations d'oxygéne (0,1 = 0,2 mg 0,/1)
mais inhibée par des teneurs plus &levées (au dessus de

2,75 mg 02/1). La culture réussit le mieux si le milieu liquide
est insufflé avec un mélange gazeux contenant | 7 d'0p, 5 7 de

Co2 et 94 7Z d'N72. Lorsque l'oxygéne est abondant, il y a sans



doute concurrence entre l'autooxydation du fer et 1'oxydation
par Gallionella. Dans ce milieu liquide, les Gallionella se
développent sous forme de microcalonies, d'abord blanches puis
jaunes. Chaque microccolonie renferme entre 60.000 et 80.000
mcrocellules. Hanert a démontré que les colonies incorporaient
le Cop radioactif :

Radioactivité
Impulsions’ /minute x 102

effet de base | témoin Nombre de calonies (¥ 0,6~0,8 mm)
(50-100
colonies 1 2 10 50-10
tudes)
1ére 30 34 40 49 95 568
expérience
2éme 35 35 35 38 49 161
expérience

L'incorporation du gaz carbonique et la croissance sur un
milieu minéral 3 base de fer réduit prouvent la nature chimiolitho-
trophe de cet organisme. Pour Hanert, l'addition d'extrait de levure
ou de vitamines n'a aucune influence sur la croissance mais les
Gallionella se multiplient beaucoup mieux en association avec un
Pseudomonas, ce dernier utiliserait 1'oxygéne en excés permettant
ainsi une meilleure croissance de la bactérie du fer. Van Veen
et Mulder ont réalisé des enrichissements de cette bactérie
avec des solutions nutritives i base de sels minéraux, d'azote
ammoniacal, de fer ferreux et de bicarbenate de soude, le tout
incubé 3 15° sous atmosphére d'azote avec des traces d'oxygéne.
Dans ces conditions les Gallionella se multiplient modérément.

Avec de l'extrait de terre, les auteurs améliorent beaucoup la
croissance.

Genre et espéce incertae sedis

Siderophacus corneolus

Genre Metallogenium

Bactéries découvertes par Perfilev et Gabe en 1961.



Morphologie : Ce sont des cellules coccoides de 0,5 3 1,5 pm

sans parols rigides, attachées 3 des surfaces. Elles germent et
donnent lieu 3 des filaments flexibles & pointe effilée, s'arran-—
geant en forme de rosette ; des cocci peuvent apparaltre au bout
des filaments qui s'imprégnent d'hydroxyde de fer et de manganése
et deviennent brun foncés.

Ecologie : On trouve ces espéces a la surface des vases des eaux
douces, dans le plancton d'eaux douces et dans certains sols.

Taxonomie : La position de ces bactéries est incertaine. Comme
les cellules bourgeonnent et émettent des filaments, elles ont
€té placées avec les bactéries bourgeonnantes 3 appendice mais
1'absence d'une paroi rigide les situe plutdot & coté des myco-
plasmatales : deux espéces dont l'une vit en symbiose avec les

champignons.

Nutrition : Cultivées uniquement sur des milieux organiques, les
bactéries ont une croissance lente mais activée en présence de
champignons. Celle-ci se remarque aprés 4~6 semaines, dans un
milieu & base de citrate de fer et d'ammonium & pH 6-7,8 et

non sur extrait de viande ; le manganése n'est pas nécessaire ;
par contre le carbonate de mangandse et un taux d'oxygéne bas
stimulent la croissance. Les bactéries ont &té cultivées en
culture pure dans des milieux contenant du sérum. Chez
Metallogenium symbiotium, 1'oxydation de sels de manganése
réduit est proportionnelle i la croissance.

Genre Thiobacillus

Thiobacillus ferrooxidans

Dés 1945, trois microbiologistes (Colmer, Hinckle, .Temple)
isolaient dans les eaux acides, chargées d'hydroxide ferrique,
provenant des mines de charbon bitumineux aux USA, des bactéries
en forme de batomnets, 3@ morphologie banale, capables de se
multiplier sur des milieux minéraux en tirant leur énergie de

1'oxydation du fer ou du soufre réduit.

Ecologie : La bactérie existe dans les roches, les sols et les
eaux acides chargés de sulfure métalliques ou de sels ferreux ;
€aux acides de drainage des mines de lignite, d'anthracite bi-
tumeux, de pyrite, de sulfure de zinc, de cuivre, de plomb, ect.
Ces eaux,issues de l'infiltration des eaux de pluie et de nappes
souterraines, deviennent extrémement acides par surcharge en acide



sulfurique. Ce dernier entralne une corrosion du matériel de la

mine et une pollution des fleuves. Avant méme d'avoir découvert

la bactérie, les ingénieurs pensaient que 1'acide sulfurique

et 1'hydroxyde ferrique ne pouvaient provenir que de 1l'oxydation

des sulfures métalliques souvent trés abondants dans les mines

de charbon. On sait maintenant que le phénoméne est di 3 la bactérie.
Celle-ci se multiplie &galement dans les sols contenant de la pyrite
ou de la marcasite.

Morphologie : Bitomnet court de 0,5 p de large sur 1 p de long,
isolé ou par deux, gram négatif, mobile par cils polaires, parfois
immobile.

Taxonomie : La bactérie est classée dans le genre Thiobacillus
puisqu'il s'agit d'une bactérie chimiolithotrophe, capable de tirer
son énergie de 1'oxydation de composés soufrés minéraux réduits.
Dans le genre Thiobacillus, l'espéce Thiobacillus ferrooxidans est
la seule capable d'oxyder le fer r&duit en plus du soufre réduit.

Nutrition : C'est une bactérie aérobie, mésophile, chimiolithotrophe,
qui peut croltre sur un milieu miné&ral et de tirer son énergie de
l'oxydation du soufre ou du fer réduit. Le milieu doit &tre acide.
L'oxydation du fer ferreux a lieu entre pH 2 et 3,5, celle du soufre
entre Ph 4 et 5,5. La meilleure croissance se produit sur un mélange
de soufre et de fer réduit. L'oxydation du fer nécessite les ious
sulfate, le chlorure de fer n'est pas oxydé. Le milieu de Silverman
et Lundgren (1959) renferme 9 g/l de fer ferreux sous forme de sul-
fate. L'efficience de l'oxydation est de 90 3 95 7 de la valeur
théorique mais la bactérie ne récupére que 20,5 7 de 1'énergie de
cette oxydation pour 1l'incorporation du Cop. C'est pourquoi cette
bactérie exige de grandes quantités de fer réduit pour la synthése
des cellules. L'obtention de lg de cellule requiert 1l'oxydation

de 200 .g de fer réduit. Dans la nature, l'accumulation de grandes
quantités de fer ferrique par cette bactérie a conduit 3 la forma-
tion géologique de gisements d'oxyde de fer 3 haute teneur métal-
lique.

Mc Goran, D.W. Duncan et C.C Walden ont calculé@ le temps de géné-
ration de la bactérie pour divers substrats :

6,5 & 10 heures sur fer ferreux seul

7 3 8 jours sur le soufre

14 & 17 heures sur chalcopyrite.

Les temps de génération sont donc assez longs.



10

Une croissance rapide demande une aération suffisante de manidre

i obtenir une fourniture optimale d'oxygéne et de gaz carbomique
(source de carbone). Un parallélisme existe entre l'oxydatiom du
fer et la croissance. Durant celle-ci, la couleur du milieu devient
brun-jaune de plus en plus intense puis apparalt un précipité
d'hydroxyde ferrique, le pH s'abaisse de 3 4 2,5. Les équations
pour l'oxydation du fer ferreux sont les suivantes :

4 Fe Sod + H2 So4 + 02 —_— 2 Fey(So4)3 + H20

2 Fe(So4)3 + 12 Ho0
4 FeSo4 + 02 + 10 Hp0

>4 Fe(OB)3 + 6 HoSold
s4 Fe(OH)3 + 4 HpSob

Fet**——>Fe*** + e = 11,3 kg cal/g atome.

Malgré la forte acidité du milieu, ie pH du cytoplasme se situe

entre 4,8 et 5. L'enveloppe cellulaire protége donc le cytoplasme

des conditions trés acides du milieu. Les enzymes ont un pH optimm
compris entre 5 et 9 sauf 1'oxydase du fer, complexe comprenant des
cytochromes situés dans la paroi, avec un optimum de 2,5 3 3,5. Lors
de la croissance la cellule excréte de fortes proportions de lipides.
Le systéme respiratoire oxydant le fer comprend plusieurs cytochromes
qui permettent, en plus, d'accumuler 1'énergie sous forme d'ATP.

La bactérie a aussi la propriété d'oxyder les sulfures métal-
liques insolubles tels que pyrite, chalcopyrites etc... Selon
1'équation globale :

MS + 207 —) MSO4 M = métal bivalent.

Pour cette solubilisation et 1l'oxydation qui suit, la bactérie
se fixe solidement sur le substrat. Au microscope électronique, on
constate que la solubilisation s'effectue juste autour de la cellule.
Cette propriété a été utilisée pour récupérer des métaux 3 partir de
minerais pauvres, ne pouvant plus €tre exploités par la méthode
chimique. Le minerai avec de 0,1 3 0,4 7 de métal est disposé en
énormes tas tronconiques arrosés par une solution percolante conte-
nant un peu d'azote et de sels minéraux, c'est la technique de
lixiviation microbienne. La solution percolante est récoltée en
bas du tas, elle posséde de | 3 3 g de métal par litre, sous forme
de sulfate. Le métal est récupéré soit par des solvants soit en
faisant passer la solution sulfatée sur de la ferraille :

MeSo4 + Fe® ;He° + FeSo4
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La solution percolée est ensuite réappliquée sur le sommet du
tas. La présence d'ions ferriques accélére le processus d'oxyda-
tion :

MS + Fep(So4)3 ———MSob + 2 FeSob + S°

§° + 11/202 + H20—5HyS04
2 FeSo4 + 1/202+ HoSo4—>Fe2(S04)3 + H20

Plusieurs types de sulfures métalliques peuvent €tre oxydés ;
nous donnerons 1'exemple de la chalcopyrite, un des plus impor-
tants minerais de cuivre du monde.

L'équation globale :

2CuFeSy + 81/2 07 + HpSo% ;;:f: 2 CuSo4 + Fe2(So4)3 + Hoo

provient des réactions électrochimiques ci-dessous :
réaction ancdique :
2 CuFeS2 + 16 H20 + H2So4 ;—_—A_zclﬁ‘* + 2Fe3* + 55042~ + 34H* + 3be”
réaction cathodique :
34HY © + 3he” + 8 1/2 09 —>17H20
Le sulfate ferrique contribue & 1l'oxydation de la chalcopyrite :
CuFeS2 + 2 Fe(So4)3 ——3CuSo4 + 5FeSo4 + 2 S°

Le soufre élémentaire et le fer ferreux produits au cours de cette
réaction sont oxydés en acide sulfurique et en sulfate ferrique
par la bactérie. Avec une bonne technique, on obtient um rendement
de prés de 100 Z et 725 mg de cuivre par litre et par heure. Dans
1'extraction de 1'uranium, le rdle de la bactérie est d'oxyder le
fer ferreux en fer ferrique, ce dernier réagissant avec 1l'uranium.
bactérie
2 FeSo4 + 1/2 09 + H2S04 ——>Fe)(So4)3 + H20

U 0, + Fe2 (S04)3 ——> U 09 So4 + 2 FeSod

Le sulfate ferrique et l'acide sulfurique sont produits par 1'oxyda-
tion bactérienne de sulfures ferreux comme la pyrite, qui sont pré-
sents en général dans les minerais d'uranium :

bactérie

2 FeS2 + Hp0 + 7 1/2 03 >Fe3(S04)3 + HpSo4
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Th. Ferrooxidans se développe dans des solutions 3 fortes teneurs
métalliques, toxiques pour les autres microorganismes. La bactérie
tolére 5 Z de sulfate ferreux et 5 7 de sulfate de cuivre. Les
anions sont plus toxiques que les cations. Voici, d'aprés Tuovinen
et Kelly, le taux d'inhibition de 1l'oxydation du fer en présence de
différentes concentrations de cations :

cation concentration 7Z d'inhibition _de 1l'oxydation
2+
M du Fe
co 2* 1 40
0,1 0
Zn 2* 1 34
0,1 0
ni 2 i . 75
0,1 0]
Cu 2+ 1 30
0,5 14
0,1 7
voz2* 0,05 14
0,01 4

Famille des Siderocapsaceae

Cellules entourées d'une capsule imprégnée d'hydroxyde ferrique.
Pribram a créé cette famille en 1929. Elle regroupe 4 genres dont

les différentes espéces ont &té& trouvées dans les eaux ferrugineuses ;
leur description est surtout morphologique. Seules, quelques-unes

ont 8té cultivées. Elles jouent un rdle dans les dépdts géologiques

de fer ou de manganése.

Genre Siderocapsa, Molish 1910.

Plusieurs cellules sphériques ou ovoides se groupent et
s'enveloppent d'une capsule commune incrustée partiellement avec
des oxydes de fer ou de mangan&se. Les cellules individuelles
mesurent entre 0,2 et 0,8,0 selon les espéces.

