POLYTECHNIQUE

POLYPUBLIE

A [
UNIVERSITE o

PO'YtGChnique Montréal D'INGENIERIE

Titre: 'Identification de facteurs associés a I'émission et a la dispersion de
Title: bioaérosols dans les stations d'épuration des eaux usées

Auteur:
Author:

Date: 2025

Type: Mémoire ou thése / Dissertation or Thesis

Salim Khaddouma

L Khaddouma, S. (2025). Identification de facteurs associés a I'émission et a la
Référence: dispersion de bioaérosols dans les stations d'épuration des eaux usées [Mémoire
Citation:  de maitrise, Polytechnique Montréal]. PolyPublie.

https://publications.polymtl.ca/65830/

Document en libre acces dans PolyPublie
Open Access document in PolyPublie

URL de PolyPublie: ) o
PolyPublie URL: https://publications.polymtl.ca/65830/

Directeurs de
recherche: Emilie Bédard
Advisors:

Programme

* | Génie civil
Program:

Ce fichier a été téléchargé a partir de PolyPublie, le dépot institutionnel de Polytechnique Montréal
This file has been downloaded from PolyPublie, the institutional repository of Polytechnique Montréal


https://publications.polymtl.ca/
https://publications.polymtl.ca/65830/
https://publications.polymtl.ca/65830/

POLYTECHNIQUE MONTREAL

affiliée a I’Université de Montréal

Identification de facteurs associés a I’émission et a la dispersion de bioaérosols

dans les stations d’épuration des eaux usées

SALIM KHADDOUMA

Département des génies civil, géologique et des mines

Mémoire présenté en vue de I’obtention du diplome de Maitrise és sciences appliquées
Génie civil

Avril 2025

© Khaddouma Salim, 2025.



POLYTECHNIQUE MONTREAL

affiliée a I’Université de Montréal

Ce mémoire intitulé :

Identification de facteurs associés a I’émission et a la dispersion de bioaérosols

dans les stations d’épuration des eaux usées

présenté par Salim KHADDOUMA
en vue de I’obtention du diplome de Maitrise és sciences appliquées

a été diment accepté par le jury d’examen constitué de :

Dominique CLAVEAU-MALLET, présidente

Emilie BEDARD, membre et directrice de recherche
Caroline DUCHAINE, membre et codirectrice de recherche
Dwight HOUWELING, membre



DEDICACE

A Emilie, pour tout, sa direction exemplaire, son soutien indéfectible, sa bienveillance...
A Arthur, pour tout ce qu’il m’a transmis, tout ce qu’il m’a montré et pour son aide précieuse.
A ma famille et & mes amis, pour leurs encouragements sans cesse renouvelés.

A Nader, Ta Houda et Khali Slah, que vos Ames reposent en paix.



REMERCIEMENTS

Je ne peux pas commencer ces remerciements sans les adresser, en premier lieu, & ma directrice
d’études, Emilie. Emilie, tout ce que tu as fait pour moi au cours de ces deux années dépasse de
loin ce que je pourrais exprimer ici. J’attendais ce moment pour te témoigner toute ma gratitude et
ma profonde reconnaissance. Merci d’avoir rendu ces deux années plus douces. Grace a ta
personnalité bienveillante, optimiste, patiente, et a ton encadrement exceptionnel, tu as su
transformer ce projet de maitrise, et tout ce qui I'entourait, en une expérience enrichissante et
motivante. Sans ta direction, tes suivis attentifs, nos discussions, réunions, et échanges réguliers,
rien de tout cela n’aurait été possible. Merci pour ta patience et pour m’avoir apaisé¢ dans les
moments les plus difficiles. Tu as été un veéritable pilier, un soutien constant, une référence a la fois
humaine et scientifique. Tu es une personne influente, attentionnée envers tes étudiants tant sur le
plan personnel que professionnel. Les activités d’équipe vont certainement me manquer. Je termine
cette étape de mon parcours avec une multitude d’apprentissages, et je peux dire que j’ai beaucoup

appris de toi, Emilie, sur de nombreux plans. Merci pour I'opportunité et merci pour la confiance.

Un immense merci a Arthur, qui m’a accompagné tout au long de ces deux années de maitrise. Ton
énergie et ton implication m’ont marqué. Une grande partie de la réussite de ce projet te revient.
Ce fut un réel plaisir de travailler a tes cotés, de vivre avec toi les journées d’échantillonnage sur
le terrain, les analyses au laboratoire, et toutes nos discussions, aussi sérieuses que légeres. Tout
cela va certainement me manquer. Je te souhaite une trés belle continuation dans ton doctorat, je
n’ai aucun doute que tu iras trés loin. Merci également a Caroline, ma co-directrice, a Marc et a
Emie pour votre contribution précieuse a ce projet. Avoir pu travailler avec vous sur un sujet lié
aux bioaérosols a été a la fois stimulant et rassurant. Je tiens a remercier toute 1’équipe d’Emilie
ainsi que les étudiants du groupe LGE pour leur accueil et leurs échanges. Un merci tout particulier
a Mélanie et Gabriel, a qui je dois une profonde reconnaissance. Vous avez joué un réle essentiel
dans mon parcours. Merci pour vos conseils, votre rigueur, votre disponibilité, et pour avoir
toujours trouvé des solutions aux difficultés rencontrées. Merci aussi pour avoir assuré notre
sécurité et répondu a mes questions. Je remercie également les techniciens de la chaire pour leur

aide précieuse.



\Y

Merci a ma famille, ma mére, mon pére, mes deux sceurs, et a mes amis, en Tunisie comme au
Canada. Votre présence, méme a distance, a été d’un grand réconfort et a rendu ces deux années

bien plus légeres.

Je remercie sincerement les gestionnaires et opérateurs des stations partenaires de ce projet pour
leur collaboration.

Enfin, un grand merci a toutes celles et ceux qui ont contribué, de prées ou de loin, a ce projet ou a

mon parcours, méme par quelques mots. Je vous resterai toujours reconnaissant.



Vi

RESUME

Les stations d’épuration des eaux usées sont reconnues comme des sources importantes de
bioaérosols, générés a différentes étapes du traitement par des mécanismes tels que 1’agitation ou
le brassage des eaux, 1’aération des procédés, les chutes d’eaux ou de boues, ou encore la formation
de vapeur et de microgouttelettes. Ces bioaérosols peuvent se disperser dans 1’environnement et
poser un risque pour la santé, en particulier pour les travailleurs exposés. Plusieurs études ont mis
en évidence une prévalence accrue de symptomes et de maladies respiratoires, gastro-intestinales
ou systémiques parmi ces travailleurs, regroupées sous le terme de « syndrome des travailleurs des

stations d’épuration ».

Dans ce contexte, ce travail visait a développer des indicateurs qualitatifs permettant d’estimer les
niveaux de bioaérosols en fonction des caractéristiques des procédés de traitement et des conditions
environnementales, ainsi qu’a identifier les facteurs favorisant ou limitant leur dispersion.
L’approche repose sur un systeéme de notation simple et applicable sur le terrain, destiné a anticiper
le risque d’exposition sans recourir systématiquement a des analyses de laboratoire longues et

co(teuses.

Pour répondre a ces objectifs, une campagne d’échantillonnage a été réalisée durant I’été 2023 dans
15 stations d’épuration au Québec. Un total de 83 échantillons d’air et 84 échantillons d’eau, de
boues, de filtrats de boues ont été prélevés a 4 a 6 points par station, identifiés comme
potentiellement générateurs de bioaérosols. Les prélevements d’air (18 m? par point) ont été
réalisés a I’aide d’un SASS 3100, et les prélevements d’eau ou de boues par perche ou chaudiére.
L’humidité relative a été mesurée simultanément. Aprés concentration des échantillons et
extraction de I’ADN, cinq cibles microbiologiques (bactéries totales, Mycobactéries non-
tuberculeuses, Legionella species, Escherichia coli, et Pseudomonas aeruginosa) ont été
quantifiées par méthode d’analyses biomoléculaires, la réaction quantitative de polymérase en
chaine (qPCR). L’évaluation des facteurs d’aérosolisation et de dispersion a eté réalisee par
I’équipe d’échantillonnage, puis validée avec les travailleurs et gestionnaires des stations

d’épuration.

Les résultats montrent que les cinq cibles microbiologiques sont présentes a la fois dans I’eau et
dans I’air. Des corrélations significatives élevees ont été observées entre les bactéries totales et les

autres cibles, suggérant leur potentiel comme indicateur pour la surveillance microbiologique. Des
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corrélations significatives ont également été relevées avec les paramétres physico-chimiques dans
I’eau (MES, MVES, turbidité), indiquant que ces derniers peuvent étre utilisés comme indicateurs
indirects des concentrations bactériennes dans les eaux usées. Dans 1’air, les concentrations
maximales atteignaient 10> CG/m? pour les bactéries totales. Les cibles microbiologiques étaient
fortement corrélées entre elles (r = 0,68 & 0,84), confirmant qu’une seule cible pourrait suffire pour
estimer la présence des autres. Toutefois, les concentrations varient selon les étapes de traitement,
avec une augmentation notable au niveau des procédés de traitement des boues. De plus, les
procédés de la filiere solide présentaient des concentrations plus élevées que ceux de la filiere

liquide.

L’¢tude révele aussi que I’humidité relative est positivement corrélée aux concentrations
bactériennes dans 1’air, ce qui en fait un indicateur simple et rapide du niveau de bioaérosols. La
superficie des bassins et leur configuration spatiale influencent également les concentrations, les
bassins plus vastes et non confinés favorisant I’aérosolisation. A I’inverse, les procédés situés a
I’extérieur ou soumis a une bonne ventilation présentent des concentrations plus faibles. Ces
observations sont appuyées par des corrélations négatives entre les vitesses de vent et les

concentrations en bacteéries totales et Legionella spp.

Par ailleurs, 1’absence de corrélation directe entre les concentrations dans 1’eau et dans 1’air
souligne la complexité des phénoménes d’aérosolisation et de dilution, ainsi que I’influence de
nombreux facteurs environnementaux. Une grille d’évaluation se basant sur des critéres qualitatifs
a ¢té définie pour évaluer le niveau d’aérosolisation par procédé et I’effet de dilution dans la picce.
Les résultats d’évaluation ont été discutés et révisés avec les opérateurs et gestionnaires de chacune
des stations. La note attribuée a ensuite été analysée par rapport aux concentrations bactériennes
réellement mesurées dans ’air des différents procédés échantillonnés. L’outil qualitatif développé

permet d’identifier les situations a risque et d’estimer un potentiel d’exposition a partir

d’observations terrain simples et reproductibles.

Cette étude a permis de mieux comprendre les mécanismes d’émission et de dispersion des
bioaérosols dans les stations d’épuration, d’identifier des indicateurs utiles pour la surveillance et
de proposer des recommandations visant a réduire le risque d’exposition des travailleurs. Ces

recommandations portent notamment sur 1’évaluation réguliére de la ventilation, la réduction des
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surfaces de bassins, le confinement des procédés, la mesure quotidienne de I’humidité relative, et

le port d’équipements de protection respiratoire dans les zones a risque.



ABSTRACT

Wastewater treatment plants are recognized as significant sources of bioaerosols, generated at
various stages of the treatment process through mechanisms such as surface water agitation or
mixing, process aeration, water or sludge splashing, and the formation of vapor or microdroplets.
These bioaerosols can disperse into the environment and pose health risks, particularly to exposed
workers. Several studies have highlighted a higher prevalence of respiratory, gastrointestinal, and
systemic symptoms and diseases among these workers, commonly referred to as "Sewage workers'

syndrome."

In this context, the objective of this study was to develop qualitative indicators to estimate
bioaerosol levels based on treatment process characteristics and associated environmental factors,
as well as to identify the factors that promote or limit their dispersion. The approach is based on a
simple and field-applicable scoring system designed to anticipate exposure risks without

systematically relying on lengthy and costly laboratory analyses.

To achieve these objectives, a sampling campaign was conducted during the summer of 2023 in 15
wastewater treatment plants across Quebec. A total of 83 air samples and 84 samples of water,
sludge, or sludge filtrates were collected from 4 to 6 locations per plant, identified as potentially
significant sources of bioaerosols. Air samples (18 m? per location) were collected using a SASS
3100, while water and sludge samples were taken using a pole or bucket, depending on
accessibility. Relative humidity was measured simultaneously. After sample concentration and
DNA extraction, five microbiological targets (Total bacteria, NTM, Legionella species.,
Escherichia coli, and Pseudomonas aeruginosa) were quantified by gPCR. The evaluation of
aerosolization factors was conducted by the sampling team and later validated with plant workers

and managers.

The results show that all five microbiological targets were detected in both water and air. Strong
correlations were observed between total bacteria and the other targets in wastewater, suggesting
their potential as a single indicator for microbiological monitoring. Significant correlations were
also observed with water physico-chemical parameters (TSS, VSS, and turbidity), indicating their
utility as indirect indicators of bacterial concentrations in wastewater. In the air, maximum
concentrations reached up to 10° CG/m? for total bacteria. The microbial targets were also strongly

correlated with each other (r = 0,74 to 0,82), confirming that monitoring a single target could
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suffice to estimate the presence of the others. However, concentrations varied depending on the
treatment stage, with a notable increase in the sludge treatment processes. Furthermore, solid-line

processes exhibited higher airborne concentrations than those in the liquid line.

The study also revealed a significant positive correlation between relative humidity and airborne
bacterial concentrations, highlighting humidity as a simple and rapid indicator of bioaerosol levels.
Basin surface area and spatial configuration also influenced concentrations, with larger and non-
confined basins favoring aerosolization. Conversely, processes located outdoors or with good
ventilation exhibited lower concentrations. These observations are supported by negative
correlations between wind speed and concentrations of total bacteria and Legionella species.

Moreover, the absence of direct correlation between bacterial concentrations in water and in air
underscores the complexity of aerosolization and dilution phenomena, as well as the influence of
numerous environmental factors. An assessment grid based on qualitative criteria was developed
to evaluate the level of aerosolization for each process and the dilution effect within the room. The
evaluation results were discussed and revised with the operators and managers of each plant. The
assigned score was then analyzed in relation to the bacterial concentrations actually measured in
the air of the various sampled processes. The qualitative tool developed in this study allows for the
identification of risk-prone situations and the estimation of exposure potential based on simple,

reproducible field observations.

This study provided a better understanding of the mechanisms governing the emission and
dispersion of bioaerosols in wastewater treatment plants, identified useful monitoring indicators,
and proposed recommendations aimed at reducing worker exposure risks. These include regular
assessment of ventilation systems, reduction of basin surface areas, confinement of certain
processes, daily monitoring of relative humidity, and the use of personal protective equipment in

high-risk areas.
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CHAPITRE1l INTRODUCTION

1.1 Mise en contexte

Les stations d’épuration des eaux usées sont reconnues comme des sources de bioaérosols, comme
I’ont démontré plusieurs études (Han, Yang, Yan, et al., 2020; Kataki et al., 2022; Mbareche et al.,
2022; Singh et al., 2021; Wang, Yanjie, Liu, etal., 2023; Yang, Tang et al., 2022). Ces bioaérosols,
principalement issus des eaux usées, sont dispersés dans 1’air au cours des différentes étapes du
traitement (Liu, M., Nobu, et al.,, 2020; Pascual et al., 2003a), avec des concentrations
particulierement élevées lors du prétraitement et du traitement des boues (Brandi et al., 2000;
Sanchez-Monedero et al., 2008). Ces bioaérosols peuvent également étre détectés dans les zones
environnantes avoisinantes (Li, J. et al., 2016; Lou, M. M. et al., 2021b), confirmant ainsi leur
capacité a étre transportés sur des distances allant de quelques métres a 10 km (Li, J. et al., 2016;
Vishwakarma et al., 2024; Wang, Yanjie, Yang, et al., 2023).

