
 

Deux détecteurs en ligne (cytomètre de flux et analyseur d’adénosine triphosphate) ont été testés 
à grande échelle dans une usine de traitement d’eau potable. Des variations quotidiennes dans la 
concentration et la viabilité bactériennes ont été relevées et mises en relation avec les conditions 
d’opération de l’usine. La combinaison des deux technologies d’analyse microbiologique a fourni 
des informations complémentaires entre elles, ainsi que de nouvelles perspectives pour l’analyse 
en ligne de l’eau potable.

Emmanuelle I. Prest*, PWNT, Pays-Bas; Peter G. Schaap, PWN, Pays-Bas
Frederik Hammes, Eawag

ANALYSE MICRO-
BIOLOGIQUE EN LIGNE 

É TUDE DES VARIATIONS DE L A QUALITÉ MICROBIOLOGIQUE 
DE L’E AU POTABLE DANS UNE USINE DE TR AITEMENT 

TRAITEMENT, DISTRIBUTION ET SURVEILLANCE DE 
L’EAU POTABLE ET BIOLOGIQUEMENT STABLE 

La production d’eau potable et biologiquement stable est un véri-
table défi dans des pays tels que les Pays-Bas ou la Suisse où 
l’eau est distribuée sans qu’un désinfectant résiduel soit main-
tenu dans les réseaux. Une eau biologiquement stable est une 
eau dont la qualité microbiologique (concentration, composition 
et activité bactérienne) ne change pas au cours du transport 
et de la distribution de l’eau en réseau jusqu’aux robinets des 
consommateurs [1, 2]. Les méthodes analytiques de surveil-
lance de la qualité microbiologique de l’eau se sont largement 
développées ces dix dernières années. Une large gamme de 
nouvelles méthodes ont permis la quantification et la caracté-
risation précises et fiables des microorganismes présents dans 
l’eau en faibles concentrations [1]. Ces méthodes ont ainsi mis à 
jour la présence dans les milieux aquatiques de communautés 
microbiennes complexes, qui réagissent à des perturbations 
environnementales. Dans les usines de traitement d’eau potable, 
ces perturbations peuvent se produire à des échelles de temps 
qui varient de la minute au mois, et peuvent avoir des origines 
naturelles (fluctuations saisonnières de température et de nutri-
ments dans l’eau à traiter) ou opérationnelles (lavages réguliers 
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ONLINE-ANALYSE DER VER ÄNDERTEN MIKROBIOLOGISCHEN
TRINK WASSERQUALITÄT AM AUSGANG EINES WASSERWERKS
Die mikrobiologische Qualität des Trinkwassers kann durch ver-
änderte Betriebsbedingungen im Wasserwerk ungewollt be-
einflusst werden. Zwei mikrobiologische Online-Analysegeräte 
wurden getestet, um Veränderungen der Wasserqualität in einer 
Trinkwasseraufbereitungsanlage in den Niederlanden zu untersu-
chen. An diesem Standort wird vor der Einspeisung des Wassers 
ins Netz Chlordioxid in niedrigen Konzentrationen zur Sekundär-
desinfektion zudosiert. Die Veränderungen in der Konzentrati-
on und Lebensfähigkeit der Bakterien im aufbereiteten Wasser 
wurden online während drei Tagen mit Hilfe eines Durchfluss-
zytometers und eines Adenosintriphosphat (ATP)-Analysators 
überwacht. Beide Messmethoden zeigten, dass die Bakterien 
durch die Zugabe des Desinfektionsmittels schwer geschädigt 
wurden. Die Gesamtkonzentrationen der Bakterien und des ATP 
im Wasser änderte sich jedoch nicht. Zudem liessen sich dank 
der grossen Häufigkeit der Messungen tägliche Schwankungen 
der Konzentration der unbeschädigten Bakterien beobachten. 
Diese Schwankungen waren umgekehrt proportional zu den Än-
derungen des Füllstands des Reservoirs, was darauf hindeutet, 
dass die Verweilzeit des Wassers im Reservoir und damit die 
Kontaktzeit mit dem Desinfektionsmittel die Integrität der Bakte- 
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des filtres à sable, variation des taux de production, variation 
des conditions hydrauliques appliquées dans les diverses étapes 
de traitement, stockage ou transport de l’eau) [1–3]. Par consé-
quent, la surveillance en ligne des variations de la qualité micro-
biologique de l’eau est de plus en plus demandée par les traiteurs 
d’eau potable. 
Ces dix dernières années, les acteurs industriels ont répondu 
à cette attente par le développement d’un certain nombre de 
méthodes analytiques, comme par exemple la détection enzy-
matique de l’activité bactérienne [4], l’analyse de l’adénosine tri-
phosphate [5], des méthodes de détection optique [6], ou encore 
la cytométrie de flux [7, 8]. Nous présentons ici les premières 
données obtenues lors d’une étude collaborative entre un trai-
teur d’eau potable (PWN, Pays-Bas), un laboratoire de recherche 
(Eawag, Suisse) et des entreprise privées (onCyt Microbiology, 
Suisse; Promega, Pays-Bas; Applitek, Belgique). L’objectif de 
l’étude était de mesurer les variations temporelles de la qua-
lité microbiologique de l’eau potable produite dans une usine à 
grande échelle (fig. 1, photo de titre) et d’évaluer deux détecteurs 
microbiologiques en ligne. 