Ecologie : Organisme commun dans les eaux douces, soit librement
dans le plancton, soit attaché aux plantes aquatiques. A&robie,
mais crolt avec peu d'oxygéne, pH de 1'eau neutre. Quelques
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espéces se multiplient en surface de la vase ou dans 1'hypolimmion
des lacs. :

Taxonomie : La validité du groupe est douteuse car on connalt peu
les propriétés des bactéries puisqu'elles n'ont pas &té cultivées
en culture pure. Huit espéces ont &té décrites ; elles se distin-
guent les unes des autres par leur morphologie : dimension des
cellules, assemblage des cellules entre elles, dimension de la
capsule. Les microcolonies formées de quelques cellules peuvent
s'aggréger entre elles et former des masses zoogléiques impor-
tantes.

Nutrition : inconnue, bactérie non cultivée en culture pure.

Genre Naumaniella, Dorff 1934

Batonnets individuels entourés d'une capsule délicate, mince
jaunie par le d8pdot des oxydes de fer ou de mangan&se, capsule qui
fait ressortir le bord de la cellule et lui donne l'apparence
de petites diatomées. Les batonnets s'assemblent parfois en chainet-
tes (Naumaniella catenata) et chaque cellule prend alors l'aspect
d'un maillon d'une chalnette d'od le nom de "torus" pour ces
cellules. Le manganése colore la capsule en noir.

Ecologie : Les bactéries se développent dans les eaux ferrugineuses
ou pour une espéce, dans le sol riche en manganése. Elles sont
répandues et on les trouve parfois dans les mémes eaux que les
Leptothrix et les Gallionella. Beger, 1941, donne la composition
d'une eau ol se multiplieunt ces organismes. Il s'agit d'une eau
souterraine qui ressurgit dans une canalisation :

pH 6,9 NH4 : 0,5 mg/l
NO3 : 5 "
cl : 332 "
Fe : 4,8 "
Mn : 0,8 "
Co2 libre : 81 mg/l
" olié : 88 "

L'eau est trés dure.

Taxonomie : 6 espéces ont &té décrites, elles se distinguent par

leur aspect morphologique : forme des cellules (droites, ellipsoides,
incurvées), dimension des cellules, parfois mobiles, se divisant

par scission ou par bourgeonnement.
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Nutrition : Quelques espéces ont été cultivées en culture pure,

mais on a peu de renseignements. Elles ne poussent pas dans les
milieux usuels peptonés ou 3 l'extrait de viande. La croissance

a été obtenue dans des sdlutions contenant du citrate de fer ferreux,
de l'extrait de terre ou des géloses au carbonate ou & l'acétmate -de
manganése. Dans les solutions avec du citrate de fer ferreux,
Naumaniella neustonica produit un film brun doré en surface et un
dépot d'hydroxyde ferrique volumineux. Les colonies de Naumaniella
pygmaea sur extrait de terre sont brunes, celles de N.polymorpha

sur manganése : brun foncé ; cette derniére espéce n'oxyde que

le manganése.

Genre Ochrobium, Perfilev in Visloukh, 1921

Cellules ellipsoildes ou en b3tonnets de 0,5-0,3 ! de large
sur 1,5 3 5 » de long entourées partiellement d'une capsule mince
fortement imprégnée de fer. La capsule demeure ouverte & une extré-
wité, ce qui donne & 1'ensemble la forme d'un sabot de cheval. Les
cellules sont isolées ou aggrégées les unes aux autres, parfois

mobiles, avec deux flagelles polaires inégaux.

Ecologie : Organisme largement répandu dans les eaux ferrugineuses.
Taxonomie : Il est possible que cet organisme soit une algue,

par exemple, un Pteromonas. Le genre doit donc etre considéré

comme "incertae sedis". Il comprend une espéce : Ochrobium tectum.

Nutrition : inconnue, bactérie non cultivée en culture pure.

Genre Siderococcus, Dorff, 1934

Cellules sphériques de 0,2 3 0,5 pm de diamdtre, isolées ou
groupées en petites colonies mobiles de 6 & 15 cellules ressem
blant & un grain de Mais. Les cellules possé&dent des appendices
filamenteux et se multiplient semble-t-il par bourgeonnement. Elles
n'ont pas de capsules et ne sont pas incrustées avec de 1'hydroxyde
ferrique mais les vieilles colonies s'imprégnent parfois d'hydroxyde
ferrique jaune-orange et l'on distingue alors peu les cellules.

Ecologie : Genre largement répandu dans les eaux et sur les vases,
avec un pH neutre et une concentration faible en oxygéne.

Taxonomie : une espéce : S.limoniticus

Nutrition : inconnue, bactérie non cultivée.
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La réduction du fer ferrique

On a décrit la réduction biologique du fer ferrique pour
de nombreuses bactéries chimioorganotrophes banales. La réduction
nécessite de 1'énergie et doit donc €tre couplée avec une réaction
qui en produit. La réduction est liée 3 1l'oxydation (deshydrogénation)
de substrats organiques. Elle n'a lieu qu'en anadrobiose et le fer
ferrique sert alors d'accepteur d'électrons. Les bactéries anaérobies
facultatives, cultivées en anaérobiose se développent 5 fois plus
en présence d'hydroxyde ferrique. Dans le sol, la réduction du fer
ferrique est fonction de la consommation des acides organiques.

Complexation du fer, solubilisation

Les microbes du sol et des eaux peuvent complexer le fer minéral
-grice 3 la production d'acides organiques ou de gaz carbonique.

Minéralisation du fer complexé

De trés nombreux microbes minéralisent les complexes organiques
du fer en utilisant la partie organique comme source de carbone et
en libérant le fer minéral.

Role des bactéries du fer dans la corrosion

On trouve trés souvent des Leptothrix et des Gallionmella dans
les "vésicules gélatineuses" ou "tubercules" des canalisation métal-
liques corrodées. Ces meémes bactéries obstruent les drains et autres
canalisation ol circule de 1'eau ferrugineuse par la formation de
gaines imprégnées d'hydroxyde ferrique.

RESUME

Les bactéries oxydant le fer ferreux ou précipitant le fer ferrique
ont une morphologie et une physiologie trés variées ; aussi, sont—
elles classées dans des groupes taxonomiques différents. De nombreuses
espéces sont mal connues parce qu'elles n'ont jamais &té cultivées

en culture pure ou que leur métabolisme n'est pas encore clairement
élucidé. La plupart sont des bactéries aquatiques qui croissent dans
les eaux ferrugineuses (environ 2-5 mg Fell/l), non polluées, peu
oxygénées, riches en Co2, de pH voisin de la neutralité. Les cellules
sont entourées de gaines, de capsules ou portées sur des filaments
imprégnés d'hydroxyde ferrique. Gaines, capsules et filaments sont
étroitement liés 3 la précipitation de 1'hydroxyde ferrique, il y a
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peu de cellules formées par rapport i la grande masse de gaines
ou de filaments synthétisés.

Une espéce, Gallionella ferruginea, crolt sur un milieu
minéral en tirant son énergie de l'oxydation du fer réduit, elle
est donc chimiolithotrophe. Pour les autres bactéries croissant
a pH neutre, la nature chimiolithotrophe n'a pu etre démontrée et
leur aptitude 3 oxyder le fer ferreux est controversée.

Dans les eaux et sols acides, riches en sulfures métalliques,
se multiplie une bactérie : Thiobacillus ferrooxidans, trés diffé-
rente des précédentes. C'est un batonnet mobile, sans capsule, ni
gaine, ne se multipliant qu'en milieu acide (pH3 et au dessous),
minéral avec une grande concentration en fer ou en soufre réduit
et bien oxygéné. Il s'agit d'un chimiolithotrophe qui tire son
énergie de l'oxydation du fer ou du soufre réduit. Comme cette
bactérie est capable aussi de solubiliser les sulfures métalliques
insolubles ; on l'utilise dans la récupération des minerais pauvres
en métal.

En présence de carbone organique et en milieu anaérobie, le
fer ferrique peut €tre réduit par de nombreuses bactéries
chimiocorganotrophes anaérobies facultatives., D'autre part, ces
bactéries complexent le fer ou minéralisent le fer complexé.

On trouve souvent des bactéries du fer (Leptothrix,
Gallionella) dans les "vésicules gélatineuses" ou "tubercules"
des canalisations mé&talliques corrodées. Ces bactéries peuvent
obstruer les canalisatiors oli circule de 1'eau ferrugineuse.
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ROLE DES MICRC-ORGANISMES DANS LE
CYCLE DE L'AZOTE

(trés schématique)

I - LE CYCLE DE L'AZOTE

l. Rappel : cf. fig. 1

2. Niveaux d'intervention des micro-organismes

~» fixation biologique de l'azote atmosphérique
-»minéralisation-nitrification
- réorganisation
- dénitrification
Le cycle de 1'azote est sous l'entiére dépendance de 1l'activité
des micro-organismes du sol et des eaux.

3. Flux et Bilans d'azote

Apports d'azote dans le sol et les eaux : fixation .

Pertes d'azote : dénitrification, volatilisation, lixiviation
Transformations de l'azote dans le sol :

minéralisation -~ nitrification - réorganisation

Estimation des flux et bilans

cf. fig. 2 - 3 -4

II - LES ETAPES DU CYCLE DE L'AZOTE :

Transformations microbiennes , micro-organismes impliqués, facteurs
influengant leur activité , méthodes d'é&tude.

A/ Fixation biologique

(trés simplifié, intervient peu dans les eaux et leur traitement)

nitrogénase
N, + 3B, IZZZ2PTRTRN 2 NH,

1. Fixation par des micro-organismes libres

Arotobacter, Clostridium (bactéries)...

Cyanobactéries (ex. algues bleu-vert) réalisent leur synthéses
protéiques 2 partir de NH3 fixé;,Retour de N org. au sol aprés leur mort.

2, fixation symbiotique

Ex : coupe Rhizobium/Légumineuse
" Frankia/Aulne
formation des nodules sur les racines des végétaux.
La plante-hdte .fournit les substrats carbonés (issus de la photosynthése
aux micro-organismes présents dans le nodule, ceux-ci fournissent & la

plante un complément d'azote (NH3) aprés fixation de 1'azote de 1'air.



—~» impact considérable au niveau agricole
méthodes d'é&tude
e e ———

estimation des quantités d'azote fixé

-~ par activité réductrice d'acétyléne

+ C
Colty * By — > Cfy
nitrogénase
mesure l'activité enzymatique, méthode surtout qualitative, mais non
destructive.

-~ par méthodes isotopliques

< marquage direct de l'azote de 1'air (]5N2)
- marquage indirect par apport d'engrais au sol 15NH4 ou 15NO3

- variations isotopiques naturelles

Calcul basé sur la notion de dilution isotopique qui résulte du
changement d'abondance en ls& lors d'un mélange homogéne de deux sources
d'azote d'abondance isotopique différente (sol et atmosphére dans ce cas)

étude des micro-organismes

(simplifiée)

-» comptage : méthodes des suspensions dilutions (cf. POCHON et TARDIEUX 1962)

-+ visualisation , comptage , identification , sérologie : immunologie cf.
fig. 5.Pour le principe

B/ Cycle interme de 1l'azote

minéralisation - nitrification - réorganisation

l-minéralisation

N - org —————y = NHZ”"’“""NH4+
ammonification
microflore diversifiée : bactéries, actinomyc&tes, champignons
activité influenc8e par le type de débris végétaux, la complexité
des molécules, le type de sol (pH), le climat (t°, humidité),.
Quellsque soiedles conditions, le stade ammoniacal est toujours atteint
dans la mesure oll plusieurs types de micro-organismes interviennent,mais les
taux de minéralisation sont variables.
2-nitrification
SOOI - A

ammonium-oxydase
O2 —_— NO2 + 2 H + H20 + 63,8 Kcal

Niw

(2) NO +

) 0, — N'o3' + 17,5 Keal

N e

nitrire oxydase

microflore spécifique : (1) Nitrosomonas , (2) Nitrobacter.



Micro-organismes chimiolithotrophes : 1'énergie libéré&e par 1'oxydation
du substrat minéral est utilisée pour fixer le CO2
Nitrification : étape limitante de la production végétale
étape qui contrlle les pertes d'azote en amont par volatili-

sation, en aval par dénitrification et lixiviation cf. fig. 6

Facteurs intervenant

- aération, concentration en 02 dissous (germes aérobies)

- pH (neutre alcalin)

- concentration en substrat (cf. fig. 7)

- température (28° C au laboratoire)

- N-gserve (2 chloro-6-trich10£omét§y1 pyridine) inhibiteur de la

-+
phase NH4 —h NO2

Méthodes d'études de la minéralisation-nitrification

=~ incubation de sol en erlen ou sacs de polyéthyléne

mesure de 1'N minéral présent, donc de la minéralisation nette prenant
en compte 1'N minéral réorganisé.

<+ percolation de sol (fig. 8)

ex : cinétique (fig. 9 permet de suivre 1'é&volution et les &changes sol™=
solution '

nitrification acidifiante : impact sur la mise en solution du
calcium (fig. 10)

Etudes des micro-organismes :(;f. fixation/)

Ex ¢ d'un micro-organisme nitrifiant
Nitrobacter : structure en microscopie €lectronique (cf. fig. 11)

3. Réorganisation

NH;-—-; N org
NO3_———) N org ;
microflore diversifiée qui en présence de substrats carbonés energétiques
(facilement assimilables) utilisent 1'N minéral pour réaliéerlles;s synthéses
protéiques.
Mécanisme de stockage de l'azote dans la biomasse microbienne.