Les bioaérosols sont des aérosols composes de microorganismes, dont le diametre aérodynamique
varie de 0,01 a 100 um (Bragoszewska & Pawlak, 2021). Ces bioaérosols peuvent diminuer en
taille, passant de gouttelettes a des microgouttelettes, puis a des noyaux de gouttelettes (perte d’ une
quantit¢ d’eau), augmentant ainsi leur capacité de pénétration profonde dans le systéme
respiratoire (Bourouiba, 2020). La diminution de la taille des bioaérosols accroit leur potentiel de
dépbt profond dans les voies respiratoires (Hinds, William C., 1999). Deux voies principales
d’exposition ont été identifiées : le contact cutané direct et ’inhalation (Li, Y. et al., 2013). Selon
la taille des bioaérosols, leur site de dépot dans I’appareil respiratoire varie, tout comme les risques
sanitaires qui y sont associés. Les particules d’un diametre aérodynamique inférieur a 10 pm
présentent une probabilité accrue de se déposer dans les régions extrathoraciques et
trachéobronchiques supérieures, tandis que les particules plus fines (PM <2,5 um) ont une
probabilité plus élevée de pénétrer et de se déposer plus profondément dans les régions

trachéobronchiques et alvéolaires (Brook et al., 2004).

L’aérosolisation des microorganismes présents dans les eaux usées est une source d’exposition
pour les travailleurs des stations (Hotel, 2015; Madsen et al., 2023). Plusieurs études ont rapporté
une exposition particulierement élevée des travailleurs aux bioaérosols dans les STEU
comparativement a une population contréle (Albatanony & El-Shafie, 2011; Kataki et al., 2022;
Thorn & Kerekes, 2001; Uhrbrand, Katrine et al., 2011; Vermeulen et al., 2021).



Dans leur revue de littérature, Kataki et al. (2022) ont recensé des eétudes examinant les maladies
affectant les travailleurs des stations d’épuration en raison de leur exposition microbienne. Ces
maladies provoquent divers symptomes, notamment des douleurs musculaires et articulaires, des
symptobmes pseudo-grippaux, des maladies respiratoires (toux, expectorations, dyspnée,
respiration sifflante) associées a une diminution de la fonction pulmonaire, ainsi que des affections
gastro-intestinales. De méme, Hotel (2015) a compilé plusieurs études signalant des symptomes
respiratoires, asthmatiques, cutanés, abdominaux et gastro-intestinaux, ainsi que des infections
virales telles que I’hépatite A, B et E chez les travailleurs exposés aux bioaérosols. Une affection
spécifique, connue sous le nom de Syndrome des travailleurs des stations d’épuration, a été décrite
pour la premiére fois par Rylander et al. (1976) et regroupe un ensemble de symptémes touchant

les travailleurs exposés aux bioaérosols des eaux usées.

Malgré les nombreuses études démontrant les risques sanitaires associés aux bioaérosols en station
d’épuration, il n’existe actuellement aucune norme réglementaire sur les concentrations
bactériennes en suspension dans ’air a I’intérieur de ces installations (Kataki et al., 2022; Madsen
etal., 2023). Toutefois, lorsqu’il s’agit d’agents pathogénes, toute détection devrait étre considérée
comme un risque potentiel. L’évaluation des niveaux de risque reste complexe en raison de la
variabilité des résultats rapportés dans la littérature. La charge microbienne dans les eaux usées
dépend de plusieurs facteurs, notamment I'origine des affluents, I'efficacité variable des traitements
et les technologies employées dans chaque station (Wang, Yanjie, Yang, et al., 2023). De plus, il
existe des incohérences méthodologiques dans 1’échantillonnage et 1’analyse des bioaérosols. En
particulier, [’utilisation de méthodes de culture microbiologique peut sous-estimer les
concentrations bactériennes, en raison de la présence de bactéries viables mais non cultivables
(VBNC). Ceci justifie le recours a des techniques moléculaires, telles que la PCR, pour une
quantification plus précise des microorganismes présents dans 1’air (Kataki et al., 2022; Liu, M.,
Nobu, et al., 2020; Madsen et al., 2023; Mbareche et al., 2022; Singh et al., 2021). Cependant,
lorsque des recommandations sont émises, elles sont généralement accompagnées d’une méthode
de référence pour le prélévement ou I’analyse, comme les méthodes NIOSH (exemple : 0800 ou

0801) ou les guides techniques de I’INRS (exemple : ND 2233) (INRS, 2019; NIOSH, 1994).

Plusieurs facteurs influencent la génération et la dispersion des bioaérosols en station d’épuration.
Parmi eux, les turbulences mécaniques de I’eau, 1’aération, les chutes d’eau ou de boues, ainsi que

la formation de vapeur et de microgouttelettes favorisent 1’aérosolisation des microorganismes



(Carducci et al., 2000; Han, Li, et al., 2020; Han, Yang, Xu, et al., 2020; Han, Yang, Yan, et al.,
2020; Karra & Katsivela, 2007; Kataki et al., 2022; Mbareche et al., 2022; Pascual et al., 2003b;
Sanchez-Monedero et al., 2008; Wan et al., 2023). Ces processus facilitent la mise en suspension
des bactéries dans I’air et contribuent a leur dispersion dans I’environnement de travail. Différentes
études ont rapporté que des concentrations élevées de microorganismes aeroportés étaient
observées a proximité des chambres de dessablage aérées et des chutes d’eau ou de boues
(Falkinham, Joseph O., 2003; Fracchia et al., 2006; Kataki et al., 2022; Singh et al., 2021), ainsi
que dans les environnements de travail ou se forment des vapeurs en raison de 1’augmentation de
la température favorisant ainsi la condensation et 1’évaporation (Karra & Katsivela, 2007). Dans
la méme étude, Karra et Katsivela ont examiné les conditions environnementales favorisant cette
formation, notamment les températures élevees et le rayonnement solaire. Parallélement, des
facteurs tels que la configuration des salles et le renouvellement de 1’air par ventilation influencent
les concentrations de bioaérosols, soit en favorisant leur dilution, soit en accélérant leur
élimination. Duchaine et Roy (2022) et Mbareche et al. (2022) ont mentionné que 1’augmentation
du renouvellement de 1’air en été pouvait réduire les concentrations de bioaérosols (Duchaine, C.
& Roy, 2022; Mbareche et al., 2022), un point également mis en avant par Kindzierski et al. (2015)
et Kataki et al. (2022) (Kataki et al., 2022; Kindzierski et al., 2015).

Dans ce contexte, il est essentiel de développer des approches permettant une évaluation rapide
des risques d’exposition aux bioaérosols en station d’épuration, sans recourir systématiquement a

des prélévements d’air et a des analyses en laboratoire cotiteuses et chronophages.
1.2 Objectifs

L’objectif principal de ce projet est d’établir des indicateurs qualitatifs permettant d’estimer les
niveaux de bioaérosols en fonction des caractéristiques des procédés de traitement des eaux usées
et des facteurs environnementaux associés. De plus, les facteurs réduisant la concentration des
bioaérosols, tels que la configuration spatiale des salles et le taux de renouvellement de 1’air, ont
été intégrés a I’analyse. Il vise a établir une liste de critéres qualitatifs basés sur des caractéristiques
faciles a observer ou a obtenir afin d’évaluer le niveau d’exposition des travailleurs aux bioaérosols
selon le procédé et le contexte de la STEU. L’utilisation de ces critéres plutdt que la détection des
bactéries présentes dans les bioaérosols permettrait d’éviter le processus long et colteux associé a

I’échantillonnage et aux analyses de laboratoire.



Les objectifs secondaires sont :

e Déterminer les procédés ou les points susceptibles de genérer des bioaérosols

e Evaluer les facteurs physico-chimiques et microbiologiques de ’eau et de 1’air qui
influencent la composition des bioaérosols

e Rechercher des indicateurs des concentrations des cibles microbiologiques dans 1’air

e Définir les meilleurs critéres qualitatifs permettant d’estimer le niveau de génération de
bioaérosols par procédé

e Développer une grille d’évaluation du potentiel d’aérosolisation des microorganismes
1.3 Structure du mémoire

Ce mémoire de recherche est structuré en cinq chapitres. Apres le présent chapitre d’introduction,
le deuxiéme chapitre est consacré a la revue de la littérature qui synthétise les connaissances
existantes et met en lumiere les différentes perspectives liées au sujet. Cette analyse critique permet
d’établir un état de 1’art et d’identifier les lacunes scientifiques que cette étude souhaite explorer.
Le troisieme chapitre décrit la méthodologie et les démarches suivies tout au long de cette étude
afin d’assurer la rigueur scientifique du travail. Le quatriéme chapitre présente les résultats qui
sont analyses et interprétés pour expliquer les observations et pour en tirer des conclusions. Enfin,
le cinquiéme chapitre présente les conclusions et recommandations de 1’étude. Il met également
en avant les limites de la recherche et suggére des perspectives pour les études futures, en
identifiant les questions restées en suspens et les pistes nécessaires a explorer afin d’approfondir

les connaissances sur le sujet.



CHAPITRE2 REVUE DE LA LITTERATURE

2.1 Les stations d’épuration des eaux usées : caractéristiques et procédés de

traitement

Les stations d’épuration ont pour objectif de réduire la charge en contaminants organiques et
inorganiques, en suspension ou dissous, présents dans 1’eau usée avant son rejet vers le milieu
récepteur. La qualité de I’cau traitée en sortie de station doit répondre aux normes de rejet ou de
réutilisation établies par divers organismes réglementaires, afin d’assurer la protection des milieux
récepteurs et de préserver la santé humaine en réduisant les risques de maladies hydriques (Ethiraj
etal., 2024; Kundu et al., 2024). Au Québec, le Ministére de I’Environnement et de la Lutte contre
les changements climatiques (MELCC) est responsable de 1’élaboration et de 1’application des
normes relatives aux rejets d’eaux usées. De plus, le Reéglement sur les ouvrages municipaux
d’assainissement des eaux usées (ROMAEU) définit les exigences spécifiques encadrant ces
normes (Canada, E. e. C. c., 2023a; MELCC, 2019b). Ainsi, le traitement des eaux usées constitue
une étape essentielle pour limiter I’impact environnemental et protéger la santé publique (Mara,

2013).
2.1.1 Caractérisation des eaux usées a traiter et efficacité de traitement

Les eaux usées proviennent de diverses sources, incluant les secteurs domestique, commercial,
industriel et agricole, ainsi que le ruissellement des eaux de surface (Metcalf et al., 2003). Bien
que les stations d’épuration des eaux usées soient principalement congues pour éliminer les
polluants chimiques et organiques, elles captent également une charge microbienne, incluant des

microorganismes pathogénes (Numberger et al., 2019).

Les bactéries sont particulierement abondantes dans les eaux usées, car elles sont excrétées dans
les matiéres fécales provenant du tube digestif humain (Chahal et al., 2016). Parmi les bactéries
pathogénes les plus fréqguemment détectées, on retrouve : Salmonella spp., Escherichia spp.,
Shigella spp., Yersinia spp., Klebsiella spp., Leptospira spp., Vibrio cholerae, Aeromonas
hydrophila, Legionella pneumophila, Mycobacterium spp. et Pseudomonas spp. (Cai & Zhang,
2013; Chahal et al., 2016; Maynard et al., 2005; Stevik et al., 2004). En raison de leur composition
riche en matiéres organiques et nutriments, les eaux usées constituent un environnement favorable

a la croissance et au développement des microorganismes (Abdel-Raouf et al., 2012).



L’efficacité de traitement des eaux usées est généralement mesurée a 1’aide de parametres clés
caractérisant les concentrations et la nature des particules présentes. Des parametres physico-
chimiques telles les matieres en suspension (MES), les matieres volatiles en suspension (MVES)
et la turbidité sont de bons indicateurs de traitement et influencent 1’efficacité des traitements,
notamment la désinfection (Berman et al., 1988; Canada, E. e. C. c., 2023a; Dietrich et al., 2003;
Madge & Jensen, 2006). Les particules qui se trouvent dans les eaux usées sont soit d’origine
organique ou inorganique (Chahal et al., 2016; Madge & Jensen, 2006). Ces particules peuvent
étre classées selon leurs tailles et leur capacité a se dissoudre dans I’eau (Azéma et al., 2002;
Pallarés et al., 2011):

e Dissoutes (<0,001 pum)

e Colloidales (0,001-1 pum),

e Supracolloidales (1-100 um),
e Décantables (>100 um)

Dans les eaux usées, la turbidité est principalement causée par la présence de matieres en
suspension, incluant les particules d’argile, les sédiments, les matiéres organiques et inorganiques,
ainsi que des organismes tels que les algues et les microorganismes. Ce parametre est un indicateur
clé du taux de solides en suspension restants dans 1’effluent traité et permet d’évaluer I’efficacité
du traitement des eaux usées. Une turbidité élevée est souvent associée a une plus grande présence
de particules en suspension, pouvant servir de support pour le transport des microorganismes
pathogénes attachés aux particules solides. Ainsi, une augmentation de la turbidité est

généralement corrélée a une charge bactérienne plus élevée dans 1’eau (Crittenden et al., 2012).

Les MES, MVES et la turbidité sont interreliés entre eux et avec la charge microbiologique
(Hannouche et al., 2011; Joannis et al., 2008; Madhavi & Rajkumar, 2013). Les bactéries peuvent
s’associer aux différentes particules qui se trouvent dans les eaux usées, notamment, les maticres
en suspension et/ou les matiéres volatiles en suspension selon différents processus. Les nutriments
libérés a la surface des différentes particules peuvent attirer les bactéries qui s’attachent aux
surfaces de ces particules (Chahal et al., 2016). De plus, I’ajout de coagulants modifie la force
ionique de ’eau, favorisant ainsi les interactions entre les particules et les bactéries, qui peuvent

s’y fixer plus aisément (Zita & Hermansson, 1994). Plusieurs facteurs peuvent influencer cette



association comme la taille et la composition des particules et 1’age et le niveau de développement

des bactéries (Madge & Jensen, 2006; Stevik et al., 2004).
2.1.2 Les procédés de traitement des eaux usées (Filiere liquide)

Les opérations de traitement des eaux usées peuvent étre classées en trois grandes catégories : le
prétraitement, les traitements physico-chimiques et les traitements biologiques (Larios-Martinez
et al., 2022). La majorité de ces étapes de traitement sont représenté dans la Figure 2.1.