TEST DE DEUX NOUVEAUX DÉTECTEURS MICRO-
BIO LOGIQUES EN LIGNE INDÉPENDANTS

Dans l’usine de traitement étudiée, l’eau provenant d’un bio-
filtre et contenant des bactéries viables est soumise à une étape 
de désinfection secondaire par du dioxyde de chlore (fig. 1). La 
concentration résiduelle de dioxyde de chlore après stockage 
de l’eau dans le réservoir est d’environ 0,03 mg/l. En raison de 
l’application d’une étape de désinfection, l’analyse de la viabi-
lité des bactéries est essentielle pour la surveillance de la qua-
lité microbiologique de l’eau. Par conséquent, deux détecteurs 
microbiologiques en ligne ont été installés après le réservoir 
d’eau potable: un cytomètre de flux et un analyseur d’adéno-
sine triphosphate, tous deux capables de distinguer les bactéries 
endommagées des bactéries intactes (fig. 2). 

ANALYSEUR D’ADÉNOSINE TRIPHOSPHATE
L’adénosine triphosphate (ATP) est une molécule présente uni-
quement dans les microorganismes vivants et est donc un bon 
indicateur des dommages subis par les bactéries et de leur 

Fig. 1 Schéma des étapes de traitement appliquées dans une usine de traitement d’eau potable aux Pays-Bas. La position des détecteurs microbio-
logiques en ligne utilisés dans cette étude est indiquée par un carré rouge.

Schema der Aufbereitungsschritte in einer Trinkwasseraufbereitungsanlage in den Niederlanden. Der Standort der in dieser Studie verwendeten 
mikrobiologischen Online-Analysegeräte ist durch ein rotes Quadrat gekennzeichnet.

Fig. 2 Description des deux détecteurs microbiologiques en ligne testés: principe de mesure et type de données générées. 
Beschreibung der beiden getesteten mikrobiologischen Online-Analysegeräte: Messprinzip und Art der gewonnenen Daten.

Instruments Principe de mesure Données générées

An
al

ys
eu

r 
d’

AT
P

EZ-ATP (Applitek)

Mesure la concentration d’ATP dans  
un échantillon d’eau, avant et après sonication, 

grâce à une réaction luciférine-luciférase.

Fréquence de mesure:
7 minutes par échantillon

1. ATP total
2. ATP extracellulaire
3. ATP intracellulaire (calculé)
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 d
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ux

DOFCM (onCyt Microbiology)

Mesure la concentration de toutes les bactéries  
et des bactéries intactes dans un échantillon d’eau, 

grâce au marquage des bactéries par du SYBR 
Green I et de l’iodure de propidium.

Fréquence de mesure:
15 minutes par échantillon

1.  Concentration totale de bactéries
2.  Concentration de bactéries intactes
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mort. L’analyse d’ATP est utilisée aux Pays-Bas depuis plus 
d’une décennie comme technique d’analyse de l’eau potable 
alternative aux méthodes de culture microbienne [9]. Pour la 
présente étude, un analyseur d’ATP en ligne d’un nouveau type  
(EZ-ATP Online Microbiology Analyzer, Applitek) a été testé. 
Les réactifs permettant la détection d’ATP ont été fournis par 
Promega. L’appareil mesure, à intervalles de mesure définis, 
la concentration totale d’ATP et la concentration d’ATP extra-
cellulaire, ce qui permet le calcul de la concentration d’ATP 
intracellulaire [10]. 