Méthodes d'étude du cycle internme abordée & 1l'aide du traceur 15N

C/ Dénitrification

NO, — NO,” -~ N0 — & N0 —— N,
micro-organismes : anadrobies facultatifs hétérotrophes pour 1la

plupartelCas des Thiobacillus chimiolithotrophes



Infiuence de l'aération , du pH, de la matiBre organique comme source

énergétique,de la température

méthodes d'8tude : incubation en anaéroblose,dosage de N0

aprés blocage par acétyléne de la N,0 réductase

2
perte d'azote pour le sol mais processus d'€limination des nitrates
dans les eaux.

D/ Processus non microbiens

1iés cependant & l'activité@ des successions microbiennes

1. Volatilisation de 1'ammoniac

importante, si pH élevé et capacité de rétention des ions réduites
fonction de la quantité& d'engrais , du mode d'application, du
climat (alternance sécheresse - humidité) de la présence de végétaux
cf. fig. 12

2. Lixiviation du nitrate

dépend de 1'activité microbienne nitrifiante et dénitrifiante
- du climat (pluviométrie)

- de la nature du sol (texture)

- de la densité du couvert végétale (assimilation des nitrates)

- du taux de fertilisation.



_ denitrification
FIXATION FIXAYJION
biologique industielle

lisation

c:dsc:'rptioné |

lixiviation

" Y
flihon a v
chimique § !
1 ’
'ARGILE. HUM! 'S|

[P i
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TRANSFERTS DES MICROORGANISMES DANS LE SOL

L.P. MAZOIT

Directeur honoraire du Service de Contréle des
eaux de la Ville de Paris



GENERALITES

Dans ce transfert, les bactéries occupent un réle prépondérant,
mais elles ne sont pas seules en cause, d'autres &tres vivants ont une

importance certaine.

A Lla Limite du macro et du microscopique, existent de trés nombreux
parasites. Exemple, dans les régions karstiques, en particulier dans les
régions de craie, les TRICOCEPHALES, sont de petits parasites intestinaux dont
les oeufs, microscopiques voyagent avec les eaux souterraines contaminées

(féces).

Microonganismes vrais (inginiment petits des eaux souterraines)

zoaires). Rares dans les eaux souterraines métropolitaines bien filtrées,
mais souvent présentes dans les eaux karstiques. Il s'agit surtout de

Entamoela coli. Mais on peut imaginer que, a condjtions que le parcours

soit relativement bref, Negleria fowleri (méningites amibiennes) peut se

trouver dans des eaux souterraines karstiques, en période trés chaude.

- Non_classes : les virus. Ce sont des molécules qui présentent des analo-
gies avec le végétal. N'y ont cependant pas été incorporées. Ce sont avant
tout des parasites soit des animaux (poliovirus, herpés-virus...), soit
des végétaux supérieurs (mosajique du tabac, de la pomme de terre...), soit
des végétaux inférieurs et, en particulier des bactéries (bactériophages).
Comme toujours, hautement spécialisés : phage coli, phage dysentérique,

phage pseudomonas...

Régne végétal

1. Levures_et_autres_champignons : trés nombreux dans les eaux souterraines,

ce qui est normal. Sont des hdtes courants en raison de lLeur origine. Ont

parfois été bien génants lors d'expériences de tragage.



En effet, les tragages chimiques indiguent une communication
mais pas obligatoirement une contamination par microorganismes, puis-
que ceux—-ci peuvent étre retenus (filtration a l'échelle des micro-
organismes) alors que les corps ou composés dissous ne sont pas retenus,

n'étant pas arrétés par les obstacles que L'eau peut franchir.

Pour matérialiser les contaminations, on a dd faire appel a des
microorganismes. Les premiers mis en oeuvre furent des levures, faciles
a cultiver ensuite au laboratoire. Mais, dans la nature il y a énormé-
ment de levures sauvages, susceptibles de cultiver sur les milieux choi-
sis. En cas de réaction positive : s'agissait-il de La levure déversée
ou d'une levure sauvage voisine ? Mais il y avait aussi le cas inverse.
En effet, les levures sont d'une taille bien supérieure a celle des bac-
téries. En raison de ses dimensions, une levure (genre levure de biére,
la plus employée) pouvait &tre retenue. Les Mycoderma (levures bien par-
ticuliéres) sont nettement plus petits. Mais, eux—-aussi, sont fréguents,

trés fréquents dans la nature. Alors que faire ?

DIENERT, fondateur du Service de surveillance des eaux de la ville
de Paris - devenu ensuite Service de contréle des eaux de la ville de
Paris -, trouva une solution élégante : il accoutuma une souche d' Esche~
ria colt a L'arsenic et ses bactéries étaient capables de se développer
sur des milieux de culture relativement riches en arsenic, ce qu'on ne
trouve pas dans la nature. On pouvait ainsi avoir lLa preuve que les bac-
téries n'étajent pas retenues par le sol, donc qu'il y avait bien conta-

mination et pas seulement communication.

Algues : les algues ne peuvent se nourrir qu'en présence de lumiére
(photosynthése), aussi n'en trouve-t-on sous terre que dans des circu-
lations karstiques, ou elles ne perdirent d'ailleurs que peu de temps

sous leur forme adulte.

Bactéries : c'est Le gros morceau de la microbiologie des eaux souter-

raines.

Les bactéries sont des végétaux inférieurs, unicellulaires, dépour-

vus de chlorophylle.

Certaines sont pigmentées (Bacillus prodigiosus rouge sang -

Chromobacterium violaceum...), mais la plupart sont incolores.



Elles sont présentes dans tous les milieux naturels ot la tempé-
rature permet la vie. Elles ont besoin d'eau pour se développer : Lles
unes n'exigent que de l'humidité, mais la plupart se développent dans

des liquides.

Pendant trés longtemps on a cru que les bactéries ne se reprodui-
sajent que par scissiparité. Depuis 35 ans environ, on connait un autre
mode de reproduction : La conjugaison : deux bactéries de méme espéce se
rencontrent et, parfois s'accolent. IL y a alors échange de génes. On a
découvert ensuite qu'il y avait des bactéries mdles et des bactéries
femelles et méme qu'en certains cas la bactérie mdle transformait la

femelle en méLe...n

C'est certainement & cause des processus de conjugaison que les
bactéries ont échappé a La dégénérescence, les échanges permettant une

préservation du patrimoine génétique.

Plus récemment on a mis en évidence des conjugaisons de bactéries
différentes, par exemple E. col? et Pseudomonas aeruginosa. Ce dernier
est beaucoup plus résistant qu'E.col<. La conjugaison devrait donc per-
mettre d'aboutir a des E.colZ plus résistants. On peut imaginer d'autres
conjugaisons. Or les bactéries se propageront d'autant mieux dans Lles

eaux qu'elles sont plus résistantes.

Heureusement, la conjugaison n'est pas un phénoméne courant dans
les milieux naturels : pour que deux bactéries se conjugent, il faut,
avant tout qu'elles se rencontrent. Dans les liquides, elles sont en
mouvement constant (mouvement brownien) ; certaines ont des mouvements
propres, mais qui ne semblent pas &tre dirigés (sauf peut—-&tre par un
stimulus telle la fuite devant la-lumiére). Dans les milieux de culture
liquides, les teneurs sont de L'ordre de 10% par millilitre, mais dans
les milieux extérieurs comme L‘'eau, on est trés loin de ces concentra-

tions et lLes chances de rencontre sont faibles.

Une autre cause empéche les rencontres fréguentes entre bacté-
ries, donc les conjugaisons : les bactéries sont porteuses de charges
électriques, en principe positives (nous verrons plus loin que ces
charges positives ont un grand réle dans les transferts dans le sol et
les circulations aquiféres). Chargées de méme signe, elles vont donc
se repousser et, sauf force supérieure a la force de répulsion (agita-

tion par des remous, chute...) elles ne se rencontreront pas.

Ainsi que vous le voyez, Le roman d'amour des bactéries n'arrive

que difficilement & une heureuse conclusion.



LE TRANSPORT DES BACTERIES

Bien entendu, les bactéries peuvent voyager seules au fil de
l'eau. Mais le plus souvent elles empruntent un moyen de locomotion qui,
Llui, est mu par L'eau. Il s'agit des matiéres en suspension,présentes,
en plus ou moins grande quantité bien entendu, dans toutes les eaux natu-
relles, méme les plus claires. Ces matiéres en suspension, tout au moins
celles qui sont sous forme colloidale sont comme lLes bactéries : elles
sont porteuses de charges électriques. Mais ici les charges sont négati-
ves. Elles exerceront donc une attraction sur les bactéries. Celles-ci
viendront se fixer sur les particules en suspension et, une fois fixées,
voyageront sur ces supports, tant qu'une éhute, un obstacle créant un
remous violent ne viendra pas les obliger & quitter leur "wagon'. Le fait
est d'ailleurs rare et nous verrons ci-aprés que méme dans des eaux d'une
grande limpidité il existe toujours des matiéres en suspension et qu'elles

véhiculent de trés nombreuses bactéries.

Mais ces bactéries fixées, ne les imaginez pas uniquement a la
périphérie. Les particules en suspension n'ont pas une forme géométrique
réguliére : elles recélent des anfractuosités qui constituent de véri-
tables cavernes vis-a-vis des bactéries. (Pensez aux cavités du charbon
actif !). Dans ces "grottes'", elles se trouvent & l'abri. En particulier
elles y sont tout au moins dans une certaine mesure protégées des désin-
fectants agissant par voie chimique et, bien qu'un peu moins, de ceux
agissant par voie physique. C'est une des raisons pour lesquelles les
traitements désinfectants (Cl,, O3 et un peu U.V.) sont plus difficiles
a appliquer a des eaux dont la Limpidité Laisse a désirer. (En outre,
souvent, les matiéres en suspension, réductrices, neutralisent une partie

du désinfectant chimique).

Pers.istance des bactéirnies dans Les dépois

On doit aussi évoquer d'autres phénoménes en Liaison avec Ll'asso-
ciation matiéres en suspension-bactéries. Les particules constituent des
masses bien plus denses que les bactéries seules. Pour peu que le courant
soit trés lent, elles décanteront plus vite. Mon ami Fernand VILLEMAINE a,
par exemple, observé des faits qui paraissent aberrants : les sources du
Durteint (captées par la ville de Paris dans la région de Provins) fournis-
sent une eau d'une grande Limpidité due, semble-t-il, & une succession de

filtrations horizontales. Dans les captages, la circulation est trés lente



et les matiéres en suspension, rares d'ailleurs, décantent dans une trés
grande proportion. Elles entrainent avec elles les bactéries qui les ont
utilisées comme véhicules et aussi toutes celles, non fixées, qu'elles

rencontrent et captent au long de lLeur descente.

Ces matiéres en suspension ont, en quelque 40 ans, formé une
mince couche que VILLEMAINE a prélevée et analysée. IL y a trouvé des
bactéries qu'il n'avait jamais observées dans les multiples échantillons

d'eau prélevés sur les mémes captages.

IL n'y a, jusqu'ici, aucune anomalie : prenez une source quij
débite 11,5 L/s (ce n'est pas une trés grosse source) soit 1000 m3/j.
On en préléve 250 ml pour y rechercher les germes témoins de contamina-
tion. La proportion est de 0,25.107%, a condition qu'on y pratique un
prélevement par jour... ce qui, pratiguement, n'est jamais le cas pour

un aussi faible débit.

N'allez pas en déduire qu'il faudrait ensemencer chaque jour de
trés grandes quantités d'eau pour pouvoir garantir son inocuité. Evidem-
ment, plus grands seront les volumes prélevés, meilleure sera la connais-
sance de la qualité. Mais il ne suffit pas, heureusement pour nous, d'une
bactérie pathogéne pour nous infecter : notre organisme a des armes contre
ces agressions et ce n'est gqu'au-dela d'un certain seuil que nous sommes
en danger. Généralement on ne recherche pas les bactéries pathogénes dans
les analyses courantes de potabilité, on se contente de commensales : Lles
bactéries témoins de contamination, plus nombreuses, généralement plus
résistantes et mises en évidence plus facilement et surtout plus rapide-
ment. L'expérience montre que lorsque ces bactéries témoins ne sont pas
mises en évidence dans 100 mlL,l'eau a toutes les chances d'étre bactério-

logiquement sans danger.

Mais, revenons a nos bactéries décantées au fond des sources du
burteint. Celles qui ont été décelées sont, d'une part des Clostridiums
sulfito-réducteurs, germes dont lLes spores peuvent rester trés longtemps
en vie latente, mais aussi des coliformes fécaux. Non sporulées, ces bac-
téries sont réputées pour n'avoir, dans lL'eau, qu'une vie relativement
bréve (2 & 4 mois environ). Les boues qui tapissaient le fond des captages
datajient, pour les plus anciennes, d'une quarantaine d'années. N'est-on
pas, alors, fondé a se poser lLa question suivante : “Comment se fait-il

que des organismes dont lLe temps de vie est de deux mois, voire du double,



gui ne se reproduisent pratiquement pas dans l'eau, puissent &tre encore
vivants aprés quelques décennies ?".Ne peut-on pas se demander si ce

n'est pas dans la neutralisation des charges électriques que résiderait
le phénoméne ? J'ai posé la questijon a des spécialistes de la bactério-

logie. Jusqu'alors aucune réponse pour ou contre ne m'a été apportée.