Traitement Traitement secondaire

e Traitement
primaire

tertiaire

Prétraitement

Dégrilleur Dessableur 1 Décanteur primaire ; Traitement biologique  Décanteur secondaire ; Désinfection

== Traitement liquide

q Traitement solide Déshydratation de boues Digesteur anaérobie

Figure 2.1 Schéma d’une station d’épuration des eaux usées illustrant les principales étapes du
traitement. Les fleches marronnes indiquent le parcours des boues tandis que les fleches bleues

représentent les différences étapes du traitement des eaux usées

Une série d’étapes de prétraitement est généralement nécessaire afin de retirer les gros débris et
particules susceptibles de perturber les procédés suivants (Okoh et al., 2007). Le degrillage permet

I’élimination des déchets volumineux en les retenant a travers les mailles du dégrilleur (Okoh et



al., 2007). Le dégrillage des eaux usees se décline en plusieurs catégories selon la taille des
ouvertures des grilles. Le dégrillage grossier comprend des ouvertures supérieures a 12 mm et
permet de retenir les plus gros déchets. Le dégrillage moyen, quant a lui, posséde des ouvertures
comprises entre 6 mm et 12 mm, offrant une filtration intermédiaire. Le dégrillage fin est
caractérise par des ouvertures allant de 0,5 mm a 6 mm, capturant des particules plus petites. Enfin,
le microtamisage, avec des ouvertures inférieures ou égales a 0,5 mm, est principalement utilisé
comme barriere finale pour I'élimination des matiéres en suspension (MES), contribuant ainsi au
polissage de I’effluent avant son rejet dans le milieu récepteur (MELCCFP, 2023a). Par la suite,
le dessablage a pour objectif d’éliminer le sable et le gravier présents dans 1’eau, limitant ainsi
I’accumulation de dépots dans les équipements de traitement subséquents (Templeton & Butler,
2014) . Une étape de déshuilage vise a séparer et extraire les huiles et graisses flottantes, qui

peuvent entraver le bon fonctionnement des procédés suivants.

Les traitements physico-chimiques visent a éliminer les contaminants solides, organiques et
inorganiques, par des méecanismes physiques et chimiques. Parmi ces procédés, on retrouve la
sédimentation, la coagulation-floculation et la filtration (Larios-Martinez et al., 2022). La
coagulation et la floculation constituent les étapes centrales du traitement physico-chimique. Ces
processus permettent d’agréger les particules en suspension afin de faciliter leur élimination
(Larios et al., 2018). La coagulation repose sur I’ajout d’un coagulant, tel que le chlorure ferrique
ou l’alun, qui neutralise les charges électriques des particules colloidales, favorisant ainsi la
formation de micro-agrégats sous I'effet des mouvements browniens. La floculation permet a ces
micro-agrégats de fusionner et de former des flocs plus volumineux et plus denses, capturant a la
fois des particules insolubles et dissoutes. La sédimentation permet une décantation efficace des
flocs sous I'effet de la gravité, favorisant ainsi leur séparation de I'eau (Larios-Martinez et al.,
2022).

Lors du traitement biologique des eaux usées, la matiere organique est oxydée par des
communautés microbiennes composées de plusieurs espéces. Ces systemes sont auto-optimiseés,
car les microorganismes les plus compétitifs deviennent dominants dans des conditions
environnementales données (par exemple, variation de température ambiante ou la température
des eaux) (Schroeder, 2003). Les bactéries constituent le groupe dominant dans le traitement
biologique des eaux usées, bien que d'autres organismes tels que les protozoaires, les champignons

et certains invertébrés soient egalement présents. Ces derniers jouent un rdle secondaire,



influencant indirectement la performance du processus (Schroeder, 2003). Certains nutriments
comme 1’oxygene, ’azote et le phosphore sont indispensables au métabolisme des bactéries

impliquées dans le traitement des eaux usées (Schroeder, 2003).

Dans les procédés de boues activées, la culture microbienne se développe sous forme de flocs
biologiques en suspension dans le réacteur. Ces flocs sont maintenus en suspension grace a un
systéeme d’aération, qui permet également 1’apport d’oxygéne nécessaire au métabolisme des

microorganismes. Deux principaux systémes d’aération sont couramment utilisés (Schroeder,

2003) :

« Aération par diffusion : L’air, ou parfois de 1’oxygéne pur, est injecté sous forme de
bulles fines au fond du réacteur. Ces bulles transferent I’oxygene a la phase liquide et

assurent I’homogénéisation du mélange.

e Aération de surface : L’oxygénation est réalisée par des turbines ou des aérateurs de

surface qui brassent et oxygenent I’eau.

Le mélange de liquide biologique actif contenant les eaux usees et les microorganismes quitte
ensuite le réacteur et est dirigé vers un bassin de décantation secondaire. Cette étape permet de
séparer les flocs microbiens de I’effluent clarifié. Une partie des boues décantées est recyclée vers
le réacteur d’aération afin de maintenir une biomasse active, tandis que 1’excédent est dirigé vers

le traitement des boues.

Dans les procédés a croissance fixeée, tels que les filtres biologiques, la biomasse microbienne se
développe sur un support solide inerte (exemple : roches, plastique structuré, médias en
polystyrene, etc.) (Schroeder, 2003). Dans ce cas, I’air circule a travers le média filtrant, permettant
le transfert d’oxygéene vers la phase liquide. Avec le temps, I’accumulation de biomasse entraine
une augmentation de 1’épaisseur du biofilm. Lorsque celui-ci devient trop épais, des fragments se
détachent naturellement (sloughing), et ces particules sont ensuite éliminées dans un bassin de
décantation secondaire avant d’étre envoyées vers un digesteur anaérobie pour traitement des

boues (Schroeder, 2003).

Au Québec, les stations d’épuration des eaux usées se différencient en fonction du type de procédé
utilisé, qui peut étre physico-chimique, biologique ou hybride (MELCCFP, 2023c). Les principales

étapes et technologies incluent les procédés biologiques a culture en suspension (Boues actives,
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oxydation rapide avec polissage) ou a culture fixée (disques biologiques, biofiltration), les
systemes de traitement extensifs (étangs aérés ou non-aérés), la filtration et I’infiltration, les
prétraitements et physico-chimiques (dégrillage fin, dessablage, coagulation) (Arvanitoyannis &
Kassaveti, 2008; Larios-Martinez et al., 2022; MELCC, 2012; MELCCFP, 2023c; Pillai &
Thombre, 2020). Ces technologies peuvent étre utilisées seules ou en combinaison, selon les

exigences de traitement et les contraintes environnementales du site d’implantation.
2.1.3 Traitement des boues (Filiere solide)

Les boues générées lors du traitement des eaux usées doivent ensuite étre traitées pour en réduire
le volume et en disposer. La premiére étape, 1’épaississement des boues, consiste a augmenter leur
concentration en matiéres solides en réduisant la quantité d’eau qu’elles contiennent. Cette
opération est généralement réalisée par sédimentation, centrifugation ou filtration et permet
d’optimiser les étapes ultérieures en diminuant le volume a traiter. Une fois épaissies, les boues
subissent une stabilisation afin de limiter la dégradation de la mati¢re organique et d’éliminer les
agents pathogenes. Cette stabilisation peut étre biologique, comme la digestion anaérobie, qui
favorise la production de biogaz et réduit la fraction volatile des boues, ou chimique, par ajout de

chaux, permettant d’augmenter le pH et d’inhiber 1’activité microbienne (Cieslik et al., 2015).

Apres stabilisation, une désinfection peut étre nécessaire, notamment lorsque les boues sont
destinées a un usage agricole. Cette étape repose sur divers procédés tels que le traitement
thermique, I’irradiation ou I’ajout d’agents chimiques comme la chaux ou 1’0zone, afin de garantir
I’¢élimination des microorganismes pathogenes. Par la suite, les boues sont soumises a une
déshydratation, qui vise a réduire encore leur teneur en eau afin d’en faciliter le transport et la
valorisation. Différentes technologies peuvent étre employées a cette fin, notamment la
centrifugation, le pressage mécanique (filtres-presses) ou le séchage naturel sur lits de séchage
(Cieslik et al., 2015).

Dans certains cas, un traitement thermique complémentaire peut étre appliqué, notamment lorsque
les boues doivent étre incinérées ou valorisées énergétiquement. Cette phase peut inclure des
procédés tels que I’incinération, la co-incinération avec d’autres déchets, la pyrolyse ou la
vitrification, permettant ainsi une réduction significative du volume résiduel et une éventuelle
récupération d’énergie. Enfin, les boues traitées peuvent étre valorisées sous forme d’amendement

agricole, sous réserve de leur conformité aux normes sanitaires et environnementales, ou utilisées
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dans la production de biogaz. En dernier recours, les boues résiduelles non valorisables peuvent

étre mises en décharge controlée (Cieslik et al., 2015).

Ces étapes sont essentielles pour assurer une gestion efficace des boues d’épuration, réduire leur
impact écologique et favoriser leur réutilisation dans une approche de traitement durable et

circulaire des déchets issus des eaux usees (Cieslik et al., 2015).

Les différentes étapes de traitement des eaux affectent les particules contenues tout au long du
traitement et leur aérosolisation (Garcia-Mesa et al., 2012). La distribution de la taille des
particules varie en fonction du niveau de traitement (Neis & Tiehm, 1997).

2.2 Les bioaérosols dans les stations d’épuration des eaux usées

Les stations d’épuration des eaux usées sont une source majeure de bioaérosols (Han, Yang, Xu,
et al., 2020; Kataki et al., 2022; Kowalski et al., 2017; Mbareche et al., 2022; Singh et al., 2021;
Wan et al., 2023; Yang, Tang et al., 2022). Les bioaérosols sont générés par les procédés a travers
les opérations de traitement décrites dans la section précédente (Fracchia et al., 2006). Cependant,
les stations d’épuration ne sont pas spécifiquement congues pour limiter la dispersion aérienne des
contaminants durant les processus de traitement. Dans cette section, les caractéristiques des
bioaérosols seront présentées, avant d’aborder la génération des bioaérosols dans les STEU et leur

impact sur la santé.
2.2.1 Caractéristiques des bioaérosols

Les bioaérosols constituent une catégorie particuliére des aérosols, caractérisés par leur origine
biologique et leur potentiel a interagir activement avec les organismes vivants et les écosystémes
(Whitby et al., 2022). Contrairement aux aérosols, qui sont principalement composés de particules
minérales, chimiques ou organiques inertes et souvent associés a des phénomeénes climatiques et a
la pollution atmosphérique (Adler et al., 2011; Sonwani et al., 2021), les bioaérosols englobent
une grande diversité de particules biologiques, incluant bactéries, virus, champignons, spores et
pollen (Wilson et al., 2001). De plus, ils peuvent contenir des plasmides libérés dans I’atmosphére
par les étres vivants, contribuant ainsi a la dispersion de matériel génétique dans 1’environnement
(Rui, 2006). Leur importance réside dans leur capacité a transporter et disséminer des agents
pathogenes, ce qui en fait un vecteur clé dans la transmission des maladies infectieuses affectant

la santé des individus. Ces particules sont omniprésentes dans les environnements intérieurs et
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extérieurs et peuvent se disperser en s’attachant a d’autres particules en suspension (Whitby et al.,

2022).

Les bioaérosols présentent une grande diversité en termes de taille, composition et propriétés
biologiques (Whithy et al., 2022). Cette variabilité influence leur comportement dans 1’air ainsi
que leur potentiel d’exposition et d’impact sur la santé (Douwes et al., 2003). Ils constituent une
voie de transmission majeure pour de nombreux agents infectieux et sensibilisants, jouant ainsi un
role clé dans la propagation des maladies et le développement de réactions allergiques (Douwes et
al., 2003).

Les bioaérosols sont caractérisés par un diameétre qui varie entre environ 10 nm et 100 um (Whitby
et al., 2022) et peuvent rester en suspension dans 1’air pendant de longues périodes, augmentant
ainsi leur potentiel d’exposition et de dispersion sur de vastes distances (Whitby et al., 2022).
Wang et al. ont montré que la dispersion des bioaérosols, a partir des stations d’épuration des eaux
usées, s'étend sur une distance comprise entre 292 et 515 m, affectant une zone de surface de 43 a
92 m2 Li et al. (2016) ont détecté des concentrations en bioaérosols issus des STEU au niveau de
différentes distances : a 0,2 km, a 1 km et a 10 km en aval des stations. De plus, Vishwakarma et
al. ont rapporté des changements de la qualité de I'air, ainsi que des symptdmes de santé signalés
par les populations avoisinantes, a des distances de 50, 100 et 150 m des stations a cause des
bioaérosols générés par les stations d’épuration des eaux usées (Li, J. et al., 2016; Vishwakarma
et al., 2024; Wang, Yanjie, Yang, et al., 2023). Les conditions environnementales, telles que
I’humidité, les conditions météorologiques et les mouvements d’air influencent cette dispersion
(Karra & Katsivela, 2007; Kataki et al., 2022; Mbareche et al., 2022).

Les bioaérosols peuvent étre classées selon leur diametre aérodynamique (dae), qui influence leur
comportement dans 1’air et leur impact sur la santé humaine et 1I’environnement (Hinds, William
C & Zhu, 2022). Le diamétre aérodynamique est défini comme le diamétre d’une sphére de densité
unitaire (po = 1 g/cm?, soit la densité de 1’eau) qui posséde la méme vitesse de sédimentation dans
I’air (immobile) que la particule considérée (Hinds, William C., 1999). Cette mesure permet
d’évaluer le comportement des particules en suspension, notamment leur vitesse de sédimentation
et leur dispersion dans 1’atmosphére (Sjoholm et al., 2001). Les particules PMio et PM25 sont les
particules d’intéréts pour la santé en raison de leur faible taille. Les PMio sont des particules

inhalables grossi¢res d’un diamétre aérodynamique moyen inférieur a 10 um et peuvent atteindre
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les régions extrathoraciques ainsi que les voies trachéobronchiques supérieures. Les particules
fines PMa.s, dont le diamétre est inférieur ou égal a 2,5 um, ont la capacité¢ de pénétrer plus
profondément dans le systéme respiratoire, atteignant les régions trachéobronchiques profondes et
alvéolaires (Brook et al., 2004). En se déposant plus profondément dans 1’appareil respiratoire,
elles contournent plus facilement les mécanismes de défense des voies respiratoires et peuvent
provoquer des effets néfastes sur la santé pulmonaire et cardiovasculaire.(Liu, M., Nobu, et al.,
2020). Cependant, des particules de plus grande taille, telles que les pollens ou les spores de
moisissures, peuvent également se déposer dans les voies respiratoires superieures et y provoquer

des effets irritants, inflammatoires ou allergiques (WHO, 2009).
2.2.2 Génération des bioaérosols dans les stations d’épuration des eaux usées

Plusieurs études s’intéressent a 1’échantillonnage, a la quantification et a 1’identification des
bioaérosols générés par les différentes technologies de traitement des eaux usées (Bauer et al.,
2002; Caicedo et al., 2019; Fracchia et al., 2006; Mbareche et al., 2022; Singh et al., 2021). Les
processus d’aération des bassins de traitement, qu’ils soient réalisés par oxygénation, agitation
mécanique, succion ou chutes d’eau, contribuent a la génération et a la dispersion des bioaérosols.
Ces particules biologiques proviennent de la fragmentation des gouttelettes d’eau, résultant de la
rupture des jets d’eau et de I’éclatement des bulles a la surface des bassins (Brown, 1997). La
génération des bioaérosols, quand elle est non contrélée, elle peut dépasser les seuils recommandés
d’exposition de pres de la moitié (49%) d’échantillons investigués dans les milieux ou se trouvent

les installations (Gangamma et al., 2011).