CY TOMÈTRE DE FLUX
La cytométrie de flux est une technique qui permet le dénom-
brement des bactéries dans l’eau. Différentes approches de mar-
quage des bactéries peuvent être appliquées pour différencier 
les bactéries intactes des bactéries endommagées [11]. La cyto-
métrie de flux est une méthode largement utilisée en Suisse, 
comme alternative aux méthodes de culture microbienne, et a été 
recommandée par l’office fédéral de la santé publique suisse [12]. 

Dans cette étude, un nouveau cytomètre de flux en ligne (onCyt 
Microbiology) a été testé; deux marqueurs ont été combinés pour la 
mesure de la concentration totale de bactéries et la concentration 
de bactéries intactes [13]. Les deux instruments prennent des me-
sures à des intervalles de temps d’environ 10–15 minutes (fig. 2). 

RÉSULTATS: INTÉRÊT DE LA GÉNÉRATION  
DE GRANDES QUANTITÉS DE DONNÉES

Le cytomètre de flux et l’analyseur d’ATP ont été installés à deux 
périodes distinctes au niveau de la sortie du réservoir d’eau 
potable, et ont chacun collecté pendant 3 jours des données de 
mesures continues (fig. 3). Le niveau d’eau dans le réservoir 
n’est pas resté constant au cours de ces deux périodes, mais a 
fluctué considérablement du fait de la variation de la consomma-
tion d’eau sur une journée (consommation maximale le matin 
et le soir). Ces variations de niveau ont directement impacté le 
temps de résidence de l’eau dans le réservoir, et par conséquent 
le temps de contact des bactéries avec le dioxyde de chlore.

Fig. 3 Variations sur 3 jours de la concentration totale de bactéries (ligne bleue; figure du haut) et des bactéries intactes (ligne orange; figure du 
haut), et de la concentration totale d’ATP (ligne bleue; figure du bas) et d’ATP intracellulaire (ligne orange; figure du bas). Les lignes grises 
indiquent le niveau du réservoir d’eau potable. Les niveaux le plus haut et le plus bas sont indiqués par les lignes grises pointillées.

Veränderungen während drei Tagen der Gesamtbakterienkonzentration (blaue Linie, obere Abbildung), der intakten Bakterien (orange Linie, obere 
Abbildung), der Gesamtkonzentration von ATP (blaue Linie, untere Abbildung) und des intrazellulären ATP (orange Linie, untere Abbildung). Die 
grauen Linien zeigen den Füllstand des Reservoirs an. Höchst- und Tiefststand sind durch die gestrichelten grauen Linien angegeben.
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RÉSULTATS DE LA CY TOMÉTRIE DE FLUX
La concentration totale des bactéries, mesurée par cytométrie de 
flux, est restée relativement constante sur les 3 jours de mesure 
(392 000 ± 12 000 cellules/ml; nombre de mesures n = 370), sans 
variation systématique. Cette concentration, plutôt haute pour 
une eau potable, est la conséquence directe du détachement 
continu de bactéries provenant du biofiltre (fig. 1). En revanche, 
la concentration des bactéries intactes, mesurée par cytométrie 
de flux, a fluctué entre 33 000 cellules/ml et 93 000 cellules/
ml, avec des variations quotidiennes systématiques et inverses 
au niveau d’eau dans le réservoir. La concentration des bacté-
ries intactes représente en moyenne environ 15% de la concen-
tration totale des bactéries, ce qui met bien en évidence l’effet 
désinfectant du dioxyde de chlore. Les fluctuations quotidiennes 
de la concentration des bactéries intactes peuvent s’expliquer 
par le temps de contact des bactéries avec le dioxyde de chlore 
lorsque le niveau du réservoir varie. Plus le niveau est haut, 
plus le temps de contact avec le désinfectant est long, et plus la 
concentration des bactéries intactes est faible [10]. Ces données 
démontrent que les mesures de viabilité sont essentielles pour 
l’analyse en ligne de la qualité microbiologique de l’eau, en par-
ticulier lorsque des étapes de désinfection chimiques sont appli-
quées. De plus, ces données confirment bien que des mesures 
effectuées à fréquence élevée permettent de détecter l’effet de 
perturbations opérationnelles, comme il a déjà été démontré 
auparavant [3, 14]. 