Le nombre de bactéries qu'on trouve dans un millilitre de sol
moyen est bien supérieur a celui que recéle Le méme volume d'un milieu
de culture. Beaucoup d'entre elles sont mobiles (cils vibratiles pour
La plupart). Mais cette mobilité - visible sous le microscope - ne peut
pas les amener loin : d'une part elle n'est pas motivée par l'attrait
d'une proie (ou tout autre stimulus), d'autre part, en admettant qu'elle
s'exerce toujours dans le méme sens, elle est a L'échelle des bactéries
et ne dépasserait pas quelques millimétres/heure dans Les meilleures
conditions. Alors, si L'on tient compte des obstacles...! Et, pour voya-
ger dans le sol, elles utilisent (sans le rechercher évidemment) un moyen

de transport : l'eau.

On sait, depuis quelques décennies, que la pénétration de L'eau
dans le sol, puis son cheminement dans le sous-sol sont des phénoménes
bien plus complexes qu'on ne pourrait l'imaginer de prime abord, dans
lesquels interviennent de nombreux facteurs. Il en sera donc de méme obli-

gatoirement, mais en plus complexe encore, pour les bactéries.

Nous allons donc simplifier et laisser de c6té la plupart des
détails, en particulier pour les terrains perméables en petit. Nous allons,
d'ailleurs, dire déja quelques mots de L'opposé, le karst, puisqu'ici Lle

cas est nettement plus simple.

Les bacténies dans Les circulations harstiquesd

IL est bien évident que dans lLe karst, méme dans un cas de figure
Limite, les canaux souterrains sont sans commune mesure avec les bactéries.
Malgré tout, nombreuses sont celles qui sont piégées par les obstacles et
par Les matiéres en suspension - en principe bien plus nombreuses que dans
un terrain perméable en petit -. Mais, dans de trés nombreux cas, beaucoup
de germes peuvent voyager seul, & condition que la vitesse de circulation
soit rapide. Les contaminations seront fréquentes et L('on connait de nom-

breuses exsurgences, résurgences qui sont responsables de beaucoup de morts.



Je citerai seulement la source d'Erigny & Rueil-la-Gadeliére (E. et L.)
et celle du Miroir & Theil-sur-Vanne (Yonne) parmi la gquarantaine de cas
que je connais personnellement. Ces cas sont, pour la plupart, anciens.
Mais, deci dela, on reléve des épidémies sans gravité quant aux suites,

mais qui impliquent la présence de germes ayant voyagé rapidement.

Les bactéries dans Les nappes (strnicto sensu)

Comment les bactéries arrivent—-elles & suivre l'eau dans les
terrains perméables en petit ? Prenons le cas d'un des meijlleurs filtres
naturels, celui qui est constitué par un sable alluvionnaire moyen (c'est-
a-dire composé d'un mélange d'éléments de granulométrie différente, mais
riche en éléments fins). Les intervalles entre lLes grains sont trés petits
et constituent un réseau de trés fins canalicules, ou tout au moins nous
paraissent-ils ainsi. Mais, déja a la loupe on distingue les interstices,
qui sont donc sans commune mesure avec les bactéries. Celles-ci peuvent
circuler entre les grains sans entrer en contact avec eux... si la dis-
tance a parcourir est relativement courte. Mais au-dela de 2 a 3 métres,
la probabilité des rencontres est telle qu'on doit admettre qu'aucune
bactérie ne peut passer sans rencontrer sans heurter un ou plusieurs
obstacles et s'y fixer (qu'elle soit libre ou "piégée'" par des matiéres
en suspension, le résultat est le méme). Mais elle ne restera pas fixée
idéfiniment sur le méme obstacle, car la mince pellicule d'eau qui imbibe
les grains voyage, elle aussi, moins vite que celle qui circule entre les
grains, mais elle voyage quand méme, finissant par quitter, au bout d'un
temps plus ou moins long, le grain qu'elle enrobait. Deux voies s'offrent
alors a notre bactérie : soit rejoindre L'eau intergranulaire et voyager
alors a vitesse normale (quelques métres/jour si le filtre est Loin) jus-
qu'd La prochaine rencontre avec un obstacle, soit se faire a nouveau
piéger dés le départ. On peut, bien entendu, imaginer tous les cas de
figures, du plus simple au plus compliqué. Les expériences de tragage
réalisées avec deux traceurs, L'un chimique, L'autre bactériologique,
montrent que le premier va plus vite que le second, car il n'est pas rete-
nu en cours de route par fixation sur les grains (tout au moins en majeure
partie). Evidemment, si L'on tient compte de l'existence des matiéres en
suspension, le temps de transit est encore plus long et les phénoménes plus

nombreux et plus compliqués.



Les analyses bactériologiques effectuées sur des eaux alluvia-
les montrent que le sable alluvial décrit cj—-dessus est un filtre
excellent : pendant 18 ans, j'ai réguliérement analysé au moins une fois
par semaine les eaux des 11 puits (25 000 m3/j) des captages alluviaux
de La ville de Paris entre Sens et Pont-sur-Yonne. Sauf une fois, je n'ai
jamais trouvé de bactéries témoins de contamination dans les eaux (un peu
plus de 1000 Llitres au total) analysées. La contamination observée a, bien
entendu, donné lieu & une enquéte. C'était en 1956, lors de la grande crue.
Le champ captant était submergé par plus de 1 métre d'eau limoneuse. Dix
puits ont continué & fournir de L'eau irréprochable malgré la crue. Une
trés légére défectuosité du joint d'étanchéité du couvercle du 11éme puits
a permis une infiltration directe de L'eau de la riviére. Ces puits n'a-
vaient pas été prévus pour fonctionner avec 1 métre d'eau de crue au-dessus
de leur capot. La mince couche de sable (2 m environ) en-dessous de la terre
arable jusqu'aux premiéres Lumiéres d'alimentation avait suffi a arréter

Clostridiums sulfito-réducteurs, streptocoques et coliformes fécaux ou non.

Mais il ne faudrajt pas croire que ces eaux sont sans bactéries :
elles ont été trés bien filtrées, mais elles recélent encore quelques ger-
mes banaux. Il n'y a La rien de paradoxal : aucune eau naturelle n'est
microbiologiquement pure si sa composition ne La rend pas toxique (et
encore ?) ou sa température excessive : les eaux des Pyrénées dont certaines
émergent & des températures de L'ordre de 70°C véhiculent des thiobéctéries,

organismes intermédiaires entre algues et bactéries.

Revenons 3 nos germes banaux. Beaucoup ont un temps de vie trés
nettement supérieur a celui des coliformes et autres témoins de contamina-
tion. En outre, ils peuvent vivre aux dépens des traces de matiéres orga-~
niqgues contenues dans l'eau. Eu égard a la lenteur de la circulation des
microorganismes dans les nappes alluviales dotées d'un bon pouveoir filtrant,
on admet que le plus souvent les bactéries qui en sortent ne sont pas celles

qui y sont entrées, mais leurs descendantes.

Par contre, les bactéries pathogénes, lLes germes témoins de conta-
mination et nombre de bactéries banales sont incapables de se nourrir des
matiéres organiques de l'eau. Elles ne se reproduisent donc pas dans L'eau
et y périssent plus ou moins rapidement. Majis, entendons-nous bien, je parle
des bactéries qui voyagent dans l'eau claire et non pas dans les eaux usées

ou résiduaires.



EXPERIMENTATION DANS DIVERS SOLS

Les notions exprimées ci-dessus résultent de constatations, non
pas d'expériences entreprises pour déterminer les modes de propagation.
Mais elles ont, semble-t-il guidé les chercheurs qui ont entrepris des
études sur ce sujet, car il faut bien le dire "il est bien rare qu'on
entreprenne des expériences sans avoir déja des idées : il s'agit de
Lles vérifier, de lLes confirmer ou de lLes infirmer. Comment pourrait-on

élaborer un programme si l'on n'avait pas déja des idées'?

Donc, en fonction de ce que L'expérience et le raisonnement
avaient enseigné, on est passé a la phase de vérification. Mais cette
étude n'en est qu'a ses débuts et ﬂeu d'expériences ont fait l'objet de
publications. En France, une étude réalisée a La demande du Ministére
de la Santé par le "Groupe d'études et de recherches de microb{oLogie

de L'environnement®" a porté sur la contamination des sols par L'épandage

d'eaux usées.

Les sols sont des sols reconstitués a partir de :
- sable de Camargue,
-~ terre provenant d'un champ cultivé (222),
- atluvions grossiéres de lLa Durance (semble mal choisi).

Trois types de bactéries ont été choisies. Elles sont, en princi-

pe, toujours présentes dans les effluents non industriels :

- Escherichia coli (parfois on s'est contenté de rechercher les coliformes
fécaux, sans pousser plus loin L'identification),
- Pseudomonas aeruginosa,

~ Chromobacterium violaceum.

Du point de vue résistance dans L'eau, chromobacterium semble
assez fragile, E. coli et les autres coliformes fécaux sont moyennement
résistants et pseudomonas aeruginosa présente une trés grande résistance.

On peut donc dire que de ce point de vue lLes bactéries ont été bien choisies.

* document disponible a la documentation du département EAU.
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RESUME (bacténies)

Les bactéries se déplacent dans le sol grédce a la circulation des
eaux. Elles cheminent soit seules, soit, bien plus souvent, avec les par-
ticules en suspension sur lesquelles elles sont fixées. Certaines bactéries,
capables de vivre aux dépens de lLa matiére organique de ['eau peuvent s'y
reproduire et par conséquent étre présentes quels que soient la maille et
le temps de filtration. Au contraire, beaucoup d'autres périssent au bout
d'un temps plus ou moins long. En particulier les bactéries témoins de
contamination fécale ne peuvent pratiquement pas survivre au-dela de 2 a
4 mois (laps de temps bien souvent nettement inférieur dans la pratique)
et les bactéries vectrices des maladies transmissibles par L'eau encore
moins longtemps. Ceci explique que, sauf cas d'espéce, L?s eaux des ter-
rains perméables en petit sont de bonne qualité bactériologique alors que
celles du karst sont trés souvent trés contaminées et doivent &tre consi-

dérées comme dangereuses si elles n'ont pas subi un traitement désinfectant.

Les virus

Connus depuis bien moins longtemps que les bactéries, ils sont
aussi beaucoup moins bien étudiés en raison des difficultés que présente
leur étude : d'une part leur taille bien plus faible rend difficile L'ob-
servation (un microscope électronique colte tellement plus cher que plu-
sieurs microscopes classiques !), mais surtout a cause des difficultés de
culture : il n'est pas question de leur "faire la soupe', comme pour les
bactéries. Les virus animaux ne se développent que sur les cellules des
tissus qu'ils parasitent (rein de singe pour polio=-virus), ceux des végé-
taux supérieurs sur le végétal méme qu'ils sont capables d'infecter .
(mosajque du tabac), ceux des végétaux inférieurs (bactériophages) sur
des cultures des microorganismes qu'ils Lysent (phage coli, phage dysen-

térique...), ce qui est déja bien plus facile.

Dans ces conditions on comprend qu'il n'y ait guére d'études
poussées sur les virus qui nous intéressent ici, les virus animaux, vec-
teurs de beaucoup d'infections qui nous menacent, tout au moins quant a
leur présence et leurs modes de transport dans les eaux souterraines. En
ce qui concerne les bactériophages, nous verrons qu'ils sont couramment

recherchés dans ces eaux.
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Les études sur le comportement des virus dans les eaux de sur-
face, Les effluents, les lagunes sont, elles, nombreuses. J'aj pu, néan-
moins, trouver une étude anglaise de 1981, se référant & un trés grand
nombre d'auteurs ayant abordé notre sujet (pas bien loin, puisqu'on ne
parle de pénétration qu'a trés faibles profondeurs - inférieures a 50 cm-
et encore s'agit-il d'épandage). Cependant on peut dire que dans les eaux
souterraines les virus voyagent comme les bactéries a la durée du temps
de trajet prés : on sait maintenant, en effet, que la différence de pro-
pagation entre traceur chimique et traceur microbiologique (viral) est
bien bien moins grande que pour les bactéries. Mais on doit reconnaijtre
que les traceurs étaient des bactériophages. Vraisemblablement ils se

comportent comme des virus animaux, mais il est difficile de L'affirmer.

Les virus sont, eux aussi, porteurs de charges et peuvent se
fixer sur des supports minéraux. Cette propriété a été utilisée par
R. VILAGINES, mon successeur & la téte du Service de contrdle des eaux

de Paris pour Ll'extraction des virus des eaux.

On congoit donc que, comme lLes bactéries, les virus se fixeront
sur Lles matiéres en suspension, les grains du sol, puis migreront avec
les déplacements de L'eau, mais, encore une fois, plus rapidement que

les bactéries.