Les procédés biologiques, qui nécessitent une aération pour bien fonctionner, sont des générateurs
de bioaérosols (Bruni et al., 2020; Grisoli et al., 2019; Hamoda, 2006; Han, Yang, Xu, et al., 2020;
Heinonen-Tanski, H. et al., 2009a; Karra & Katsivela, 2007; Katsivela et al., 2017; Korzeniewska,
E. & Harnisz, 2012; Masclaux, Frédéric G et al., 2014b; Sanchez-Monedero et al., 2008; Teixeira
et al., 2013). Des bioaérosols sont aussi générés lors du traitement des boues issues des procédés
d’épuration des eaux usées suivant une série d’étapes visant a réduire leur volume, stabiliser leur
composition et minimiser leur impact environnemental tout en favorisant leur valorisation (Bauer
etal., 2002; Han et al., 2018; Li, J. et al., 2016; Tian et al., 2022; Wang, Yanjie, Liu, et al., 2023).
Les concentrations des bactéries quantifiées au niveau des procédés de traitement de boues ont

atteint 2,8 x 103 UFC/m? (Kowalski et al., 2017). La quantification des concentrations élevées des
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bactéries pendant le traitement des boues est aussi rapporté par (Xu, G. et al., 2018) au niveau de
salle de deshydratation de boues, une étape de traitement considérée comme I’une des sources
principales de génération de bioaérosols. La forte génération de bioaérosols au niveau des procédés
est principalement liée a 1’aération, qui provoque I’éclatement des bulles d'air a la surface du
liquide, formant ainsi des gouttelettes riches en microorganismes dispersées dans 1’air
(Korzeniewska, Ewa, 2011). De plus, le traitement de boues par les procédés favorisent le

développement et la croissance des microorganismes (Li, Y. et al., 2012).

Les bioaérosols rencontrées au niveau de la filiére de traitement de boues varient en concentration
et en types comparativement aux procédés de traitement de 1’eau usée (Liu, M., Nobu, et al., 2020;
Masclaux, Frédéric G et al., 2014b; Wang, Yanjie, Liu, et al., 2023). Les microorganismes tels
Actinomyces, Bifidobacterium, Clostridium, Propionibacterium et Staphylococcus présents dans
les boues (Cyprowski et al., 2018) peuvent étre aérosolisés pendant la phase d’aération du procédé
(Wang, Yanjie, Liu, et al., 2023). A cet égard, les principales bactéries identifiées dans 1’étude de
Gaviria-Figueroa et al. (2019) étaient associées aux bioaérosols générés dans les bassins de boues
activées (Gaviria-Figueroa et al., 2019). Les phylums bactériens prédominants comprenaient les
Proteobacteria, Bacteroidetes, Actinobacteria, Firmicutes, Planctomycetes, Chloroflexi,

Verrucomicrobia, Nitrospirae, Acidobacteria et Chlorobi (Gaviria-Figueroa et al., 2019).

La concentration des bioaérosols varie aussi en fonction de plusieurs facteurs environnementaux,
notamment la région géographique, la saison, I’humidité relative, I’ensoleillement, la vitesse du
vent, la température, le carbone organique total (COT), ainsi que la présence d’ions tels que NHa*,
CI" et Ca** (Han, Yang, Xu, et al., 2020; Pengcheng et al.; Szytak-Szydlowski et al., 2016; Wang,
Yanjie, Liu, et al., 2023; Yang, K.-X. et al., 2018). Pour les procédés a I’extérieur, les
concentrations de bactéries viables en suspension dans 1’air augmentent lorsque I’irradiation
solaire diminue, en raison de la réduction de I’effet d’inactivation par les rayons ultraviolets au
niveau des procédés extérieurs (Karra & Katsivela, 2007). De plus, les concentrations de
bioaérosols dans I’air ambiant des bassins aérés sont corrélées positivement avec la vitesse du vent
(Fathi et al., 2017) et sont généralement plus élevées sous le vent dans un rayon de 1 km des
installations de traitement des eaux usées (Renee & Mark, 2008).

Pour les procédés a I’intérieur, I’augmentation de la température des eaux ou de 1’air environnant

peut favoriser I’augmentation des concentrations des bioaérosols dans 1’air (Karra & Katsivela,
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2007). De méme, I’humidite relative a montré une corrélation positive avec les concentrations de
bactéries totales et d’endotoxines dans 1’air (Mbareche et al., 2022). Les résultats de Mbareche et
al. (2022) ont révélé une humidité relative élevée, atteignant environ 95 %, au niveau du procédé
de biofiltration en été, associée & des concentrations de bactéries & Gram-négatif cultivables
d'environ 103 UFC/m2. A l'inverse, au niveau du dégrilleur en hiver, une diminution marquée de
I'hnumidité relative (environ 20 a 30 %) a été observée, accompagnée de concentrations

bactériennes significativement plus faibles, proches de 10t UFC/m3.

Enfin, une ventilation insuffisante peut favoriser 1’accumulation des bioaérosols dans 1’air
ambiant, augmentant ainsi les concentrations en bioaérosols et I’exposition des travailleurs (Li, P.,
Li, et al., 2021), contrairement a une ventilation adéquate (Guo et al., 2014). Par ailleurs, I’air
ambiant dans ces environnements peut également étre influencé par ’apport d’air extérieur, qui
peut contenir des bioaérosols provenant d’autres sources et ainsi contribuer a enrichir la charge
microbienne des espaces intérieurs (Han et al., 2018; Liu, M., Nobu, et al., 2020; Wang, Yanjie,
Li, etal., 2018).

2.3 Impacts des bioaérosols des stations d’épuration sur la santé

Les bioaérosols constituent une catégorie de substances allergénes et pathogenes pouvant affecter
la santé des organismes vivants. Leur temps de résidence dans 1’air est influencé par plusieurs
facteurs, notamment la taille des particules, les conditions météorologiques et I’intensité de la
source d’émission. Ces ¢léments déterminent la durée pendant laquelle les bioaérosols restent en
suspension avant de se déposer ou d’étre dispersés (Huang et al., 2024). Leur impact sur la santé
humaine est particulierement étudié, car certains bioaérosols peuvent contenir des pathogenes

responsables d’infections respiratoires, d’allergies ou d’autres maladies.

L’aérosolisation des microorganismes se produit lors du traitement des eaux usées ainsi que du
traitement des boues. Ce phénomeéne est facilité par différents facteurs qui favorisent leur transfert
des procédés vers I’air ambiant (Bauer et al., 2002; Han et al., 2018; Li, J. et al., 2016; Tian et al.,
2022; Wang, Yanjie, Liu, et al., 2023). Les travailleurs en contact avec ces procédés sont exposes
aux microorganismes présents dans les bioaérosols générés (Jahangiri et al., 2015; Rylander, 1999;
Thorn et al., 2002). L’exposition peut se faire par inhalation, contact direct cutané et muqueux, ou
ingestion accidentelle (Carducci et al., 2000; Fredricks et al., 2005; Kataki et al., 2022; Prazmo et

al., 2003). L’inhalation représente la voie majeure d’exposition et elle est 10° plus puissante et
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dangereuse que I’exposition par voie direct cutané (Li, Y. et al., 2013). L’ingestion accidentelle
peut avoir lieu aussi a travers les mains contaminées ou le contact avec des surface sur lesquelles
des microorganismes ont été déposés ou a travers des vétements contaminés. L’ingestion de
particules initialement inhalées puis dégluties représente aussi une voie d’exposition non
négligeable (D. Sobsey et al., 2006; Jahne et al., 2014). La détermination des différentes voies
d'exposition aux microorganismes dans les stations d’épuration des eaux usees met en évidence
les risques sanitaires associés a 1’aérosolisation des microorganismes (Chen, Y.-h. et al., 2021; Li,
Y. et al,, 2013; Liu, H. et al., 2018; Masclaux, Frédéric G et al., 2014b; Wang, R.-n. et al., 2021;
Wang, Yanjie, Liu, et al., 2023; Yan et al., 2021).

Plusieurs études ont confirmé [I’exposition des travailleurs dans les STEU aux
bioaérosols (Albatanony & El-Shafie, 2011; Giusti, 2009; Rylander, 1999; Thorn et al., 2002) a
des niveaux plus élevés qu’un groupe controle (Vermeulen et al., 2021). La proportion élevée de
neutrophiles trouvées dans le sang des travailleurs de STEU par rapport a un groupe de contréle
(Albatanony & El-Shafie, 2011; Kataki et al., 2022; Thorn & Kerekes, 2001; Uhrbrand, Katrine et
al.,, 2011) est aussi une confirmation de I’exposition particuliére des travailleurs aux

microorganismes dans les STEU (Thorn & Rylander, 1998).

Une récente revue de la littérature a recensé plusieurs études examinant les maladies affectant les
travailleurs des stations d’épuration des eaux usees (STEU) en raison de leur exposition aux
bioaérosols (Kataki et al., 2022). Ces maladies provoquent divers symptémes, tels que des douleurs
musculaires et articulaires, des symptémes pseudo-grippaux, ainsi que des affections respiratoires
(toux, expectorations, toux productive, sifflements respiratoires, essoufflement) souvent associées

a une diminution de la fonction pulmonaire, ainsi que des troubles gastro-intestinaux.

Les opérateurs travaillant au niveau des différents procédés ont présenté des symptémes sanitaires
associés a leur exposition aux bioaérosols (Kataki et al., 2022). De fagon générale, les travailleurs
des STEU ont montré plus de signes de maladies respiratoires, notamment des maladies
pulmonaires et des troubles des voies respiratoires (Bener et al., 1998; Friis et al., 1999; Zuskin et
al., 1993). Dans certains cas, une diminution de la capacité pulmonaire a été rapportée par rapport
aux personnes non-exposeées (Kataki et al., 2022) et un effet significatif a été observé sur la
manifestation des symptdémes respiratoires et sur la capacité de fonction des poumons sous

certaines conditions de travail (Jahangiri et al., 2015). Des symptdmes comme les courbatures, les
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douleurs abdominales, les difficultés respiratoires, I’asthmes et les dyspnées sont plus souvent
rencontrés chez les travailleurs des STEU (Albatanony & EI-Shafie, 2011). Par ailleurs,
I'exposition aux endotoxines a été associee a des effets inflammatoires et respiratoires (Thorn &
Beijer, 2004).

Dautres recherches ont rapporté des symptdmes gastro-intestinaux, incluant des infections et des
troubles digestifs (Khuder et al., 1998), ainsi que le portage de parasites intestinaux chez les
travailleurs exposés (Schlosser et al., 1999). Une augmentation de 37% des symptomes aigus de
gastroentérite a été observée par rapport a la population normale (Uhrbrand, Katrine et al., 2011).
Comme mentionné dans la section 2.3.1, les bioaérosols générés dans les stations d’épuration des
eaux usées peuvent contenir des virus. Leur mise en suspension peut résulter de diverses conditions
de fonctionnement des procédés de traitement (Lou, M. et al., 2021a). Plusieurs virus entériques
ont été détectés dans 1’air ambiant de ces installations, notamment les adénovirus et le norovirus
(Masclaux, F. G. et al., 2014a), les rotavirus (Stobnicka-Kupiec et al., 2022), ainsi que les
entérovirus et les réovirus (Sigari et al., 2006). Par ailleurs, la présence du coronavirus SARS-
CoV-2 a également été rapportée dans 1’air des stations d’épuration (Gholipour et al., 2021). Ces
observations soulignent la diversité des agents viraux auxquels peuvent étre exposés les
travailleurs, et certaines études suggerent méme des effets cliniques potentiels liés a cette
exposition. En effet, des symptdmes d'hépatite B ont été signalés chez les travailleurs des stations
d’épuration (Arvanitidou et al., 1998; Arvanitidou et al., 2004), ainsi que des symptdmes d'hépatite
A (Arvanitidou et al., 2004).

De maniére similaire, Les travailleurs des stations d’épuration présentent un profil symptomatique
spécifique, identifié sous le terme de "Syndrome des travailleurs des eaux usées”, décrit pour la

premiere fois par (Rylander et al., 1976).

La pathogénicité des microorganismes générés par les procédés de traitement dépend aussi des
conditions environnementales dans lesquelles ils étaient générés et aussi sur la réponse
immunologique ainsi que d’autres facteurs (Amoah et al., 2022; Zang et al., 2024). Le niveau de
risque di a D’exposition aux bioaérosols varie entre les travailleurs selon 1’dge, le sexe,
I’éloignement a la source, la durée de 1’exposition et le type d’infection (Vishwakarma et al.,
2024). Suite a I’exposition, le risque peut passer d’une simple exposition causant une réponse

allergique jusqu’a une infection mortelle (Vishwakarma et al., 2024).
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L’exposition chronique aux bioaérosols en grande concentration dans les STEU peut provoquer
chez les travailleurs des sensibilisations et un développement de maladies professionnelles comme
I’alvéolite allergique extrinséque (AAE), I’asthme ou le syndrome toxique d’exposition aux
poussiéres organiques (STEPO) et autres (Duchaine et al., 2019; Rylander, 2002). Les eaux usées
municipales constituent un réservoir important de microorganismes pathogénes, pouvant entrainer
des maladies infectieuses variées et parfois graves (Tableau 2.1), notamment les infections des
plaies provoquées par Pseudomonas aeruginosa, les infections respiratoires dues a Legionella
pneumophila et Mycobacterium avium, ainsi que la leptospirose, une infection bactérienne causée
par Leptospira spp. (Levy, 2010; Michael H. Gerardi, 2004). L'exposition aux bioaérosols génerés

a partir de ces eaux peut donc constituer une menace importante pour les travailleurs.

Tableau 2.1 Principaux bactéries et virus pathogénes préoccupants dans les eaux usées municipales
et maladies ou symptémes associés. Tiré, adapté et traduit de (Chahal et al., 2016).

Nom du pathogene | Maladies principales ou symptomes
Bactéries | Campylobacter Gastro-entérite
jejuni
Escherichia coli Gastro-entérite
Salmonella spp. Salmonellose, typhoide, paratyphoide
Shigella spp. Dysenterie bacillaire
Vibrio cholerae Choléra
Yersinia spp. Gastro-entérite
Virus Adénovirus Infection des voies respiratoires supérieures et gastro-
entérite
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Tableau 2.1 Principaux bactéries et virus pathogenes préoccupants dans les eaux usées municipales

et maladies ou symptémes associés. Tire, adapté et traduit de (Chahal et al., 2016) (suite).