RÉSULTATS DE L’ANALYSE D’ATP
Les mesures ont également révélé une concentration totale d’ATP 
relativement élevée (7,3 ± 1,0 ng/l; n = 318), n’indiquant aucune 
variation systématique reliée au niveau d’eau dans le réservoir 
(ni a d’autre pratiques opérationnelles fréquentes). En revanche, 
comme on pouvait s’y attendre, la concentration d’ATP intracel-
lulaire était extrêmement basse (0,3 ± 0,9 ng/l; n = 318), et de 
nombreuses valeurs étaient en dessous de la limite de détection 
de la méthode utilisée dans cette étude. Des valeurs élevées de 
concentrations d’ATP intracellulaire ont été mesurées de temps 
en temps, ce qui peut être dû à la présence d’agrégations de 
bactéries dans l’échantillon d’eau analysé. 
Notons que les données obtenues par l’analyse d’ATP intracellu-
laire ne décrivent pas de manière aussi évidente les fluctuations 
quotidiennes de la qualité de l’eau que la concentration des bac-
téries intactes mesurée par cytométrie de flux. Cette différence 
de résultats obtenus par les deux technologies est essentielle-
ment due au principe de mesure des deux méthodes: l’analyse 
de l’ATP est une méthode extrêmement sensible de mesure de la 
viabilité des bactéries, particulièrement en présence de faibles 
concentrations de désinfectant. La détection des dommages su-
bis par les cellules est bien plus rapide par l’analyse de l’ATP 
intra- (ou extra)cellulaire que par la mesure de la concentration 
des bactéries intactes par cytométrie de flux, qui est considérée 
comme une méthode plus conservatrice pour la détection des 
dommages cellulaires [10].

INTÉRÊT DE L’USAGE DE DIFFÉRENTS DÉTECTEURS 
MICROBIOLOGIQUES EN LIGNE

Les détecteurs microbiologiques en ligne sont très intéressants 
pour les traiteurs d’eau potable. Ils permettent notamment la 
détection des variations temporelles de la qualité microbiolo-

gique de l’eau qui résultent de perturbations naturelles ou encore 
de modifications dans les conditions d’opération des usines de 
traitement. Les deux détecteurs microbiologiques en ligne testés 
dans cette étude ont démontré les dommages sévères subis par 
les bactéries du fait de l’application d’un désinfectant. Ce résultat 
démontre que les mesures de viabilité des bactéries sont essen-
tielles pour les mesures microbiologiques en ligne: ni la mesure 
d’ATP total ni celle de la concentration totale de bactéries n’ont 
fourni d’informations sur les dynamiques intrinsèques au sys-
tème étudié. Les méthodologies d’analyse d’ATP et de mesure de 
concentration de bactéries intactes par cytométrie de flux n’ont 
pas fourni exactement les mêmes observations: l’analyse d’ATP 
était plus sensible aux dommages cellulaires, mais n’a pas mis en 
valeur aussi clairement les fluctuations dues aux changements 
de conditions d’opération que la mesure de la concentration des 
bactéries intactes par cytométrie de flux. Cette observation est 
logique: de même que pour les détecteurs abiotiques en ligne 
(pH, conductivité, turbidité, etc.), les différents paramètres micro-
biologiques mesurés fournissent des informations complémen-
taires entre elles sur l’état des cellules bactériennes [15]. Par 
conséquent, il est préférable de les utiliser simultanément pour 
pouvoir optimiser la caractérisation et la compréhension des  
systèmes étudiés. 

INTÉRÊT DES COLLABORATIONS DE RECHERCHE  
SUR LES QUESTIONS DE MICROBIOLOGIE 

Cette étude souligne également l’importance de la recherche 
collaborative entre les instituts de recherche, les traiteurs d’eau 
potable et les entreprises de développement technologique lié à 
l’analyse de la microbiologie de l’eau potable. De telles collabora-
tions sont essentielles pour évaluer les toutes nouvelles techno-
logies dans des conditions réelles d’opération. Des observations 
faites sur site peuvent ensuite être testées par les chercheurs 
pour une meilleure compréhension des mécanismes impliqués. 
De même, les traiteurs d’eau potable bénéficient directement de 
ce type de collaboration par une meilleure compréhension de leur 
système de traitement d’eau. 
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rienzellen beeinflusst. Mikrobiologi-
sche Online-Analysegeräte sind sehr 
nützlich für die Trinkwasseraufbe-
reitung, da sie die Beobachtung von 
zeitlichen Schwankungen der Wasser-
qualität ermöglichen, die insbesonde-
re durch Veränderungen der Betriebs-
bedingungen der Anlagen verursacht 
werden. 
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