La aussi, ce qui comportera avant tout, c'est la capacité de
survie : un virus du type bactériophage survivra bien plus longtemps
qu'un polio-virus. D'autres facteurs ont, cependant, une certaine impor-
tance : le type de sol, lLa minéralisation de l'eau, sa plus ou moins
grande pollution. Mais deux facteurs dominent : la température et L'humi-

dité. A 4°C, le nombre de polio-virus qui survivent au bout de 84 jours
dans un sable argileux (non défini) est réduit de 90 % par rapport & la

teneur initiale et de prés de 100 % & 20°C.

Les temps de survie sont trés variables d'un virus a un autre.
Les entéro-virus peuvent survivre plus longtemps dans les eaux souter-
raines que dans celles de surface a cause de la température plus cons-
tante et surtout plus basse la majeure partie de L'année et aussi a cause

de Ll'absence de lLumiére (le rayonnement ultra-violet est doué d'un grand

pouvoir virucide). Il semble aussi que les temps de survie sont fonction
des études des auteurs : L'un indique que les entéro-virus peuvent sur-
vivre plus de 28 jours alors qu'un autre parle de survie supérieure a

175 jours.
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Une chose est certaine : les virus existent dans les eaux sou-
terraines, ils s'y déplacent plus rapidement que lLes bactérijes. En
général leur temps de survie est plus long que celuj des bactéries. Une
expérience effectuée en Israél montre que dans 12 échantillons sur 100
on a isolé des entérovirus en L'absence de coliformes et streptocoques
fécaux. Donc les virus avaient survécu plus longtemps. La proportion
(12 %) est toutefois faible et ne peut guére &tre pris en compte. Par
contre il est certain que les bactériophages ont, dans les eaux souter-
raines, un temps de survie nettement supérieur a celuj des bactéries
qu'ils lysent, puisque dans de nombreux cas on décéle des phages coli,
voire des phages typhiques en L'absence de ces bactéries, ce qui permet
de considérer comme suspectes de contamination les eaux ou ils ont été
mis en évidence, puisque leur présence indique que les bactéries exis-

taient.

En ce qui concerne les virus, on pourra consulter la publication anglaise :

BUREAU OF HYGIENE AND TROPICAL DISEASES
TROPICAL DISEASES BULLETIN, vol. 78, n° 3, 1981

Enterovirus in the Environment, pp; 186 a 230.
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MODIFICATIONS A APPORTER A LA REGLEMENTATION ACTUELLE
DES EAUX MINERALES POUR SON ACTUALISATION *(1)

B.NINARD
Ancien Médecin-Directeur du Département des Etudes
Hydrologiques et Thermales du
Laboratoire National de la Santé
Paris

La réglementation actueliement applicable aux eaux minérales
est essentiellement constituée par le Décret n® 57.404 du 28 mars 1957 poriant
réglement d‘administration publique sur la police et ia surveillance des eaux miné-
rales (2).

Depuis sa promulgation,
- I"évolution,en ce qui concerne ces eaux :
- de nos connaissances sur leurs caractéristiques
- de leurs indications
- des utilisations qui en sont {aites aujourd hui,
- la publication (le 15 juillet 1980} d’'une directive de 1a C.E.E. en
matiére d’eau minérale (applicable & bréve échéance maintenant) (3)

ont rendu inadzptées ou caduques la plupart des dispositions de ce texte.

Nous examinerons donc en détail, en vue de sa' refonte éventuelle,
ce qu‘il serait nécessaire de lui epporter :

- comme corrections

- comme compléments,
Une iongue pratique professionnelie, 8 un poste ol nous pouvions, mieux que
quiconque, juger de ces ques;ions, nous @ permis d'apprécier le caractére indis-
pensable de cette actualisation, Bien entendu ces conclusions n‘engageant que

* Cet article comporte 24 notes infra-paginales de 1'auteur, lesquelles sont repor-

tées en fin de texte dun® 1 2u n® 24,
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leur auteur pourront trés bien ne pas étre suivies ou étre aménagées en raison
de considérations d’intérét général ou d’'opportunité.

| - LES CORRECTIONS

Elles s'avérent nécessaires en ce qui concerne ;
- les interventions de ' Académie de Médecine d'une part,
- les diverses autorisations par arrété du Ministre de la Santé, d’autre part.

|-1-EN CE QUI CONCERNE LES INTERVENTIONS DE L"ACADEMIE
DE MEDECINE

I -1-1- L'vis préaiable de cette savante assemblée est actuellement re-
quis pour I'eau minéraie de la source faisant I'obje1 de la demande, en ce qui con-
cerne les autorisations d’exploitation de |'eau :

- comime eau minérale telie qu‘elle est a I'émergence.

Cette aulorisation de base sine qua non, constitue la reconnaissance ad-
ministrative de lg qualité de |'eau minérale, cet avis de I’Académie de Médecine
en constituant la reconnaissance scientifique quand il est favorable (4).

- aprés transport 3 distance par canalisation, traitemznt el mélange.

Ces dernieres autorisations résultant uniqguement du constat d'un «état
de faity, sans interprétstion possible (les caractéristiques de I'eau ne devant pas
avoir é1é mogifiées par ces diverses opérations), 'opporiunité de cette décision
pourrait ¢anc & le rigueur fort bizn éire laissée & l'initiative de I'’Administration.
La consultation de I'Accdénie dens ce cas, ne faisant gu'alourdir le procédure.

I - 1 - 2 - En revanche paradoxalement, 1'avis de I'Académie n‘est pas
exigé en ce qui -~onceine les utilisations de ces eaux, cependant suscentibles
d'avoir des réparc sions cur la santé du sujet quien fait usage

- que ce soit pour les «utilisations immédiatesy & la station, pour les-
Guelles aucune autorisation n'a été prévue (5).

- que ce soit pour I'utilisstion retaiddég eprés conditionnement pour «mise

. oconservey exigaant bien une gulorisetion, meais accordée, sans consultation
présiabie de I'Acadimie unigue..ient sur décision d'sutorités adminisiratives (6).
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| -2 - 3-En résume, il serait donc souhaitable & l'avenir que les avis de
I'’Académie soient demandés et donnés uniquement en vue des seules autorisa-

lions :

- a I"'émergence d’une par,
- 3 l'utilisation d'autre part.

Dans ce dernier cas, |'avis donné devrait obligatoirement pour cliaque eau :
- en vue des utilisations immédiates & la station de cure, fixer de

facon aussi précise que possible :
- ses indications générales, {affections dans lesquelles eile
pourra étre utilisée)
- les techniques de cure & utiliser.
Un 1tel avis qualifié, objectif et impartial, permettrait alors d‘échapper
au véritable ¢marchandage de tapis» qui se pratique dans autres instances «pa-
ritaires» intervenant dans la fixation des indications et procédés de cure.

- en vue de l'utilisation retardée aprés conditionnement, appre-

cier I'opportunité de ce conditionnement, fixer les mentions qui, le cas échéant,
seraient exclusivement et obligatoirement portées sur I'étiquette pour ce qui
concerne les indications, les contre-indications etla posologie.

A propos des adjonctions a faire & la réglementation nous examinerons plus loin,
les modalités qu'il nous semble souhaitable de prévoir pour la réglementation
de ces diverses utilisations.

1-2-ENCE QUI CONCERNE LESAUTORISATIONS

Deux dispositions seraient 3 notre avis 3 modifier :

- la durée de validité des autorisations,

- les conditions de déliviance de l'auiorisation de transport a distance.

| -2 -1 - Durée de validité des opérations :

La limitation trentenaire de cette validité, qui, depuis le ler janvier 1900
figure actuellement, _uniquement dans chaque arrété d'autorisation nouvelle,
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3 1a suite 6°un voeu de |'Académie de Médecine devrait étre

- mentionnée dans le texie géneéral de réglementation des eaux
minérales,
- élendue aux sources bénéficiant encore actuellement d'une
«autorisation perpétuelie» (accordée antérieurement au ler jan-
vier 1900},

A cette fin, il faudrait pour ces derniéres sources :
- procéder & une révision de leur situation
- accorder la nouwvelie autorisation & révision trentenaire seule-
ment 3 celles le méritant.

I devrait dont étre promulgué & cet effet un texte général incluant 'obli-
gation pour les exploitants de fournir la preuve de la nature minérale (c'est & dire
de l'intérét médical de leur eau (avant 1900 beaucoup, ayant été classées miné-
rales sans grande justification, avec de nombreuses indications fixées de fagon
qui peuvent étre considérées aujourd’hui comme fantaisistes).

1 - 2 -2 - Conditions de délivrance de |'autorisation de transport & distance

- En cas de transport 3 distance, il est particuliérement difficile, pour ne
pas dire matéricllement impossible, d'sppliquer la réglementation dans son état
acivel :

Celleci prévoit en effet, que pour pouvoir accorder cette autorisation :

- outre un accord de principe préalable d'effectuer les travaux
formulé par I'Académie de Médecine (7),

- Il doit étre procédé & des anslyses comparatives aux deux exiré-
mités du systame (émergance et point distal d'utilisstion) qui
doivent donner des résultats similaires.

- Pour ce faire, il faudrait évidemment que tout I'équipement de I|'éta-
blissement soit achevé.
Or, avent d'engager les irais imporiants de construire celui-ci, il est bien normal
que !'explioitant tienne & étre sir de pouvoir obienir cetie autorisation.
Dans des conditions actuslies de la législation, le probléme reste donc la plu-
part du temps tout 3 fait insoluble.
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Il serait sutfisant & mon avis pour ces essais, que les conduites d'adduciion Jzi-
nitives ou méme simpiement provisoires (expérimentales) soient posées nsqu’a
ce qui sera ce point distal, réalisant les conditions de ce que sera la réalité (méme
longusur, méme profil en long, mémes diamétres, méme matiére), pour vérifier
dans des conditions & peu prés similaires (tant mieux, si moins idéales, cela ren-
drait I'épreuve plus séveére) que le résultat final et bien conforme & ce qu'exige
la réglementation. C'est dailieurs la procédure qui est généralement adoptée
dés maintenant, (ce n'‘est pas quelqués metres de canalisations qui risquent de
modifier le résultat lorsque la conduite d‘adduction est relativement importante
avant l‘entrée a |'établisserment).

!l - COMPLEMENTS

Les compléments qu'il nous parait indispensable d‘apporter & la régiementation
actuelle des eaux minérales peuvent étre répartis sous deux rubriques :
- Définition officielie des eaux minérales
- Intégration, dans les textes, de clauses qui y ont été omises, celles-ci
étant les suivantes :
- Obligation de fournir & l'appui de toute demande d’autorisa-
tion un dossier de piéces justificatives de la correspondance de
l'eau en question aux caractéristiques requises de l'eau minéra-
le, et aux propriétés qui lui ont é1€ sttribuées.
- Autorisation de stockage de |'eau minérale.
- Autorisation de traitements non prévus, qu'il est nécessaire
de faire subir & l'eau minérale en vue de certaines utilisations.
- Limitation de diverses utilisaiions des esux minérales qui de-
viont étre l'objet d’une autorisation pour celles pour lesquslies
elle n'a pas é1€ prévue.

Nous allons examiner successivernent ces divers points.
IF-1-DEFINITION DES EAUX MINERALES

La définition des eaux minérales proposée par la Directive de la CEE (8),
3 la fois chévre et chou, {pour permettre & chacun des divers pays membres du
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Marché commun de conserver lz sienne prop:e) est teliement extensive gu'elic
en est dépourvue de signification. Beaucoup d’eau de robinet pourraient, de par
leur origine (eaux de source non traitées) et leur composition , prétendre - si
elles étaient conditionnées et classées {arbitrairement) dans cetie catégorie -
étre des eaux minérales, suivant les critéres retenus en Allemagne pour cette
classification.

Elle ne concerne que des «eauxsconditionnées» : permetiant en effet
d'une pant de classer et d'admettre parmi celles-Ci, des eaux qui en France ne
seraient que des eaux de source, éliminant d'autre part certaines de ros eaux
. Classées minérales dont la majorité ne sont d‘ailleurs pas embouteillées {car czite
réglementation tend & appliquer & ces eaux les critéres des eaux potables)

Quoi qu'il en soit et aussi paradoxal que cela puisse paraitre, en France
il n‘existe pas de définition officielle des eaux minérales,

- si ce n'est celie contenue dans le Décret du 12 Janvier 14,
portant réglement d'administration publique, pour l'application de la loi du
ter aolt 1905, sur la Répression des Fraudes, en ce qui concerne le commerce
des eaux minérales naturelies et artificielles et des eaux de boisson (dont le mi-
nistre de la Santé de I'époque avait d'silleurs été cosignataire) (9},

- mais qui est :

- d'une part incompléte : n’envisageant qu'un des aspects
de la question celui des eaux minérales conditionnées.

- d'autre part inexacte : une eau minérale n’'étant pas forcé-
ment, sinon douée, du moins utilisée en raison de propriétés thérapeutiques
sensu siricto ; elle peut étre utilisée uniquement en raison de la stabilité sur la-
quelle le consommztleur peut compier, en diététique, d'une composiiion soit
fixe (préparation des biberons) soit particuliére {1otalement désodée par exem-
ple dans un but préventif), quelquefois méme dans un but diagnostic (eau forte-
ment carbo-gazeuse pour créer des contrastes radiologiques).