Nom du pathogéne | Maladies principales ou symptémes

Astrovirus Gastro-entérite

Coxsackie virus Méningite, pneumonie, fiévre

Echovirus Méningite, paralysie, encéphalite, fievre
Hépatite A virus Hépatite infectieuse

Hépatite E virus Hépatite infectieuse, fausse couche, déces

Calicivirus humain | Gastro-entérite épidémique avec diarrhée sévere

Poliovirus Poliomyélite

Réovirus Infections respiratoires, gastro-entérite
Rotavirus Gastro-entérite aigué avec diarrhée sévere
Hépatite TT Hépatite

La présence de ces pathogénes dans les eaux usées ainsi que les maladies pouvant étre causées par
leur exposition soulignent l'importance de porter une attention particuliere au phénomene
d'aérosolisation de ces microorganismes a partir des eaux usées dans les stations d'épuration, en

raison du danger sanitaire potentiel associé.
2.4 Etudes de bioaérosols dans les stations d’épuration des eaux usées

Les études sur les bioaérosols en milieu intérieur et dans les stations d’épuration des eaux usees
présentent des divergences methodologiques, influencant l'interprétation des résultats et la
comparabilité des données (Mbareche et al., 2017; Mbareche et al., 2018). Cette variabilité se

manifeste a plusieurs niveaux, notamment par les cibles microbiologiques analysées, la diversité
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des procédés investigues, ainsi que les différentes saisons influencant les conditions
environnementales (Karra & Katsivela, 2007; Kataki et al., 2022; Mbareche et al., 2017; Mbareche
et al., 2018). Par exemple, (Singh et al., 2021) a recensé 17 études ayant examiné plus de 100
procédés de traitement, mettant en lumiére les variations méthodologiques importantes d’une étude
a I’autre. Dans la méme revue de littérature, Singh et al. (2021) ont analysé les données de 44
études, répertoriant ainsi 55 especes bactériennes freqguemment isolées dans les bioaérosols et

recensant les concentrations microbiennes observées dans certains procédes specifiques.

De plus, les études divergent quant aux méthodes d’échantillonnage, de quantification et d’analyse
des bioaérosols, ce qui complexifie la comparaison des résultats (Karra & Katsivela, 2007; Kataki
et al., 2022; Mbareche et al., 2017; Mbareche et al., 2018). (Nazaroff, 2016) a analysé 20 études
portant sur la présence de bioaérosols en milieu intérieur, mettant en évidence I'utilisation de 13
méthodes différentes pour leur analyse et quantification. Cette étude souligne également la
diversité des pathologies affectant les travailleurs des stations d’épuration des eaux usées, ainsi
gue les microorganismes émis dans ces environnements et leurs liens avec ces maladies. Enfin, les
disparités observées dans les concentrations bactériennes rapportées par les différentes études
peuvent refléter en partie les variations méthodologiques liées aux protocoles d’échantillonnage,
aux méthodes d’analyse et aux conditions environnementales propres a chaque site étudié (Singh
et al., 2021). Toutefois, ces écarts ne signifient pas nécessairement que les méthodes utilisées sont

problématiques, mais plutét qu'elles influencent les résultats obtenus.

Cette absence de standardisation dans les approches méthodologiques révele une absence de
protocoles communs pour 1’étude des bioaérosols en milieu de traitement des eaux usées, rendant
nécessaire 1’¢laboration de directives harmonisées afin d’améliorer la robustesse et la
reproductibilité des résultats (Karra & Katsivela, 2007; Kataki et al., 2022; Mbareche et al., 2017;
Mbareche et al., 2018).

Ces résultats mettent en évidence la nécessité d'une harmonisation des approches de recherche afin
de permettre une meilleure comparaison des données et une évaluation plus précise des risques

sanitaires associés aux hioaérosols.
2.4.1 Echantillonnage des bioaérosols

L’¢laboration d’une stratégie d’échantillonnage rigoureuse est une étape essentielle dans I’étude

des bioaérosols. Plusieurs parametres doivent étre soigneusement définis et adaptés aux objectifs
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spécifiques de 1’étude, notamment I’équipement d’échantillonnage a utiliser, la hauteur de
prélévement, le volume d’air prélevé, la méthode de concentration des microorganismes ainsi que

la méthode de quantification (Mbareche et al., 2017).

Plusieurs types d’échantillonneurs sont utilisés pour la capture des bioaérosols, tels que les
impacteurs, filtres, cyclones, échantillonneurs a condensation et échantillonneurs électrostatiques.
Les échantillonneurs se distinguent d’abord par leur principe de collecte des particules, qui peut
étre basé sur la filtration, 1’impaction inertielle ou la capture électrostatique. L’efficacité et la
performance de ces dispositifs dépendent de plusieurs facteurs, dont la taille des particules
collectées, le débit d’air programmé, le volume d’air total échantillonné, ainsi que les propriétés
biologiques des microorganismes cibles (Mbareche et al., 2018). Le choix de I’échantillonneur de
bioaérosols joue un réle déterminant dans les études visant a caractériser la qualité
microbiologique de I’air, en particulier dans les environnements professionnels. Ce choix influence

directement la précision des résultats et la fiabilité des études d’exposition (Mbareche et al., 2018).

Le Tableau 2.2 résume les différents échantillonneurs utilisés dans diverses études, en précisant
leurs paramétres d’échantillonnage, notamment la durée de prélévement et le débit d’air, ainsi que

la cible microbiologique analysée dans chaque recherche.

Tableau 2.2 Types d'échantillonneurs de bioaérosols en stations d'épuration. Tiré, modifié, adapté
et traduit de (Kataki et al., 2022).

Type d'échantillonneur | Durée Débit Type de Références
d'échantillonnage | (L/min) bioaérosol

(min)
Bio-Sampler  impinger | 40 12,5 Bactéries et | (Heinonen-Tanski,
liquide virus H. et al., 2009a)
Impacteur Andersen a six | 3 28,3 Bactéries (Wang, Yanjie et

étages al., 2019)
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Tableau 2.2 Types d'échantillonneurs de bioaérosols en stations d'épuration. Tire, modifié, adapté
et traduit de (Kataki et al., 2022) (suite).

Type d'échantillonneur | Durée Débit Type de | Références
d'échantillonnage | (L/min) | bioaérosol
(min)

Echantillonneurs Gesamt | 409 3,5 Bactéries (Uhrbrand, K. et

Staub Probenahme al., 2017)

inhalables

Impacteur gravimétrique | 487 61,5 Virus (Uhrbrand, K. et

Dekati al., 2017)

Bio-Sampler 60 12,5 Bactéries (Benami et al.,
2016)

Impinger en verre de 100 | 240 4 Virus (Pasalari et al.,

mL rempli de 40 mL de 2019)

PBS

Echantillonneurs  d'air | 30 125 Bactéries (Gaviria-

Sartorius MD8 Airscan Figueroa et al.,
2019)

Impacteur Andersen a six | 1 a plusieurs 28,3 Bactéries (Hung et al,

étages 2010)

Impacteur Andersen a six | 3 28,3 Bactéries et|(Han et al.,

étages champignons | 2019)

Echantillonneur d'air de | NR NR Bactéries et | (Michatkiewicz,

type MAS 100 Eco champignons | 2019)
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Tableau 2.2 Types d'échantillonneurs de bioaérosols en stations d'épuration. Tire, modifié, adapté
et traduit de (Kataki et al., 2022) (suite).

particules en suspension
totale (TH-150C)

Type d'échantillonneur | Durée Débit Type de | Références
d'échantillonnage | (L/min) | bioaérosol
(min)
Impacteur Andersen a six | 8 28,3 Bactéries et | (Kowalski et al.,
étages champignons | 2017)
Echantillonneur de | NR 12,5 Bactéries (Han et al.,
microorganismes 2012)
aéroportés (SKC Bio-
Sampler)
Bio-Sampler® (SKC | 60 12,5 Bactéries (Benami et al.,
Inc.) 2016)
Echantillonneur de | 240 100 Bactéries (Han et al,

2018)

Une grande diversité d’échantillonneurs peut étre utilisée pour la collecte des bioaérosols dans les

stations d’épuration. Les dispositifs a faible débit d’air peuvent entrainer une limite de détection

élevée, affecter la représentativité de la diversité microbienne et limiter la précision des résultats

en raison d’une concentration insuffisante de microorganismes collectés (Mbareche et al., 2018).

Les échantillonneurs a haut debit (exemple : électrostatiques ou cycloniques liquides) offrent une

meilleure couverture de la diversité microbienne que les échantillonneurs a faible débit. Par

ailleurs, les échantillonneurs liquides cycloniques presentent certains inconvénients, notamment

des pertes de particules microbiennes dues a 1’évaporation du liquide de collecte ou encore la

migration des microorganismes hors du liquide a cause de 1’hydrophobicité de certains
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microorganismes, aussi appelé phénomeéne de rebond aérosols (Lemieux et al., 2019; Tseng & Li,

2005). Ceci peut également fausser la représentation de certaines communautés microbiennes.

En outre, certains échantillonneurs sont complexes a manipuler et sensibles aux conditions
expérimentales, ce qui peut impacter la récupération des microorganismes apres 1’échantillonnage
et, par conséquent, la fiabilité des résultats obtenus (Mbareche et al., 2017; Mbareche et al., 2018).
Ainsi, la sélection de 1’échantillonneur doit étre adaptée aux objectifs spécifiques de 1’étude, en
tenant compte de la performance de capture en fonction du type de microorganismes ciblés, des
conditions environnementales d’échantillonnage et de la méthode prévue pour la quantification

des microorganismes (Mbareche et al., 2018).

Le choix de I’emplacement de 1’échantillonneur est également un facteur pouvant influencer les
résultats. Les concentrations des bactéries aérosolisées diminuent significativement a mesure que
la hauteur d’échantillonnage s’éloigne de la source (Sawyer et al., 1993). Une réduction du nombre
total de bactéries hétérotrophes et du dénombrement de coliformes totaux a été observée lorsque
la hauteur d’échantillonnage est passée de 7,6 cm a 318 cm au-dessus de la surface du bassin
d’aération (Sawyer et al., 1993). Des résultats similaires ont été rapportés par Wang et al. (2018a),
qui ont constaté qu’une augmentation de la hauteur d’échantillonnage de 0,1 m a 3,0 m entrainait
une diminution de 24 % de la concentration en microorganismes et de 39 % du nombre total de
particules en suspension (Wang, Yanjie, Lan, et al., 2018a). L’étude de (Yang, K., Li, et al., 2019)
a également confirmé cette tendance en montrant une diminution de la concentration bactérienne
de 53,8 % et 90,0 % lorsque la hauteur d’échantillonnage est passée de 0,1 m au-dessus du niveau
de I’eau a 1,5 m et & 3,0 m, respectivement. Ces résultats mettent en évidence I’importance du
choix de la hauteur d’échantillonnage dans les études sur les bioaérosols, car elle influence
directement les concentrations détectées et, par conséquent, 1’estimation du risque d’exposition

aux microorganismes dans I’air.
2.4.2 Détection des bioaérosols

Une fois les bioaérosols collectés, diverses techniques analytiques sont employées pour leur
identification et leur caractérisation. Les méthodes basées sur la culture microbiologique sont
couramment utilisées pour l'analyse des bioaérosols. Ghosh et al. (2015) mettent en avant

I'approche classique de culture sur gélose, ou les bioaérosols collectés sont incubés sur des milieux
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nutritifs, permettant ainsi le dénombrement et I'identification des colonies selon la méthode des
unités formant colonies (UFC) (Ghosh et al., 2015).

Bien que cette méthode soit utile pour quantifier les microorganismes, elle présente des limites en
raison de son incapacité a détecter les espéces non cultivables. Les approches moléculaires offrent
une alternative efficace aux méthodes traditionnelles. Yoo et al. (2017) ont combiné un
enrichissement par culture avec des analyses génétiques, notamment 1I’amplification PCR du gene
de I’ARN ribosomal 16S, suivie d’un clonage et d’un séquencage, permettant ainsi une
identification plus précise des bactéries en les comparant a des bases de données génétiques (Yoo
etal., 2017). An et al. (2024) ont quant a eux employé une approche métagénomique basée sur le
séquencage ADN a haut débit, permettant de caractériser la diversité microbienne des bioaérosols
sans nécessiter d'étape de culture (An et al., 2024). Les techniques de détection en temps réel
permettent une analyse rapide et continue des bioaérosols de fagcon moins spécifique. Huffman et
al. (2020) se concentrent sur les technologies optiques pour I’identification immédiate des

particules biologiques (Huffman et al., 2020).

Parmi ces techniques, on retrouve la spectroscopie de fluorescence induite par laser, qui détecte
l'autofluorescence des biomolécules, et la cytométrie en flux, permettant d’analyser les propriétés

physiques et biologiques des particules en suspension.

Huang et al. (2024) completent cette analyse en comparant ces méthodes modernes aux approches

traditionnelles comme la culture sur gélose et I'analyse microscopique (Huang et al., 2024).

Chaque méthode de détection présente des avantages et des inconvénients ainsi que différents

principes de détection (Tableau 2.3).
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Tableau 2.3 Résumé des méthodes de détection des bioaérosols. Tire, adapté, modifié et traduit de
(Huang et al., 2024).

Meéthode de Principe de | Eléments Avantages Inconvénients Références
détection détection mesures
Milieu de Formation Nombre et Permet de Ne permet d’identifier (Delort &
culture de colonies diversité des prouver que les Amato, 2017),
sur des especes I’activité microorganismes (Kepner &
boites de microbiennes microbienne, | viables et cultivables, Pratt, 1994;
Pétri méthode conditions de culture Palmgren et
simple limitant la croissance al., 1986)
microbienne
Microscopiea | Coloration Nombre de Méthode Identification des (Lange et al.,
fluorescence fluorescente | microorganismes | simple, faible | particules hautement 1997; Liu, T.
viables/non colt subjective et al., 2023)
viables
Cytométrie en Diffusion de | Diffusion avant | Détection Les particules (Adan etal.,
flux la lumiére, et latérale de la rapide, abiotiques de la méme 2017; Chen,
fluorescence | lumiére, détection taille peuvent interférer | P.-S. & Li,
induite par multiples d’une seule avec la détection, 2005;
laser parameétres cellule, fournit | nécessité d’un Manohar et
fluorescents une grande comptage sur un grand al., 2021)
quantité volume d’air
d’informations
gPCR Extraction Signal de Sensibilité et Extraction d’ADN (Harshitha &
d’ADN, fluorescence spécificité complexe, conception Arunraj,
amplification élevées, des sondes difficile et 2021; Higuchi
et analyse détection colteuse, colorants etal., 1992;
rapide, suivi fluorescents pouvant Kralik &
en temps réel | générer des faux Ricchi, 2017;
de positifs, ne distingue Taylor et al.,
I’amplification | pas les cellules vivantes | 2019)
des mortes
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La méthode de culture permet de dénombrer et d’isoler les microorganismes cultivables sur un
milieu nutritif spécifique. Cette méthode est souvent utilisée pour estimer la concentration des
bactéries dans un environnement particulier (Rinsoz et al., 2008). Cependant, les microorganismes
ne sont pas nécessairement cultivables sur milieu méme s’ils sont viables. Ce phénomeéne, connu
sous le nom de VBNC (Viable But Non-Culturable), entraine une sous-estimation de la
concentration réelle des microorganismes présents dans 1’échantillon (Carducci et al., 2000;
Korzeniewska, E. & Harnisz, 2012; Pascual et al., 2003a; Tian et al., 2022). Les méthodes de
culture son hautement sélectives et aucune condition n'est universelle. En raison de la diversité des
besoins nutritifs et des conditions de croissance des microorganismes, il n’existe pas un seul milieu
ou protocole de culture capable de faire croitre tous les microorganismes (Zhang et al., 2021). Les
différentes approches de culture en milieu artificiel présentent un biais en ne capturant qu’une

portion limitée de la diversité microbienne (Zengler et al., 2002).