Cette situation est d’autant plus peradoxale, qu'il s'agit cenainernznt en France,
. produit le plus réglementé sur le plan de son exploitation et de sun contréle.
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Parmi celles proposées, Ia définition qui me parait la meilleure est cenai-
nement celie due au Professeur Achard (qui |'avait lancée au cours d'une séance
3 I'Académie de Médecine) dont nous sommes reconnaissant & notre Maitre le
Professeur Justin-Besangon de nous 1‘avoir signalé. En voici I'énoncé :

Les « eaux minérales » sont des eaux «d intérét meédical »
Ayant l'avantage d’'étre trés simple et trés large, elle nous semble aujourd‘hui la
plus conforme 3 la situation, correspondant exactement & l'état actue! des eaux
minérales en France.

Cette définition aurait d‘ailleurs, en plus, I'avantage de permettre d’inté-
grer dans un méme groupe, & Ia fois :

- les eaux de source dont l‘utilisation thérapeutique constitue la créno-

thérapie,

- l'eau de mer, eau la plus abondante & utilisation thérapeutique dont

'emploi constitue la thalassothérapie.
ce qui serait hautement souhaitable, ne serait-ce que si cela pouvait faciliter que
soient imposés 3 la derniére, des obligations d’exploitation et de contréle simi-
laires 2 celles actuellement requises pour les eaux de source, pour étre classées
minérales par une autorisation accordée 3 1'échelon central, qui éviterait des

- dittérences suivant les régions.

Nous proposerions donc :

- comme article 1 d’une refonte du décret du 28 mars 1357, le
texte suivant :
La dénomination d‘eaux (de sources) minérales (10} naturelles
est réservée aux eaux naturelles
- d'intérét médical (11)
- issue de sources, naturelles ou forées (12), a chacune desquel-
les sera attribuée un nom propre...

- dans un arrété d ‘application de ce décret, de préciser en outre que

les eaux pour pouvoir étre qualifiées de minérales doivent remplir les conditions
suivantes :
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- é1re dépourvues de nocivité ;
- exemptes de toxicité dans leurs conditions d utilisation
{qui doivent de ce fait étre précisées ainsi que leur indication, comme nous le
verrons plus loin).
- microbiologiquement pures (13) 3 I’état naturel,

- avoir des caractéristiques :

- stables (14} & !'émergence (15) (qualitativement et
quantitativement){dans les limites fixées par les résultats des analyses du Dépar-
tement des Etudes Hydrologiques et Thermales du lLaboratoire National qui
servent de référence).

- ayant fait l'objet :
- d‘une part & I'émergence
- d'autre part 3 l'utilisation :
- soit immédiate : a la station de cure
- soit retardée : aprés conditionnement en réci-
pients pour la conserve.

- de deux actes successifs :

- I'un de reconnaissance scientifique de ses caractéris-
tiques et des propriétés qu'elles conditionnent : par avis favorable d2 V'Acadé-
mie de Médecine,

- Vautre d’'Autorisation administrative d'exploitation
{attribuant & i’eau de la source le statut juridique d‘eau minérale).

* conférée par arrété du Ministre chargé de la Santé
Publique
* valide pendant une durée de trente ans sauf modi-
fication :

- des caractéristiques de la source

- des conditions d’exploitation et d’utilisation
* renouwelable en cas de péremption ou de modi-
fications apres nouwel avis favorable de I’Académie
Nationale de Médecine.
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Quant aux manipulations nécessitées pour I'exploitation de 'eau

- aucune de celles susceptibles d'entrainer des modifications de
ses caractéristiques ne pourra €tre effectuée si cellesci doivent se répercuter sur
son activité.

- toutes les autres doivent €tre autorisées par arrété du Ministre
chargé de la Santé {(aprés vérification de l'absence de modifications des caracté
ristiques, et par suite d’activité de I'eau, par le Département des Etudes Hydro-
logiques et Thermales du Laboratoire National).

Ces autorisstions étant limitées aux manipulations suivantes :

- transport 3 distance effectué exclusivement par canaliza-
tion (excepté bien entendu le conditionnement en récipients précédemment
mentionné).

- stockage

- mélange & I'eau d'une autre émergence (vérifiée de méme
origine géo’ogique et par suite de méme composition chimique).

- traitements dont les deux catégories seulement sont tolé-
rées en France (16).

- modifications thermiques :

- seul le .réchauffage est susceptible d‘autorisation, seu-
lement s'il ne modifie pas la composition chimique de 'eau.
- quant au refroidissement : .
- celui & température ambiante étant un phénoméne
naturel, n'a pas basoin d’étre autorisé,
- & plus forte r-on, celui & une température d’uti-
lisation supérieure & la précédente, 3 Iz <eule condi-
iion que ces modifications thermiques soient obte-
nues ;
- non par mélange avec une eau différente {réchauf-
¢z ou refroidie suivant le cas)
- rmais par échangeur thermique (3 l'abri de ['air)
sur totalité ou partie de 'eau minérale.

- déferrisation :

"- pbtenue par dégazage préalable, floculation du fer fer-
reux, diécantation, regazéification avec le gaz original de I'eau dont Vexploitation
a €té autcrisée & I'3meargance, 3 la concentration (déterminée pour la source, ou
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du 101! des concemrations du contenu de chague source en car 0 M£ianac)

- ne pouvant éire autorisée que si cetle deterrisstion n'en-
traine pas d'autres composants de I'eau dans des proportions telles que son activi-
1€ soit modifide.

Il - INTEGRATION DE CLAUSES OMISES DANS LA REGLEMENTATION
ACTUELLE

i1 -1-0OBLIGATION DE FOURNIR A L'APPU! DE TOUTE DEMANDE
D'AUTORISATION UN DOSSIER DE PIECES JUSTIFICATIVES DE LA COR-
RESPONDANCE DE L'‘EAU AUX CARACTERISTIQUES REQUISES DE
L'EAU MINERALE :

L'Academie de Médecine basant la reconnaissance d'une eau minérale
exclusivement sur son intérét médical, (résultant évidemment de ses caraciéris-
tigues traduites par les analyses, physigues, chimigque physicochimic :eg, biolo-
gigues et pharrﬁacodynamiques) s'appuie donc essentiellement sur ¢.. résultats
qui devraient étre, dans la mesure du possible statistiquement significatiis :

- essentiellement d'observations cliniques et des examens_complé-
mentaires chez 'homme (sain et malade),

- accessoirement d'expérimentations pharmacodynamiques chez
les animaux {car il est souvent bien difficile et hasardeux d'extrapoler de I'ani-

mal d'expérience a I'homme).

Or, la fourniture de tels résultats (17},
- n'est nulie part mentionnée dans les 1extes de régicmeniation,
- meis en fait le rapporicur de la Commission des caus mingrales
de I'Académie de hMédecine a toujours la possibilité de les exiger

I devrait donic étre prévu qu'obligatoirement :

- soit joint & chaque demande d'autorisation un dcssier de publi-
calions sérieuses de ces résultats (17) (et non des esseitions ou méme des certi-
fica1s médicaux dont hzaucoup trisent la naiveté ou la coiplaisance)

- soit effectuée la vérification des assertions de ce dossier par le
Déparniement des E1ude'§ Hydrologiques et Thermales du Laboratoire National
(mais encore faidrait-il lui-en donner les moyens),
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1112 AUTORISATION DE STOCKAGE

Il est toujours préférable que I'eau minérale soit amenée directement du
griffon & l'utilisation, mais en ce cas de faible débit de la source, il est parfois
indispensable de la stocker. Ce stockage devrait étre aussi court que possible.
Actuellement ce stockage des eaux minérales est souvent réalisé dans des condi-
tions trés défectueuses, en particulier dans le cas ou, s’agissant d’eaux contenant
des composants volatils (surtout si elles sont chaudes), elles sont stockees :

- dans des réservoirs a l'air libre,
- beaucoup trop ionglemps

Cela malaré les dispositions de Ia circulaire du 4 décembre 1894 (du Pré-
sident du Conseil, Ministre de !'Intérieur et des Cultes aux Préfets, sur l'autori
sation d'exploitation des Sources minérales et des justifications a fournir par les
intéressds) taujours en vigueur, qui 3 son paragraphe 3, prévoit que :

- d’'une part : «seraient seuls tolérés, les réservoirs d'ammenée herme-
tiquement clos, recueillant direciement I'eau et les gaz 3 |a sortie de !a colonne
ascendante et fais.nt, en quelque sone, partie intégrante du captage » (ce qui est
une mauvaise régaction, car on ne voit pas comment un réservoir hermétiquement
clus pourrait se remplir et se vider)

- d'autre part : « !‘eau ne devra pas séjourner plus de vingt quatre
heures dea: s Ces réservoirsy i

Dans un tel cas, une autorisation devrait étre instituée, garantissant que
le stockage est bien effectué en réservoir :

- de volume relativernent réduit (au besoin en prévoir plusieurs
en puralléles qui seront successivement utilisés, Fun se vidant pendant gue I'au-
tre sz zmght de fagon & limiter au minimum le stockage),

- éventuellement réalisant un «systeme gazométre & cloche» ou
«& enceinte double, (I'extérieur rigide, I'intérieur soupie»), de fagon & éviter tout
contact avec l'ztinosphére, pour ne pas permettre :

- le déqagzment de certains compesants (volatils)

- I'oxydaticn de certains autres.
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HE - 3 - LIMITATION DES UTILISATIONS DES EAUX MINERALES
QU!I DEVRONT ETRE AUTORISEES

Si dans le passé, une certaine surveillance était exercée sur l'usage des
eaux minérales,
- en application d’un arrét du Conseil d’Etat du 5 mai 1781, par
les Intendants des eaux
- en application d’'un arrét du Directoire exécutif du 29 floréal
an VH, par les Officiers de Santé, Inspecteurs en Chef,
par la suite, d'autres textes modifiérent la situation dans le sens d‘une libérali-
sation qui est unanimement jugée excessive par les spécialistes.

D'une part I'Ordonnance roysle du 18 juin 1823 enjoignit aux
inspecteurs de ne mettre obstacle & la liberté qu'ont les malades de suivre les
prescriptions de leurs propres médecins ou chirurgiens et méme d'étre accom-
pagnées par eux s‘ils le demandait (rédaction qui laisse entendre, rernarquons
le, que les malades ne fcront usage des eaux que sur les conseils de leurs mé-
decins).

D'autre part le Décrei du 28 janvier 1860 (dit Décret ROUHER)
(18) constitua une innovation par son article 15, édictant que «l‘usage des eaux
n‘est subordonné & aucune permission et aucune ordgonnance des médecinsy.

Actuellement pour les eaux minérales, il n'existe aucun texte de régle-
mentation des usages immédiats & la station thermale. Les seuls textes existants
concernent exclusivement I'utilisation retardée aprés conditionnement pour la
conserve (19).

Ce n'est ras pourtant fzutle de ce que depuis . parution de ces textes,
les responsables,

- tant de la Santé, (en raison des dangers, liés & I'abus ou I'utili-
sation injustifi‘= des eaux minérales,)

- que des szrvices financiers, (en raison des dépenses budgetaires
inutiies résultant de centgines)
ne se soient énus de cetle carence et n'aient réclame la promulgation de textes
garantissant le-bien fondé de ces utilisstions en établissant leur contréle (au
moyen d'autorisaiions"et,dé' mesures de surveillance), contrble qui se manifes-
lera évidemment dans le sens d’une limitation que nous allons maintensnt envi-
sager. -
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Nous examinerons donc successivement :

- la limitation des usages immédiats de I'eau minérale & la station en cure
thermale.

- la limitation des usages retardés de l'eau minérale conditionnée pour la
boisson.

Hi - 3 -1 - Limitation de {‘utilisation immédiate des eaux minéraizs (3
la station de cure) :

Ces utilisations se faisant normalement sous le contrle d'un médecin
thermaliste spécialisé qui a pu redresser des erreurs d‘aiguillage, ne posent °¢né.
ralement pas de problémes ; il serait bon toutefois que soient bien précisées pour
I'eau de chaque source :

- ses différentes indications médicales qui sont justifiées

- les diverses techniques de cure ;
cela par une autorité scientifique incontestable, en 'occurence I’Académie Natio-
nale de Médecine. )

Si dans certains pays étrangers, généralement parce qu’il n‘en existe qu'un
seul type, la méme eau :

- est appliquée 3 n‘importe quel domaine de la pathologie,

- est utilisée avec n'importe quelle technique d’appiication,
compte tenu de la diversité, la France avait pu se payer le luxe de ;pécialiser
ses stations d.ns lintérét da3s malades qui y sont suignés  (20).
Quoi qu’il en soit, aujourd‘hui encore,

- bien que «de facto» une limitation de l'usage Ces eaux miné-
rales a été introduite mais uniguement pour le curiste essuré social, du fait de
Ia nécessité d'gn accord préalz..ie de la part du médecin conseil,

- «de jure» tout au moins 13 liberté d'usage des eaux mindrales
reste absolue.

Il serait donc souhaitable & l'avenir que comme le reclament les méde-
cins thermalistes : '
< sinon qu'au;une cure ne puisse se faire sans ordonnance médi-
cale,
- du mmoins que le curiste soit averti des dangers qu il peut encourir’

en v ccluant si el lui est contre indiquée.
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H - 3 - 2 - Limitation de I'usage des eaux minérales & utilisation retardée :
eaux conditionnées pour la boisson en conserve.

Il -3 -2 -1 - Eaux minérales utilisées telles quelles :

Si I'on admet que les eaux minérales, en raison de leurs caracté-
ristiques, ont une action physiologique, il est évident que dans cenains cas,
elles peuvent présenter des contre-indications.

La premiére contre-ndication venant 3 l'esprit, est celle résul-
tant de la température de I'eau qui ne pourra étre utilisée si celle<i est trop
chaude, que ce soit d'ailleurs «intus» ou méme «extray.

La limitation dans ce cas, se trouve obligatoirement réalisée pour
permettre l'utilisation, en laissant ou faisant refroidir I'eau (dans des conditions
fixées par l'autorisstion d’exploitation au titre du taitement lorsque cela est
nécessaire).

Par ailleurs, d'autres contre-ndications, peuvent relever de sa
compesition.

i est évident que si i'eau, s'avérait dangereuse par présence
d’upe susbtance naturelle toxique (arsenic par exemple),
- elle ne pourrait évidemment recevoir d'autorisation
de conditionnement pour la vente libre,
- elle pourrait par contre rentrer dans le cadre des pro-
duits,
- dont la vente est réservée au commerce pharma-
ceutique {un voeu de I’Académie de Médecine pou-
vant étre émis en ce sens)
- avec obligation d'une ordonnance médicale pour
sa délivrance.

*€n dehors de ce cas exclusif, uné' eau minérale peut,

- soit répondre aux critéres rézlementaires de potebili-
t¢ en mine iemrps que présenter un intérét médical résultant de sa composition
pariiculidre [sbsence quasi totale de sodium par exemple, la faisant particuliére-
ment convenir aux régimes gésodé_s).

Dans cette éventualité, une. telle eau peut évidemment étre consommée par un
scjet quaicongue. Sain ou malade sans autre limitation que la quantité.

-
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- soit, bien que ne préseniant pes ics Critéres régems .-

taires de potabilité,

- étre malgré cela, toiérée par un sujet sain, sans

dommage,

- mais présenter des inconvénients exclusivement

pour un malade.
Ce cas est représenté par une eau contenant une concentration élevie en sels de
sodium pouvant étre nuisible & certains malades (par exemple atteinis de néphrite
ou d'hypertension ou sous traitement cortisonique)}.

Faut-il de ce fait ?

- Soit prévoir une limitation généralisée aurtoritaire de la distribu-
tion en réservant sa délivrance aux officines pharmaceutiques, en exigeant pour
cette délivrance une ordonnance médicale ?

- Soit envisager, comme cela a été propesé, de diviser les eaux
minérales en deux catégorivs :

- eaux minérales ou eaux minérales de cure,
- eaux de table ou eaux minérales de table.

Il ne samble tout de méme pas qu’il faille aller jusque 13 pour des eaux pouvant
présenter ces dangers ou ces inconvénients uniguement pour des malades -

- d’abord parce que du fait que le plus souvent (étant donné leLr concen-
tration saline élevée et méme simplement leur teneur élevée en gas carbonique
pour lesqueiles on les recherche surtout) elles ne som‘généralemem oconsommaes
que de facon intermittente.

- ensuite, parce que ces eaux enirent dans iz Jomzine de contrindicstions
formelles, ou de simples restrictions pour ces rmalzdes, (au méme titre que celles
du sel pour les malades soumis au régime d<chloruré, ou des hydrates de carbone
pour les diabétiques) cela cohstituerait « 2 faute grave de la part du médecin
raitant de ne pas los proscrire dans szs przecriptions.

Aucune tentative de limitation n’'a J'aiileurs ahouti jusgu'alors, dans ce cas,
en France.

La question a ;.)ounan:(, ¢é1é ‘maintes fois posée, en particulier par le Ministére
de la Santé au Conscit Supérieur d'Hygiéne publique, au Consail supérieur du
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thermalisme et du climatisme et en dernier ressort, 38 I'’Académie nationale de
Médecine.

Nous avons relevé dans les publications de cette derniére un grand nombre de
références le prouvant.

Le Professeur MERKLEN, Président et Rapporteur de la Commission des Eaux
minérales, dans une séance récente de I’Académie, consultée par le Ministre
sur les questions posées par la publicité pour les eaux bicarbonatees sodiques,
a toutefois proposé de voter (ce qui a été fait) les voeux suivants qui paraissent
trés sages et amplement suffisants :
« Les eaux bicarbonatées sodiques (21} embouteiliées devraient obligatoirement
porter parfaitement lisibles sur leur étiquette, les deux mentions :

- «contre-indiquée en cas de restriction d’apport sodé alimentairey.

- «a n'utiliser en quantité élevée et prolongée qu'aprés avis médicaly.

En conclusion, les eaux minérales frangaises ne devraient voir leur embouteillage
ou conditionnement autorisé, que par arrété du Ministre chargé de la santé pu-
bligue pris aprés avis de I'Académie de Médecine.

Cet arrété pourrait indiquer toute restriction de publicité nécessitée par le souci
du mazintien ce la santé publique et toute nécessité de précaution éventuelle
d‘utilisation & porter sur |'étiquette.

Toute eau minérale d'origine étrangére devrait bien entendu étre assujettie aux
méme régles pour étre autorisée 3 pénétrer en France ».

Il -3-2-2 . Eaux minérales utilisées pour la préparation d'caux
gazeuses et de boissons additionnées de divers autres produits (boissons édulco-
rées, jus de fruits, etc...)

- Question de gazéification : elle s'est posée la premiere, & I'occa-
sior d'une pétition faite par le propriétaire de la source d'sau mingrale sulfatée
calcique ferrugineuse de Passy, non gazeuse, autorisée en 1851, le Ministre de
I'hygi¢ne et le Minisjre de I'Agriculture ont pri¢ I"Académie de Mécecine ce
statuer sur 1a question de‘!a'éazéifiaation dcs eaux minérales.

Saisie une nouv-.ile fois, la Commission des eaux minérales rappelle 8 I'’Académie
le 30 avril 1935 gue :
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« & ulusieurs reprises, 8 la suiie d'avis émes par la dite comnusacn, eble g déai”
de s‘'opposer & 1oules manipulations tendant & dénaturer la cumpesion d'une
eau rinérale naturelle, notamment par adjonction d'acide carboniquey.
«votre commission n‘a pas changé d'opinion & ce sujet, et elle vous propose de
répondre par un avis défavorabler.

Ces cunclusions de ls Commission ont été adoptées.

l.a Réglementation (22) interdit en fait la gazéification des eau> minéraiss qui
n'est pas prévue par le décret du 28 mars 1957 comme susceptible d’étre réalisée

- Question de l'addition de produits divers : les eaux minéra -s
€tant, comnme nous l'avons vu, dlintérét meédical, pendant longtemps, il n's
A1é guzstion (3 'exception de leur utilisation pour la préparation de madinar.i
de les additionner d‘une quelconque substance étrangére : sucre, aromate, ius
de fruit.

- l.a premiére mention dans un texte cfficiel de 'emploi
dzs ciux minérales dans la préparation des boissons edulcorées apparait dans
ia circulaire 148 du service de la répression des fraudes du 14 décembre 1938
{fparue au J.O. du 16 et 18 décembre 1938, et cela par erreur).
Tn effet le 2 juin 1965 répondant a Monsieur le Président de la Chambre syndi-
~ae de Commwerce des Caux rindrales, le Chef de service de !a Répression -ias
Froudes précisait @ propos de cette circulaire
«ll élait {ait éat, dans cette circulaire, sous 1a rubrique «Boissons gizeuses» de
I"étiquetage des soclas préparés gvec des eaux minérales.

Mais & la suite de la position prise par le Ministére de la Santé publique et de
Académie de Midecine, depuis sa séance du 29 juin 1843 les dispositions de iz
circulaire du 14 dérenibre 1938, relatives 3 la vente des sodas fabriguéds avec iz

eaux mincrales, doivent étre considérées comine caduquesy.

- Mais c'est surtout depuis tes négociations 3 1a CE.E. s..v les
eaux minérales que la question s’est posée.
La plupart de nos partenaires au Marché cornimun uttlisant, en effet, des caux
Mineiraios pour 1z préparsiion
- soit d'eaux c;',rbogazeuses {sodas)
- soit de boissons4dulcorses (limonades, jus de fruits)



la directive du Conseil du 15 juillet 1950 «relative au spprochenent dos 1égis-
lations des états membres concernant l'exploitation et la mise cans le commerce
des eaux minérales naturellesy, prévoit les dispositions suivantes -
- Lorsqu’il s'agit d'une eau minéraie naturelle effervzscente, selon le cas,
les dénominations de vente sont :
- eau minérale naturellement gazeuse,
- eau minérale naturelle renforcée au gaz de 13 souice,
- eau minérale naturelle avec adjonction de gaz carbornique
(article 7 de la Directive)
- La possibilité d’utiliser une eau minérale naturelle pour la fabrication

de boissons rafraichissante sans alcool.

En tant qu'expert frangais & la C.E.E., je m’étais toujours opposé & I'adoption
de ces pratiques actuellement interdites par la réglementation frangaise, dans le
respect des avis formuiés & maintes reprises par |’Académie Nationale de Méde-
cine {qui en la circonstance ne sernble d'ailleurs pas 8 ma ccnnaissance avuir
é1é consultée & ce sujet (23).

Je tiens & dire ici, que je ne suis aucunement responsable de I'hérésie hydrolo-
gique commise par leur acceptation pour le compte de notre gouvernement.

En dehors des modifications majeures au texte du décret du 23 mars 1357 que
nous venons d’évoguer, il en est bien d’autres tout aussi indispensal.izs qui ineéri-
1eraient de retenir l'attention et d'y étre intégrées, bien qu’'elles ne concernent
que des aspects plus indirects de la question, notamment :

- pour les eaux minérales :

- présentations telles que les eaux minérales cund.ticnndas en Lru-
misateurs pour usage médical cu cosmétique,
- préparations a base d'eaux minérzles qui reidvent de la régle-
mentation pharmaccutique :
- €au minérale en empoule,
- pigrarations galéniques & base d'eau min ale

- sels extiais deaux minéreles

- pour les gaz thermaux
4
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Enfin, o seran EGdicCnT Bauteraent soutaiul o Cottine Nous [ovuts Vi e e s

de mer utilisée en thalassu:nérapie, constituant de ce fait une e¢au  dinier™t
medical, soit soumise & la r:.me réglementation que les eaux minérales de source
utilisées en crénothérapie, pour son exploiiation et son utilisation.

Pour le reste, le texte du décretl du 28 mars 1957 nous semble tout a fait satis-
faisant, & la seule réserve que les services responsables a I'échelon central, en
particubier, Bureau administratif chargé dusthermalisme du Ministéi.: de la Santé
et Deéparternent des Etudes Hydrologiques et Thermales du Laborati.ire National,
chargé de la tenue & jour du Fichier central des eaux minérales, suient bien (ce
qui n'est malheureusement pas toujours le cas} immeédiaternent avertis (rar s
Dircation Départementale de I'Action Sanitaire et Sociale prévenue par 1 0 i
tan1 {qui s'est engayé 3 le faire} en cas de modifications effectuces -

- sous la direction des responsables locaux du service des min. (24),
en ce qui concerne les installations,

4 la demande généralement des médecins thermaux en ce nui » wncer-
ne les technivgues de cure ou les indications médicales,
et cele,
avant ménwe que ces modifications n‘aient été réalisées d‘une part, pour

éviler que Jdes hérésies ne soient commises contre lesquelles le Laboratoire Natio-
nal, consciller technique du Ministre en ce qui concerne le thermalisr:2 pourrait
imetire en garde

- apres gu'elles auront été réalisces d'sutre part et dans ce cas la iemise
en service aprés modification (réalisée sauf urgence, seulement en période d'in
tercure) ne sera pas permise avant que le laboratoire de contréle (territoriale-

micnt responsable) n'ait vérifié la porennité des caractérisiiques de {'cau.

En cas dec modification {risauant d'agir sur Vactivité de I'zau) consiatée par ce
laboratoire, il devra en étre immédiatement rendu compte au Minisiere de la
Santé, une expertise devant Ciure effectuée 3 la demande du Buresu chiargé du
thermalisme par le Déportement des Etudes Hydrologiques et Therniales du

Laboratoire National, {qui fera d'urgence & V'Administration r=or. -1 sur 'a né

$it€ ou non de soumettre le cas, pour avis, 3 I'Académie).
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NOTES DI L"AUTFUR

(1) Cet anticle n'est que Ja conclusion, adaptée, pow en éire iolée, de Vexpost fai & o-
chon «liude critique de la réglememaiion actuelle des eaux minérales» dont e texte cian
trop important pour étre imprimé in extenso dans cetie revue. L'auteure remercie MUc Je
Professeur Agrégé Pépin. de la Faculté de Pharmacie de Clermont-Ferrand, d'avoir bien voulu
contribuer a cette adapiaiion

(2)  Paru au Journal Officiei de 1a Répubhque Frangaise du 30 mars 1957.