Par ailleurs, certaines conditions d’échantillonnage peuvent induire un stress physiologique chez
les microorganismes, réduisant ainsi leur capacité a croitre sur milieu de culture (Ferguson et al.,
2019; Tian et al., 2022). Cela peut limiter I’efficacité de la méthode pour refléter fidélement la

diversité microbienne d’un environnement donné.

Les méthodes de détection basées sur la biologie moléculaire sont largement utilisées pour la
caractérisation des bioaérosols (Blais-Lecours et al., 2015; Huang et al., 2024; Yoo et al., 2017).
Parmi ces techniques, la PCR quantitative en temps réel (QPCR) est une approche de référence
permettant d’estimer la concentration de microorganismes spécifiques dans des échantillons
environnementaux (Harshitha & Arunraj, 2021; Huang et al., 2024; Lee, S.-H. et al., 2010; Li, M.,
Wang, et al., 2021; Taylor et al., 2019).

Apres avoir extrait et purifié ’ADN des échantillons, I’amplification de I’ADN peut étre suivie en
temps réel grace a un signal de fluorescence émis a chaque cycle d’amplification (Higuchi et al.,
1992; Holland et al., 1991; Kralik & Ricchi, 2017). La concentration bactérienne des
microorganismes ciblés peut ainsi étre quantifiée (Duchaine et al., 2019). L’étape de quantification
est réalisée en exploitant la relation lin€aire entre la quantité initiale d’ADN et le logarithme de la

quantité de produit PCR durant la phase exponentielle de croissance du signal fluorescent. La
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concentration des microorganismes dans I’air est exprimée en nombre de copies de géne par métre

cube d’air (CG/m3) (Tignat-Perrier et al., 2020).

Deux principaux systémes de fluorescence sont couramment utilisés pour détecter I’amplification

de I’ADN (Huang et al., 2024):

e Le colorant intercalant SYBR Green I, qui présente une faible fluorescence a 1’état libre

mais dont I’intensité est fortement augmentée lorsqu’il se lie a I’ADN double brin.

e Les sondes TagMan, qui sont dégradées lors de la formation du brin d’ADN, libérant
ainsi des molécules fluorescentes. L’ intensité du signal est proportionnelle a la quantité
d’ADN amplifié¢ et au nombre de sondes coupées, permettant un suivi en temps réel de

I’amplification.

L’extraction permet d'isoler I’ADN a partir d’'un échantillon environnemental ou biologique
(Mbareche et al., 2017). La méthode d’extraction influence les résultats des analyses moléculaires
notamment au niveau du rendement (Gendron et al., 2010) et de I’abondance relative des
microorganismes déetectés dans un échantillon (Morgan et al., 2010). L’efficacité de 1’extraction
varie selon le type d’organisme et sa structure cellulaire. Les échantillons d’air sont généralement
fortement dilués par rapport aux échantillons d’autres environnements, ce qui peut révéler des
événements rares mais aussi introduire des biais analytiques (Luhung et al., 2021; Salter et al.,
2014). Par ailleurs, la préparation des échantillons joue un réle crucial dans la précision des
analyses. Il est essentiel d’optimiser 1’extraction et la concentration du matériel biologique a partir
des échantillons aéroportés avant d’effectuer I’analyse moléculaire, afin d’améliorer la sensibilité
des résultats (Bonifait et al., 2014). L’utilisation de controles négatifs est indispensable pour
distinguer le matériel biologique réel des contaminants issus des trousses d’extraction (Salter et
al., 2014). La compétition entre les microorganismes ciblés et les contaminants présents dans les
échantillons a faible biomasse représente un défi pour la fiabilité des résultats (Hou et al., 2023;
Jurasz et al., 2021). Certains biais peuvent étre normalisés afin de compenser des performances de
détection qPCR moins efficaces. Il est crucial d’adapter le protocole d’extraction en fonction du
type d’organisme étudié, et d’étre prudent lors de la comparaison d’études utilisant des méthodes

différentes.
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Bien que la qPCR soit une technique présentant une grande sensibilité et spécificité, et qu’elle
permet de réduire considérablement le temps d’analyse, elle présente certaines limites qui doivent
étre prises en compte dans son application (Mbareche et al., 2017). La mise au point dun processus
d’amplification de I’ADN est complexe et nécessite une expertise technique avancée, notamment
pour la conception des amorces et des sondes fluorescentes. De plus, les colorants fluorescents,
tels que SYBR Green I, peuvent se fixer a I’ADN double brin non spécifique, entrainant ainsi des
faux positifs (Harshitha & Arunraj, 2021). De plus, un inconvénient majeur de la qPCR est qu’elle
ne permet pas de différencier les cellules vivantes des cellules mortes (Kralik & Ricchi, 2017). En
outre, ces méthodes ne permettent pas d'évaluer directement la viabilité ou l'intégrité des
organismes détectés. Par ailleurs, lorsque la qPCR repose sur la détection du géne codant I’ARN
ribosomique 16S, ce géne peut étre présent en plusieurs copies dans le génome bactérien avec des
nombres variables entre les espéces (Vétrovsky & Baldrian, 2013). Par conséquent, I’interprétation
directe des résultats en termes de concentration cellulaire peut étre biaisée, car le nombre de copies
génomiques détecté ne refléte pas nécessairement le nombre réel de cellules (Kembel et al., 2012).
L’utilisation de la coloration au propidium monoazide (PMA) permet une amplification spécifique
par PCR en ciblant uniquement I’ADN provenant de cellules intactes, garantissant ainsi une

meilleure représentation des microorganismes viables (Bonifait et al., 2014).

Les protocoles de détection moléculaire doivent étre adaptés a chaque étude, en fonction des
objectifs de recherche et des microorganismes ciblés. En effet, I’identification des organismes
repose généralement sur 1’amplification d’une région génomique spécifique, et chaque
microorganisme ne poss€de qu’une seule région unique d’identification. De plus, toutes les régions
spécifiques d’identification des microorganismes ne sont pas encore bien connues, ce qui peut

limiter I’efficacité de la détection moléculaire pour certaines cibles (Mbareche et al., 2017).

Bien que les méthodes de quantification moléculaire ne fournissent pas d’informations directes sur
la transmission des maladies, elles peuvent apporter néanmoins des données essentielles sur la
relation entre les bioaérosols et leurs sources. Elles permettent ainsi d’évaluer la qualité de I’air,
de caractériser la contamination microbiologique et d’orienter les stratégies de gestion des risques

sanitaires (Mbareche et al., 2017).

Lors d’une étude en STEU, les résultats obtenus par gPCR étaient 290 fois supérieurs a ceux

obtenus par méthode de culture, mettant I’accent sur la possible sous-estimation par la méthode de



30

culture (Rinsoz et al., 2008). Bien que la gPCR soit largement utilisée pour la quantification
spécifique de certains microorganismes dans les environnements de travail (Madsen et al., 2023;
Rinsoz et al., 2008), elle peut également étre appliquée a une quantification totale des bactéries en
ciblant des geénes universels comme le géne de I’ARNr 16S. Toutefois, cette approche peut ne pas
refléter fidelement la diversité des bactéries présentes. En paralléle, certaines études ont montré
que les méthodes de culture permettaient d’isoler des bactéries qui sont peu abondantes ou
difficilement détectables par les approches moléculaires, en particulier celles ciblant les séquences
majoritaires (Shade et al., 2012). Ainsi, les bactéries identifiées par culture peuvent parfois
échapper a la détection par qPCR, surtout lorsqu’elles représentent une fraction minoritaire de la
communauté microbienne. Ces observations suggérent que, pour obtenir une représentation fidele
de la diversité microbienne, il peut parfois étre nécessaire de combiner les méthodes de culture

avec les méthodes moléculaires.
2.5 Bacteéries d’intérét et émergentes dans les bioaérosols des STEU

Le choix des méthodes d’échantillonnage et de quantification devrait également tenir compte des
bactéries ciblées. Grace a des cibles qPCR mettant en évidence des séquences universelles, il est
possible d'estimer le nombre de bactéries totales. Bien qu'il existe des biais a toutes les étapes, ceci
est un bon compromis. Il est également possible de quantifier les concentrations de certaines
bactéries opportunistes qui sont d’intéréts en raison de leur présence rapportée dans les stations
d’épuration des eaux usées, comme les mycobactéries non-tuberculeuses (Han, Li, et al., 2020;
Lou, M. et al., 2021a), Legionella spp. (Blatny et al., 2008; Mirzaee et al., 2015) et Pseudomonas
aeruginosa (Fykse et al., 2013).

Le gene de I’ARN ribosomal 16S est souvent utilisé pour la classification et 1’identification des
bactéries. Il représente un marqueur génétique conservé chez les procaryotes permettant
I’établissement des liens entre les différentes especes. Il est considéré un bon marqueur pour
quantifier les bactéries présentes en raison de son abondance dans toutes les bactéries et de sa
stabilité dans le temps (Janda & Abbott Sharon, 2007).

Le géne de I'ARNTr 16S possede des régions variables et des régions conservees, ce qui permet de
développer des protocoles gPCR généraux ou spécifiques. D'autres génes peuvent aussi étre
utilisés comme cible pour des protocoles spécifiques, dépendamment des especes bactériennes
(Fuks et al., 2018; Liu, Y. et al., 2022).
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Les mycobactéries non tuberculeuses (NTM), également appelées mycobactéries
environnementales, mycobactéries atypiques ou encore mycobactéries autres que Mycobacterium
tuberculosis, regroupent un ensemble de mycobactéries distinctes de M. tuberculosis (Haworth et
al., 2017; Sharma & Upadhyay, 2020). Ces microorganismes sont largement répandus dans
I’environnement et peuvent étre isolés a partir de ’air et de I’eau (Falkinham, Joseph O, 2015;
Honda et al., 2018). Sur le plan taxonomique, le genre Mycobacterium comprend environ 200
espéces et 13 sous-especes (Fedrizzi et al., 2017; Parte, 2018; Tortoli et al., 2017). Les NTM
possédent une paroi cellulaire composée d’une fine couche de peptidoglycane, entourée d’une
épaisse enveloppe lipidique. Cette structure particuliére leur confére une capacité d’adhésion aux
surfaces rugueuses et une résistance accrue aux désinfectants, facilitant ainsi leur survie dans des
conditions environnementales hostiles (Falkinham 111, 2018). Grace a ces propriétés, ces bactéries
sont capables de persister dans des milieux pauvres en oxygene et en carbone, ainsi que dans

d’autres environnements défavorables (Falkinham 111, 2018).

Bien que les NTM soient généralement considérées comme moins virulentes que Mycobacterium
tuberculosis, elles peuvent causer des infections chez I’humain, touchant aussi bien les personnes
immunodéprimées que les individus immunocompétents. La gravité des infections dépend de
plusieurs facteurs, notamment 1’état immunitaire du patient et I’espéce de NTM impliquée (Sharma

& Upadhyay, 2020).

Les bactéries du genre Legionella sont des bacilles a Gram-négatif et regroupent 66 especes
(Gattuso et al., 2022). Certaines especes constituent un enjeu de santé publique, particulierement
pour les populations vulnérables et les environnements ou les conditions favorisent la prolifération
bactérienne et I’aérosolisation (Canada, P. H. A. 0., 2019b). La stagnation (Pereira et al., 2021),
les températures et la présence de biofilms (Abdel-Nour et al., 2013) et de sédiments (Stout et al.,
1985) sont des facteurs qui favorisent la prolifération des bactéries qui servent de niches
écologiques aux bactéries (WHO, 2022). Le risque d’infection dépend principalement de la
concentration bactérienne présente dans 1’eau et de sa dispersion sous forme d’aérosols (WHO,
2022).

La transmission se fait principalement par 1’inhalation d’aérosols contaminés (Abdel-Nour et al.,
2013; Winn, 1996). Les stations d’épuration des eaux usées offrent un environnement favorable a

la croissance de ces bactéries et des conditions d’exposition pour les travailleurs. Une fois inhalée,
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Legionella se multiplie intracellulairement au sein des macrophages alvéolaires, ce qui favorise
leur persistance et leur virulence (Winn, 1996). Les bactéries Legionella spp. sont responsables de
deux formes principales d’infection chez I’humain : la 1égionellose (maladie du légionnaire) et la
fievre de Pontiac (Canada, P. H. A. 0., 2019b). La légionellose est une infection respiratoire sévere
qui évolue vers une pneumonie. La fievre de Pontiac, quant a elle, est une forme bénigne de
I’infection, se manifestant par des symptomes pseudo-grippaux, mais sans pneumonie. Certaines
populations sont plus vulnérables aux infections a Legionella, notamment les personnes de plus de
40 ans, avec une prédominance chez les hommes. Les fumeurs et les personnes alcooliques
présentent egalement un risque accru en raison de la fragilité de leurs voies respiratoires. De méme,
les individus souffrant de maladies pulmonaires ou rénales chroniques ainsi que les patients atteints
de diabéte sont particulierement sensibles aux infections par Legionella. Enfin, les personnes
immunodéprimées, qu'il s'agisse de patients atteints de cancer, de receveurs de greffe d’organe ou
de personnes sous traitements immunosuppresseurs, sont exposées a un risque plus élevé de

développer des formes sévéres de la maladie (Canada, A. d. I. s. p. d., 2019a).

Les bactéries Escherichia coli sont généralement abondantes dans les eaux usées et couramment
utilisées comme indicateur de contamination fécale en raison de sa présence caractéristique dans
les excréments (Chahal et al., 2016). E. coli ne se multiplie généralement pas dans les eaux usées,
ce qui en fait un indicateur fiable de la présence de pathogenes d'origine bactérienne lors de
I'évaluation de I'efficacité des procédés de traitement des eaux usées (Chahal et al., 2016). E. coli
est une bactérie & Gram-négatif de forme bacillaire, mesurant environ 1,8 um de long et 0,8 um de
diametre (Berg & Berry, 2005). Ce sont des bactéries génétiquement diversifiées et
majoritairement inoffensives pour la santé (Chahal et al., 2016). Elles présentent une forte capacité

a étre aérosolisées (Teltsch et al., 1980).