(3) Lapplication élant en principe prévuc deux anx aprés cetie publication. est aujourd’
hui trés proche et personne ne semble s'en soucier.

(4) Bien que cela ne se soft jamais produit encore, il pourran étre passé outre cet aviy
- quand il est défavorable - par le Ministre utilisant son pouvoir discrétionnaire. car il n'est
pas spécifi¢ dans le 1exte de réglementation qu'i) dowve étre favorable, ce qui constitue une
lacune a corriger.

(5) La raison invoquée en général est, qu’il n'est pas possible de porter atteinte 2 la liber-
1é de prescription du médecin. Nous vepons plus Join que cette liberté de prescription est
bien limitée cependant en ce qui conerne le remboursement des cures par la Sécurité soda-
le. et qu’a tout prendre il vaudrait micux que cetie imitation ne résuk . que de raisons ea clu-
sivement scientifiques, ce dont I'avis de I'Académie de Médecine seran ¢vidermment e meil-
leur garant,

(6)  Bicn que Je Département des Etudes Hydrologiques et Thermales du Laboratoire Na-
tional de 1a Santé soit chaigé dexécuter Jes analyses dans cette circonstance, (mais unigue-
ment pour certificr que 1'cav est bien telle qu'a I'émergence), en application de 1'articie 4
de VFarréié du 11.12.1964, cest théoriquement de l'avis d'un Direcicur de 'Action Sani
taire et Sociale, plus ou meins qualifié, méme s% est médecin (ce qui est devenu rare) que
dépend Ja déeision qui sera emérinée par arré1é minisiériel. -

(7) et pour Jequel on est autorisé de se demander sur quelles bases il peut Lien I'étre (¢n
dehors des projets plus ou moins précis ou réalistes proposés par I'exploitant ou ses conscils).

(8)  Au sujel de laquelle, rotonsde, I'Académie de Mé&Jednc, pourtant gardienne en France
de Ja docirine en Ja matiére, n'a pas. du moins encore, été consultée.

(9)  Publié au Journal Oifici:’ de Ja République Frangaise du 22 janvier 1922 ; rectifica-
1ifs des 27 e 29 jupvier 1922, Jnongant :(art. Jer modifié par le décrel 57.642 du 24 mai
1957 paragraphe 3).:

«lLes dénominations «eau minéizlen, «eau minérale naturelley ou tout autre comenant ces
mots sont réservées aux eaux cowées de propriétés thérapeutiques, provenant d'une source
domt Vexploftation a ét¢ zmorisée, par décidon minisiérielle, dans les condiions prévues
par les Jois et réglements en vizucur. La déferrisution et lo mélange entre cux d'eaux ou de
gaz de <curces d’eaux minéiales autorisées, ne peuvent esvoir licw que dans les conditions
fixées par Je décret n® 57.404 du 28 mars 1957 sur la police ¢t la surveillance des caun miné-
rales,
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Lvs dvrominitions contepant Jes mots «£3zeUses» OU «CaU RAZEUNE» SOM TOSCTVEES 3Ux
caux natwelemem gazeuses ou & ces mémes eaux regazéifies avec les paz provenant de b
source méme ou des mélanges des eaux de sources, dont I'exploftation & été auwiorisic, par dé-
sion minisiériclie dans les conditions prévues par Jes lois €1 réglements en vigucur».

A noter que ce dernier paragraphe devrain étre intégré au précédent, car il s'agit bien d'caun
minérales : de facio en effet il n'existe pas actuellemem d'gan egazeusc» Qui ne soit miné
rale (les eaux potables auxquelles sont incorporées duv CO“ somt dites «pazéifiées:. et e
fait mime qu'elles wiem adreinies 2 une autorismion ministérielle prouw bien gu'elies
som minérales, d'aileurs ce paragraphe est assez mal rédigé, I devrait Pluidl ére de la
fagcon suivanic pour la partic en question : Jes dénominations ...... & des caun ou 8 des
mélanges auiorisés d'eaun provenant de sources dom l'exploftation a é¢ . pas les lois et
réglements en viguewr.

(10) Lc terme «cau minérale» éant consacré par l'usage, il serait difficile sinon impos-
sible sujourd™hui de V'abandonner : on avait proposé de lui substituer celui «d'eau médici-
nale,. mais i n'2 pas eu de succts, car en dehors de Vlintérél médica) évoqué. 1 suged
ror pour cetie ecau une nature de médicamenigqu’elic n'est pas. Cest en effet un proc.i:
2 pant (régi par une réplementation spéciale) différent des aliments, des produit< diéict
ques et des médicaments, auquel bb dénomination de minérale qui n'est pas. élymclogigu:
ment eaacte, peut néanmoins élre conservé en raison de ce que cetie eau cst, ¢n pani-..
placée wus Ja responsabiité (1echnique) du service des mines, contraisement aun eaux pu-
tables

1y Cet imerét médical est évidemment 1ié a 1'unc ou 2 plusicurs associées des caractéris-
txjues propres de Yeau ou au melunge de plusieurns de celles-ci d'origine et de composiion
identiques :

- physiques (notamment température)
- chimiques (compesition minérale, présence de gaz libre dissous et d’accompagnement
C O2 -H 2S)
- physicochimiques (v compris b radioactivité éventuelle de certains de ses compo:. ~'+
éventuellement gazeux)
- biologiques (flore microbicnne particuliére)
- pharmacodynamiques le cas échéant
qui font de I'eau de chacune de ces sources unc entité panticuliére,

(12) Puits, forages tubulaives (vertical. oblique ou horizontal), galerie ou drains collecteurs
ou combinainon de ces divers modes de caplages.

(13) Le teyme de microbiolnziquement pure signifiant (comme powr I'eau dite potable).
non pus amigobicnne ou «térile, risis seulement ne contenant pas de germe pathogénc ou
stizmate ¢‘unc pellution susceptib). i'étre dangereuse (pollution fécale par exemple).
(14) aVenception du débit Qui :
nature] : peut étre varisble, dépendant de la charge dc la nappe (pressions hydrosta-
tigues 1é voques) ce qui n2 pay une signification péjorztive du moment que les autres
caracidrisin ues plivsiues, chimiques, physico-chimiques e bialogiques restent constantes.
arifivie] @ dépend Gu pompuge (dont e régime serz fixé dans larréié d'auiorisation
a I"én.cigenec). .
(15) Cette wiabitié n  en effet exigible qu'a Pémergence, car il existe dans Jes caux mi
nérales dewn catégories, constituées :
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- 'une é'esux dont les caractérisiiques restent stables aprés comiact avec Patmosphére,
méme aprés consesvation prolongée, conservant donc Iintégralité de leurs propriétes.
- Pautre d'eaux dont les caractérisligues varient au comact de I'atmosphére a la suite
de divers facteurs : .
- diminution de pression provoquant un dégazage
- refroidissement
- oxvdation

ces facteurs provoguant une évolution (métaplusic) de I'eau :
- en transformant certains éléments (oxydation) '
- en éliminant d‘autres
- solides (aprés floculation et précipitation) o
- volatils (par dégagement)

Ces phénomeénes obligeant parfois 2 un trajtement pour permetire a I'eau d'étre utilisable :
- surtout pour I'usage rctardé aprés conditionnement pour la conserve
- mais méme (en 1aison des précipitations) dans cenains cas d usage immeédiat :
- surtout pour la balnéation. collective en piccine (ou du it du trouble provoque.
une noyade pourrail passer inaperque,)
- mais aussi pour éviter la détérioration par ingustation des appareils et Limiter
au minimum les opérations de nettoyage.

(16) L’élimination de l'HZS tolérée dans certains autres pays n’y peut éire pratiquée.

(17) 11 serait souhaitable, que comme pour les rapports concernant les médicaments. les
expertises ayant permis de les obtenir soient confiées 2 des spécialistes officiciement recon-
nus pour ce genre de travaux dont ume liste pourrait €rre établie pour chaque spécialité :
analyse de I'eau, essais cliniques, pharmacodynamie.

(18) Le décret du 30 avril 1930 tout en modifiant celui de 1860 n'apportera aucune atteinte
au libre usage.

(19) I sont constitués par :

Le décret n® €4.1 255 du 11 décombre 1964 poriant séglement d administration pu-
blique pous l'application Je Tarticle L. 751 du Codce dc la Santé Publique en ¢t qui concerne
les indusiries d'emboutcillage des eaux minérales (publié au Journal OfTiciel dc 1a Répubbgue
Francaise du 19 décembre 1964).

Ses texies d'application :

Arrété du 21 décembre 1964 sclatif aux industries d'embouteillage d'eau mirérale (des znde
dlautorisation) (3ublié au Yowrnz! Officic] de 1a République Frangaise du 31 décembre 1964).
Anété du 21 décambre 1984, re'atif v contrble de l2 quzlité de Vcau (putlié au Inurnal
Officiel de 1z Républicjue Frangaise du 31 décembre 1964).

(20) Malheureusement aujourd hui par appdt du gain, les exploitants des stations, et il faut
bien Je dire un peu avec la complicité tacite sinon l'encouragement des médecins qui y exer-
cent, tendent & imiter ces pratisves justifiées par 12 nécessité.

(21) Je me pezmettrai de fzie rcinarquer qutil aureit peut-Etre misux voulu dire «toutes
les eaux contenant du sodinm qui le juifients.

(22) La ciculabre u 4 décembre 1894 du Frésident du Conseil, Ministre de I'Intéricur ot
des Culies aux Préfets, sur I'autorisation d'explofiation des eaux minérales et Jes juifications
& fournir pzr les iniéressés stipule : chaque demande d'autorisation serz accom; :gnée d'un
certificat <o Service des Mines attestant que I'cau n'est soumise & aucune opération de décan-
tage et ¢ :»&ification. Le pétitic - - -e dans la demande quil formulera au Ministre, prendra

»
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I'engagement de ne faire subir A 1'eau aucune de ces manipulstions.

(23) Bien entendu, pow cela je m'étais placé excusivement sur le plan scientifique. Mais,
plus quun «crime» de ce point de vue, 1'acceptation de ces pratigues constitue certaincment
une «fautex vis 3 vis des intéréts a l'avenit d'une de nos industries nationales imponantes
qui en sera certainemcv-i pénalisée, et en outre, en France jusu'ic la gazéification est inter-
dite par la réglementancr. quant a l'addition d'un produit quelconque a I'cau minérale, elle
rend justiciable la prépar_:-on en résultant de la réglementation pharmaceutique.

A ce sujet une circulaire qu 27 octobre 1906 du Directeur Général des Douanes, aprhicable a
I'introduction en France, des caux minérales étrangéres indique en effet que

«on doit ranger dans 13 classe des médicaments composés les eaux minéraics auxqr.clles on
a ajouté des drogues ou ingrédients quelconques».

Le décet du 12 janvier 1922 modifié par le décret n® 57.642 du 27 mai 1957, art 2, stipuie :
«Constitue le délit prévu a I'article ler de la loi du ler aodt 1905,

40) le fait de mettre en vente, en leur attribuant des propriétés thérapeutiques
- it ...
- s0it desseaun mincrales ayint subi des traitements ou opdrations #uires ¢ v (oun
mentionnés dans 'arrété d autorisation.

50) le fait de mettre en vente sous une dénomination applicable aux caux naturele-
ment gazeuses :
- s0it unec eau mincrale gazéifié artificiellement
- wit une cau ou un mélange d’eaux naturellement gazeuses dont Ia teneur en ga. .
é1é reoonstituée, 3 moins que les gaz employés naient été ceux qui se dégugent de
la source ou des sources mémes entrant dans le mélange, dans les conditions permi-
ses par I'arrété d'autorisation et sous réserve que l'opération soit indiquée sur |°éti-
quette par une mention approprice,

Le décret n° 57.404 du 28 mars 1957, précisant par ailleurs ;

att 4 : la demande est accompagndée ... 40) d'un engagement de ne faire subir a ["eau aucune
opiration susceptible d'altrer sa nature ou sa composition telles qu'elles <ont conuaides
al'émergence.

L'arrété du 15 mai 1944 relatif aux produits médicamenteux 3 base d’eaux minérales stipule
4 son article ler : toute eau minérale naturelle modifiée dans ses caractéristiques initiales
par I'addition d'un produit quelconque autre que le gaz carbonigue s'échappant du griffon
de la source, présentée comme jouissant de propriétés curatives et préventives est concidérée
cumme =n midicament aux termes de I'article Ter de Jaloi du 11 septembre 1941,

(24) Fvidemment, il y zura licu d'apprécier 'impontance des mocifizations des ine 720 g,
nop pas & la lettre mais dans T'esprit (de fagon & ne pas consulter 'Académie chugue fois
Guc V’on changera un 1obinet). 11 ¥ aura donc lieu de luisser aux respensables locaux (Senvice
des Mines et Md&lecins départementaux de la Santé), une latitude d'initiative sufficinte, en
particulier pour les modifications des installations ne risquant pas d'influer sur 'activité de
P'eau minérale ; mais e¢ncore faudraitd) que ccux-Gi soient capables d'unc telle apprécictan
(ce qui est maulheurcusement pastoujours I¢ s, nous Javens bien souvent constaté).
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