Pseudomonas aeruginosa est une bactérie a Gram-négatif, aérobie et motile, de forme bacillaire
et vivant librement dans divers environnements (Canada, A. d. I. s. p. d., 2010). Sa capacité
d’aérosolisation en fait une cible de choix dans les stations d’épuration (Perrott et al., 2017). Elle
est responsable de multiples infections chez I'humain, pouvant entrainer des complications graves.
Elle est a I'origine d'infections aigués et chroniques séveres, touchant aussi bien les individus
immunocompétents que les patients immunodéprimés. Elle peut causer des pneumonies et chocs
septiques, des infections urinaires et gastro-intestinales ainsi que des infections cutanées et des
tissus mous (Canada, A. d. I. s. p. d., 2010).
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Les infections causées par P. aeruginosa sont souvent invasives, toxinogéenes et multi-résistantes
aux antibiotiques (MDR : Multi Drug Resistant), ce qui en fait un agent majeur des infections
nosocomiales. Ces infections peuvent étre secondaires a d’autres pathologies aigués ou chroniques,

compliquant ainsi la prise en charge des patients.
2.5.1 Aérosolisation des bactéries d’intérét

D’aprés (Wang, H. X. et al., 2004), les bactéries hydrophobes sont plus facilement aérosolisées
que les bactéries hydrophiles. Les mycobactéries non tuberculeuses ont une paroi tres riche en
lipide ce que les rendent hydrophobes et favorisant leur aérosolisation de I’eau vers 1’air et par
conséquent, elles représentent une cible intéressante pour des études d’aérosolisation pour
I’évaluation du risque d’exposition. Pour Legionella, E. coli et P. aeruginosa, elles sont des
bactéries a Gram-négatif et qui sont, d’apres (Perrott et al., 2017), plus aérosolisables que les

bactéries a Gram-positif.
2.6 Les facteurs qui influencent les concentrations des bioaérosols dans I’air

La quantité de bioaérosols et leur charge en microorganismes émis dans 1’air des stations

d’épuration des eaux usées dépend de plusieurs facteurs.
2.6.1 Facteurs environnementaux

Parmi les facteurs environnementaux, la température, I’humidité relative, ainsi que la vitesse et la
direction du vent jouent un role déterminant dans la concentration des bioaérosols (Kataki et al.,
2022)

Plusieurs études ont rapporté que les variations de températures saisonniéres avaient une influence
sur I'aérosolisation des microorganismes dans les stations d’épuration des eaux usées. La majorité
de ces études ont montré que les concentrations des bioaérosols émises sont plus importantes en
¢été qu’en hiver (Duchaine et al., 2019; Fathi et al., 2017; Ghosh et al., 2015; Grisoli et al., 2009;
Mbareche et al., 2022; Niazi et al., 2015; Vitézova et al., 2012). Une étude a révélé que ’indice de
contamination microbienne, le "Global Index of Microbial Contamination™ qui est la somme des
concentrations de bactéries mésophiles, bactéries psychrophiles et microchampignons mesurées
dans les échantillons dair, était significativement plus élevé en été (4059) qu’en hiver (440). Cette
augmentation marquée de la charge microbienne pendant 1’été est attribuée a 1’augmentation des

température (Grisoli et al., 2009). Les mémes tendances sont observées a 1’échelle des procédés.
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En eté, la concentration en bioaérosols bactériens était de 1973 UFC m dans le bassin d’aération
et 1301 UFC m™ dans I’unité de déshydratation des boues, tandis qu’en hiver, ces valeurs ont
diminué & 1016 et 602 UFC m™, respectivement (Niazi et al., 2015). L’étude de Dehghani et al.
(2018) a mis en évidence une influence saisonniéere sur la formation des bioaérosols en fonction
des sites d’échantillonnage. Ainsi, les plus fortes concentrations de bactéries ont été rencontrées
au niveau de la pompe a vis au printemps (1738 UFC m™), du bassin d’aération en hiver (1363
UFC m™) et du bassin de sélection en automne (2581 UFC m™3)(Dehghani et al., 2018). Une étude
menée par Fracchia et al. (2006) a montré que I’impact saisonnier sur la concentration des
bioaérosols varie selon le type de contaminant microbien, sans toutefois permettre d’établir un

modele saisonnier clair (Fracchia et al., 2006).

L’humidité relative (HR) figure parmi les principaux facteurs qui influencent les concentrations
des bioaérosols dans I’air (Karra & Katsivela, 2007). Les concentrations des bioaérosols et
I’humidité relative ont été corrélées dans une étude menée par (Mbareche et al., 2022). Karra et al.
ont expliqué cette corrélation par la protection des microorganismes en suspension dans I’air
lorsque 1’humidité relative est ¢élevée (supérieure a 50 %). Dans ces conditions, les
microorganismes absorbent 1’eau présente dans 1’atmosphere, ce qui contribue a leur protection
contre I’inactivation, notamment face aux effets des rayons UV (Karra & Katsivela, 2007; Perrott
etal., 2017).

La vitesse et la direction du vent sont également des facteurs déterminants influencant directement
la dispersion des bioaérosols autour des stations d’épuration des eaux usées (Fathi et al., 2017,
Wang, Yanjie, Lan, et al., 2018a). Les concentrations en bioaérosols dans 1’air ambiant sont
souvent plus élevées dans la direction du vent a partir de la station (Renee & Mark, 2008), mettant
ainsi en évidence les stations d’épuration des eaux usées comme des sources des bioaérosols.
L’¢étude de Cronholm (1980) a mis en évidence la dispersion a longue distance des bactéries
aérosolisées, pouvant étre récupérées jusqu’a 930 m sous le vent (Cronholm Lois, 1980). Cette
observation suggeére que les bactéries peuvent étre transportés sur de grandes distances,

augmentant ainsi le risque d’exposition dans les zones avoisinantes.

La distance par rapport a la source d’émission engendre également une décroissance de la
concentration des bioaérosols (Kataki et al., 2022). En effet, lorsque la distance double, la

concentration des bioaérosols diminue exponentiellement d’un facteur de 3 log, traduisant une
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réduction significative de la charge microbienne en suspension dans I’air (Kataki et al., 2022).
Cette atténuation s’explique par plusieurs mécanismes, notamment la sédimentation
gravitationnelle des particules, la dilution par dispersion atmosphérique, ainsi que 1’inactivation

des microorganismes sous l'effet des conditions environnementales.
2.6.2 Effet des composants chimiques sur les bioaérosols

Les bioaérosols contiennent divers composés chimiques qui ont un impact significatif sur la
dynamique des communautés microbiennes en suspension (Kataki et al., 2022; Xu, P. et al., 2020).
Parmi ces composants, les plus couramment retrouvés incluent le carbone total (CT), le carbone
organique total (COT) et plusieurs ions hydrosolubles tels que NH4*, K*, Na*, Ca*, Mg>", NOs",
SO4* et Cl, ainsi que d'autres éléments traces comme Fe, P, Al, K, Ti, V, Zn, Rb, S, Si, Li et U.
La proportion de ces composants varie en fonction de la source d’émission des bioaérosols (Yang,
T., Han, et al., 2019). La présence de carbone organique total (COT), d’ammonium (NH4"), de
chlorure (CI") et de calcium (Ca?®") dans 1’aérosol peut influencer la survie et la dispersion des
microorganismes aéroportes (Han, Yang, Xu, et al., 2020). Ces facteurs combinés contribuent a la
détermination des concentrations des bioaérosols, leur potentiel de dispersion atmosphérigue et,
par conséquent, leur impact sur la sant¢ humaine et I’environnement. L’étude de Han et al. (2018)
a mis en évidence des corrélations entre certaines compositions chimiques des bioaérosols et la
présence de pathogenes potentiels (Han et al., 2018). Une corrélation positive a notamment été
observée entre la concentration en CI~ et la présence des genres bactériens Arcobacter, Aeromonas,
Bacteroides et Prevotella. De méme, une association positive a été identifiée entre le carbone
organique total (COT) et vingt-six isolats bactériens des genres Arcobacter, Aeromonas,
Acinetobacter, Bacteroides et Prevotella ainsi qu’une corrélation significative avec NH4" et Ca?*
(Han, Yang, Xu, et al., 2020).

2.7 Mesures de contrdle des bioaérosols dans les stations d’épuration des eaux
usees

Les mesures de contrle des bioaérosols mises en place dans les stations d’épuration des eaux

usées reposent principalement sur des recommandations genérales par des organismes et

ministeres (Exemple au Québec : Institut de recherche Robert-Sauvé en santé et en sécurité du

travail (IRSST), Ministere de I'Environnement et de la Lutte contre les changements climatiques
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(MELCC)) (APSAM, 2023; MELCCFP, 2023d). L’optimisation de ces stratégies est importante
afin de limiter la dispersion aéroportée des agents pathogenes présents dans I’environnement des

stations d’épuration pour protéger les travailleurs et les zones avoisinantes.
2.7.1 Optimisation des systemes d’aération

Les equipements mécaniques utilisés dans le traitement des eaux usées sont une source majeure
de production et de dispersion de bioaérosols dans 1’air environnant (Fathi et al., 2017). L’aération
étant une étape essentielle du traitement des eaux usées, le choix du mode d’aération et du type
d’aérateur joue un réle clé dans la réduction des émissions de bioaérosols (Brandi et al., 2000;

Chen, Y.-h. et al., 2021; Han, Yang, Yan, et al., 2020; Sanchez-Monedero et al., 2008).

L’aération submergée (ou en profondeur) est recommandée dans les stations d’épuration, car elle
génére moins de bioaérosols que 1’aération de surface (Korzeniewska, Ewa, 2011). Une réduction
de 99 % de la charge microbienne aéroportée a été observée aprés le passage d’un systeme
d’aération a grosses bulles & un procédé d’élimination biologique des nutriments utilisant
1’aération a fines bulles (Fernando & Fedorak, 2005). Les concentrations en microorganismes dans
I’air ont chuté de 1000-1800 UFC m™ 4 24-37 UFC m3 pres des bassins d’aération. Cette réduction
est due a la formation de grosses gouttelettes épaisses et adhérentes dans 1’aération a grosses bulles
(bulles de 8 a 10 mm) par rapport a I’aération a fines bulles (bulles de 1 a 2 mm), qui génére moins
de turbulence a la surface de I’eau et, par conséquent, moins d’émission de bioaérosols (Fernando
& Fedorak, 2005). Dans une autre étude, 1’émission de bioaérosols est passée de 450- 4580 UFC
m> avec les systetmes mécaniques, a 22-57 UFC m™ avec les diffuseurs d’air, des niveaux
comparables a ceux enregistrés dans des zones de référence éloignées des sources d’émission
(Sanchez-Monedero et al., 2008). Des concentrations plus élevées de bactéries, de champignons,
de coliformes et de staphylocoques ont également été observées lorsque les boues étaient
oxygénées mécaniquement, en comparaison a un systéme d’aération a fines bulles (Brandi et al.,
2000). Enfin, les résultats de Heinonen-Tanski et al. (2009) indiquent que 1’aération avec un
aérateur a brosse ou un systeme de stripping d’air génere davantage de bioaérosols qu’un diffuseur
a bulles fines (Heinonen-Tanski, Helvi et al., 2009b). Cependant, Carducci et al. (2000) ont
constaté que I’aération par bulles sous pression dans une station d’épuration ne produisait pas

d’augmentation significative de la contamination microbienne de I’air autour des bassins
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d’aération, démontrant ainsi I’impact des conditions spécifiques de chaque installation sur la

géneration de bioaérosols (Carducci et al., 2000).
2.7.2 Ventilation

L’¢échange d’air dans un batiment correspond au renouvellement de 1’air intérieur par 1’air
extérieur. Ce processus est essentiel pour limiter I’accumulation de dioxyde de carbone (CO-) et
d’autres contaminants biologiques (Canada, S., 2023b). Il permet également de réduire la
concentration des polluants émis par des sources inertes a I’intérieur du batiment. Lorsque 1’air
extérieur est exempt de contaminants, une augmentation du taux de renouvellement de I’air
améliore la qualité de I’air intérieur. Toutefois, dans des conditions climatiques défavorables, le
taux d’échange d’air est souvent réduit afin de limiter la consommation excessive d’énergie

(Canada, S., 2023b).

Dans certaines situations, I’air extérieur contient des polluants dont les concentrations sont élevées,
ce qui peut engendrer une contamination de ’air intérieur. Ainsi, I’échange d’air peut devenir une
source de pollution intérieure, introduisant des polluants issus de 1’environnement extérieur
(Canada, S., 2023b).

L’échange d’air dans les batiments peut se produire selon trois mécanismes principaux (Canada,

S., 2018):

1. L’infiltration : Il s’agit d’une pénétration incontrolée de I’air extérieur a travers

I’enveloppe du batiment (fuites au niveau des portes, fenétres, murs, etc.).

2. Laventilation naturelle : Elle se fait par I’ouverture intentionnelle de fenétres ou d’autres

ouvertures congues pour la circulation de I’air.

3. Laventilation mécanique : Elle est assurée par des ventilateurs ou des systemes de

traitement de I’air, permettant de forcer I’évacuation et I’apport d’air.

Le taux d’échange d’air est un indicateur clé pour évaluer la qualité de I’air intérieur d’un batiment.
I1 correspond au rapport entre le volume d’air renouvelé et le volume total du batiment (Canada,
S., 2018). Le taux d’échange d’air définit 1’échelle de temps caractéristique pour 1’élimination des
impuretés présentes dans 1’air intérieur (Nazaroff, 2016). Toutefois, I’élimination suit une

décroissance exponentielle, et non linéaire. Ainsi, 1’optimisation du taux de renouvellement de
9 9
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’air est une stratégie clé pour maintenir une bonne qualité d’air intérieur, en particulier dans les

environnements ou les sources de polluants sont significatives (Nazaroff, 2016).

L’optimisation de la ventilation dans les stations d’épuration des eaux usées (STEU) est une
mesure essentielle pour limiter la dispersion des bioaérosols et assurer un environnement de travail
sain. Un systéme de ventilation efficace, garantissant un apport suffisant en air extérieur propre et
réduisant la recirculation de 1’air intérieur, permet de limiter I’exposition des travailleurs aux
microorganismes pathogénes en suspension (Guo et al., 2014; Heinonen-Tanski, Helvi et al.,
2009b). L’augmentation du taux de renouvellement d’air par des systémes de ventilation
mécanique ou naturelle constitue une solution efficace pour diluer les bioaérosols et améliorer la
qualité de I’air ambiant (Cox et al., 2020; Ghosh et al., 2015).

Les recherches menées par Oppliger et al. (2005) ont mis en évidence une concentration nettement
plus élevée de bactéries aéroportées dans les zones fermées que dans les espaces ouverts d’une
station d’épuration (Oppliger, 2005). En particulier, les concentrations mesurées a proximité des
grilles de filtration de 1’eau brute dans un espace fermé étaient significativement plus élevées que
celles relevées au niveau des bassins d’aération exposés a 1’air libre (en moyenne 10 268 UFC/m3
vs 2 218,5 UFC/m?, respectivement, pour les valeurs combinées des campagnes d’été et d’hiver).
Ces résultats soulignent I’importance de ventiler correctement les zones a 1’intérieur afin d’éviter
une accumulation excessive de bioaérosols (Oppliger, 2005). Dans une autre étude, une aération
prolongée de quatre heures a permis une réduction de plus de 60 % de la concentration en
microorganismes en suspension par rapport aux valeurs initiales dans une station d’épuration avec
bassins d’oxydation (Guo et al., 2014). Ces résultats montrent que ’absence de ventilation
adéquate (mal congue ou un systéme sous-performant) dans une station d’épuration favorise
I’accumulation des contaminants microbiens, augmentant ainsi les risques sanitaires pour les

travailleurs.

Une approche intégrée combinant la réduction des émissions a la source, I’amélioration des
systemes de ventilation et I’évaluation des risques microbiologiques permettrait d’atténuer les

effets des bioaérosols pathogénes sur la santé humaine (Singh et al., 2021).
2.7.3 Confinement des unités de traitement et autres stratégies de controle

Les stations d’épuration des eaux usées (STEU) comportent genéralement des bassins et réservoirs

ouverts, ce qui favorise la dispersion aérienne des microorganismes issus des eaux usées. Pour
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réduire cette dispersion, plusieurs stratégies sont suggérees, notamment la couverture des
clarificateurs primaires, la protection des zones de déversoir contre le vent, ainsi que I’usage de

collecteurs d’effluent submergés (Brown, 1997; Fathi et al., 2017).

Des solutions complémentaires permettent également de limiter I’aérosolisation des gouttelettes
au-dessus de la surface de 1I’eau. Brown (1997) recommande I’utilisation de grilles en maille simple
ou tressee, de couches de fibres, de mousses ou de granulés, ainsi que de plaques plates ou de
pulvérisation d’eau sur les gouttelettes pour réduire 1’exposition aux microorganismes en
suspension. Une étude réalisée par Korzeniewska et al. (2009) a observé une diminution marquée
de la formation de bioaérosols et de la charge microbienne aéroportée aprés la couverture des
bassins d’aération dans une station d’épuration utilisant un systeme fermé de traitement BIO-PAK.
Cependant, pour les bassins d’aération, les couvertures doivent étre 1égeres ou articulées, afin de
permettre un entretien régulier et éviter une réduction du flux d’oxygene, ce qui pourrait altérer
I’efficacité du procédé d’aération (Fernando & Fedorak, 2005). Duchaine et al. en 2019 ont indiqué
aussi que le confinement ou I’extraction de I’air a la source sont des méthodes efficaces a réduire

significativement les concentrations des bioaérosols.

Le confinement des procédés n’étant pas toujours possible, d’autres techniques peuvent étre
utilisée. L’utilisation de balles flottantes a la surface de 1’eau permet de limiter la formation de
bioaérosols lors du processus d’aération. Une étude menée par Hung et al. (2010) a démontré que
des balles d’un diametre de 1,9 cm couvrant I'intégralité de la surface des bassins d’aération
permettaient de réduire la formation de bioaérosols de plus de 90 %. Toutefois, cette stratégie
présente certaines limites, notamment le risque de déplacement des balles sous ’effet de I’aération,
I’obstruction possible des systemes d’aération mécanique, et la nécessit¢ d’un remplacement
fréquent des balles flottantes (Hung et al., 2010). Bauer et al. (2002) suggérent également de
réduire la surface d’eau libre afin de minimiser la libération de microorganismes aéroportés dans

I’environnement des stations d’épuration.
2.7.4 Technologies de filtration et de purification de I’air

L’intégration de technologies avancées de filtration et de désinfection de 1’air permettrait de
renforcer D’efficacité¢ de la ventilation générale. Morawska et Milton (2020) recommandent
notamment 1’adoption de systémes d’extraction localisée qui capturent les bioaérosols directement

a la source, l’installation de filtres HEPA (High Efficiency Particulate Air) pour éliminer
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efficacement les particules en suspension, ainsi que 1’'usage de lampes UV germicides, capables
d’inactiver les microorganismes aéroportés (Morawska & Milton, 2020). L’intégration de
technologies de filtration et de désinfection par UV germicides ou oxydation photocatalytique est
une approche en plein développement (Han et al., 2018).

L’irradiation UV est ’'une des méthodes les plus largement utilisées pour réguler les bioaérosols
en intérieur (Kataki et al., 2022). Son efficacité dépend de plusicurs paramétres, dont la dose d’UV
administrée, I’humidité de I’environnement, la circulation de I’air et la taille de I’espace traité (Lee,
B. U., 2011). Cette technologie est particulierement intéressante en raison de son faible co(t
énergétique et de ses propriétés respectueuses de I’environnement. Par ailleurs, plusieurs autres
technologies peuvent étre employées pour capturer et éliminer les bioaérosols (Brown, 1997) :
sédimentation des gouttelettes, séparateurs cycloniques multiples , laveurs d’air (scrubbers) (Liu,
J., Kang, et al., 2020), précipitateurs électrostatiques et filtres en tissu (Han, Li, et al., 2020). Enfin,
I’adsorption par le charbon actif a été identifiée comme une solution efficace pour réduire les
concentrations de bioaérosols. Li et al. (2011) ont démontré que le charbon actif permettait
d’adsorber plus de 85 % des bactéries et champignons aéroportés issus des bassins d’oxydation

apres 80 heures d’opération (Kataki et al., 2022).
2.8 Normes et réglementations

Plusieurs des mesures et interventions décrites ont été implantées dans les STEU au Québec pour
limiter le risque d’exposition des travailleurs aux bioaérosols : confinement des équipements et
procédés, sectionnement des espaces, utilisation d’équipement de protection personnelle,
ventilation et changements d’air, filtration de I’air, traitement des gaz et odeurs. Ces mesures visent
la réduction des émissions a la source, la dilution des concentrations dans 1’air et la protection

individuelle des opérateurs (MELCCFP, 2023b).

Au Québec, le Reglement sur la santé et la sécurité du travail (S-2.1, r.13) établit des exigences
minimales en matiére de renouvellement d'air, définies en fonction de I'usage des batiments et des
salles. Toutefois, aucune norme spécifique n'est précisee pour les stations d’épuration des eaux
usées. Pour cette raison, il est important de déterminer des indicateurs de risque d’exposition aux
bioaérosols ainsi que les facteurs influencant la dilution des concentrations de bioaérosols dans
I’air au sein des stations d’épuration des eaux usées, afin d’identifier les risques associés et

d’explorer des moyens efficaces de les réduire.
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A Iéchelle internationale, des organismes tels que I'American Conference of Governmental
Industrial Hygienists (ACGIH) préconisent un taux minimal de quatre renouvellements d'air par
heure (Hygienists, 1998). Cette recommandation vise a garantir une ventilation efficace,
essentielle pour limiter 1’exposition des travailleurs aux contaminants aéroportés et assurer un

environnement de travail sécuritaire.

La mise en place de mesures appropriées peut réduire remarquablement les effets et le risque liés
a I’exposition (Heng et al., 1994). Des études ont montré que lorsque des conditions et
environnements de travail appropriés étaient mis en place, il n’y avait pas de différence par rapport
a I’incidence des expositions respiratoires entre les personnes exposées et les personnes non

exposées (Kataki et al., 2022).
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CHAPITRE3 METHODOLOGIES SUIVIES POUR L’ENSEMBLE DU
MEMOIRE DE RECHERCHE

Ce chapitre présente les différentes étapes réalisées tout au long du projet, en détaillant les

stratégies, les protocoles, la méthodologie et le matériel utilisés.
3.1 Déroulement du projet

Ce projet s’est déroulé sur une période de deux ans et a été structuré en deux phases principales. I

repose sur les hypothéses suivantes :

e Les stations d'épuration des eaux usées représentent des sources de bioaérosols
e Ces bioaérosols sont générés lors des procédés de traitement des eaux ou des boues
e Différents facteurs environnementaux et d’opération influencent les concentrations des
bioaérosols, notamment :
o Les facteurs d'aérosolisation
o Les facteurs de dilution
e |l est possible d'identifier des indicateurs des concentrations bactériennes dans I'eau et dans
I'air
3.1.1 Phase | : Echantillonnage des bioaérosols dans quinze stations

d’épuration des eaux usées au Québec
La premiére phase de ce projet visait a :

e Sélectionner les stations pour 1’échantillonnage en fonction d’une série de critéres

e Caractériser les stations sélectionnées afin d’identifier les procédés a échantillonner et les
facteurs pouvant influencer les résultats

e Procéder a I’échantillonnage et a 1’analyse des résultats pour sélectionner les stations en
vue de la deuxieme phase

e Identifier les indicateurs permettant d'évaluer le niveau de risque d'exposition aux
bioaérosols, y compris ceux liés aux concentrations bactériennes dans les eaux usées et
dans l'air, a I'aérosolisation, a la dilution des concentrations bactériennes, ainsi que les
facteurs environnementaux influencant ces concentrations dans l'air, et ce, a différentes

étapes des procédés de traitement, tant a I'intérieur qu'a I'extérieur des installations
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Mise en place et organisation

Lors de la premiére étape, une vingtaine de stations ont été identifiées en tenant compte de critéres
tels que leur localisation, le type de traitement, la répartition des procédés en intérieur ou en
extérieur et le débit journalier traité. Parmi ces 22 stations ciblées, 15 ont été sélectionnées selon
un ordre de priorité. Leur participation a été confirmée apres prise de contact avec les responsables

concernés.

Des visites exploratoires ont été réalisées par 1’équipe de recherche dans quatre de ces stations et
des présentations sur site ont également été organisées pour trois autres stations afin de leur
exposer en détail les objectifs de 1I’étude. En paralléle, une revue de la littérature sur les thématiques
liées au projet a eté réalisée afin d’affiner les approches méthodologiques et d’optimiser les

stratégies d’échantillonnage.
Préparation et déroulement de I’échantillonnage

En début de cette phase, une étape préliminaire a été réalisée en collaboration avec I'équipe de
'Université Laval (partenaire du projet), au cours de laquelle 1'échantillonnage de I’air et de 1’eau
a été testé et adapté aux procédés de traitement. Cette démarche visait a assurer la conformité des
méthodes d’échantillonnage avec les critéres établis préalablement et a optimiser les procédures
expérimentales avant le démarrage officiel des campagnes d'échantillonnage. L’organisation avec
les 15 stations participantes a permis d’établir un calendrier d’échantillonnage. Les prélévements
ont été effectués du 5 juillet au 3 aolt 2023, aboutissant a la collecte de 83 échantillons d’air et 84
échantillons d’eau, de boues, de filtrat de boues ou de médias de biofiltres. Une caractérisation
physico-chimique de tous les échantillons d’eaux usées a éte réalisée selon la méthodologie décrite
dans la section 3.2.3 et une analyse microbiologique a été effectuée pour tous les échantillons d’air

et d’eau selon les méthodes décrites en 3.2.4.
Sélection des points d'échantillonnage

Avant de commencer 1’échantillonnage, une visite a été¢ effectuée dans chaque station afin
d'identifier les procédés susceptibles de générer des bioaérosols en collaboration avec un opérateur.
Les procédés échantillonnés (Tableau 3.1) ont été sélectionnés s’ils répondaient a un ou plusieurs

des criteres suivants :

e Traitement des eaux usées ou des boues
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Présence d’une agitation de surface, des chutes d'eau, de boues ou de déchets, des

vapeurs visibles ou des microgouttelettes perceptibles sur la peau
Aération du procédé

Configuration spatiale du processus, environnements intérieurs vs extérieurs et ouverts vs

confinés

Passages fréquents ou taches effectuées par les travailleurs



Tableau 3.1 Caractéristiques des 15 stations d’épurations étudiées
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No. Taille Type du traitement | Débit d’affluent Température Pluviométrie Procédés ou points échantillonnées Localisation des

STEU (md) (°C) (mm) procédés

1 Trés grande Boues activées 54678 24,8 0 Dégrilleur, Benne a déchets, dessableur, bassin de boues activées, décanteur Intérieur et
Extérieur
2 Grande Physico-chimique 22242 26 0 Dégrilleur, dessableur, spray contrdlant les écumes, bassin de floculation, Intérieur

décanteur

3 Grande Biofiltration 20710 24,4 DM Dessableur, décanteur, UV, biofiltre en fonction normal, dégrilleur Intérieur

4 Tres grande Boues activées 46555 21 DM Dégrilleur, bassin de prémélange, dégrilleur d’effluents industriels, bassin de Intérieur et
boues activées Extérieur
5 Grande Biofiltration 32473 23 DM Dégrilleur, dessableur, mélangeur rapide, biofiltre en lavage, biofiltre en Intérieur

fonction normal, pressoir a boues

6 Grande Biofiltration 36732 21,25 DM Dégrilleur, dessableur, biofiltre en fonction normal, biofiltre en lavage, UV, Intérieur et
vis d’Archimede Extérieur
7 Trés grande Physico-chimique DM 21,25 0 Dégrilleur, puits de relévement, pressoir & boues, UV, séchoirs & boues Intérieur
8 Grande Physico-chimique 18500 22,3 0 Dégrilleur, dessableur, mélangeur rapide, UV Intérieur

9 Moyenne Boues activées 12480 22,05 3,1 Dégrilleur, boues activées, canal Parshall, vis d’Archimede, décanteur Intérieur et
Extérieur

10 Grande Boues activées 19212 21,5 0 Dégrilleur, dessableur, réacteur de boues actives en phase de sédimentation, Intérieur et
réacteur de boues activées en phase d’aération, flottateur a air dissous, Extérieur

pressoir a boues
11 Trés grande Biofiltration 187320 23,6 1 Vis d’Archimede, biofiltre en fonction normal, biofiltre en lavage, Intérieur
dessableur, dégrilleur, décanteur primaire

12 Trés grande Physico-chimique 3120339 18,5 2,1 Canal d’amenée d’affluent, dessableur, spray controlant les écumes, pressoir Intérieur et
a boues par débatissage, convoyeur de boues vers I’incinérateur Extérieur

13 Grande Biofiltration 43379 15,6 0 Dessableur, biofiltre en fonction normal, biofiltre en lavage, UV, Intérieur et
épaississeur circulaire a boues, digesteur a boues, canal Parshall-Dessableur Extérieur

14 Grande Physico-chimiques 37093 17,8 0 Dégrilleur, mélangeur rapide, dessableur, UV, pressoir a boues, benne a Intérieur et
boues Extérieur
15 Trés grande Physico-chimique 282726 19,5 DM Dessableur, pressoir rotative a boues, convoyeur des eaux usées vers le Intérieur

dégrilleur, épaississeur circulaire a boues, décanteur

Pluviométrie : quantité de précipitation (mm) enregistrée par la station météorologique la plus proche de chaque station d’épuration

des eaux usées correspondante pendant la journée de I’échantillonnage.

DM : Données manquantes
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La classification des stations d'épuration a été établie en fonction du débit moyen annuel (Q)
(MELCC, 2022)

e Tres petite station : 10 m3/j < Q < 500 m3/j

e Petite station : 500 m3/j < Q < 2 500 m?/j

e Station de taille moyenne : 2 500 m3/j < Q < 17 500 m?3/j
e Grande station : 17 500 m3/j < Q <50 000 m3/j

e Tres grande station : Q > 50 000 m?3/j

Les 15 stations sélectionnées présentent des différences en ce qui concerne les types de traitement
employés (physico-chimique, biofiltration ou boues activées), les procédés spécifiques présents
dans chaque station, leur répartition spatiale (a I’intérieur ou en extérieur a I’air libre), ainsi que

leur taille, définie selon le débit journalier moyen d’affluent (MELCC, 2019a).

La température extérieure ambiante et les millimetres de pluie regus la journée de 1’échantillonnage

ont également été documentés (Tableau 3.1).

Les vitesses des vents lors de I’échantillonnage des procédés extérieurs de chaque station ont été
enregistrées a partir des stations météorologiques les plus proches disposant de ces données

(Environnement et ressources naturelles, 2025).

Deux stagiaires d’été ont participé a cette premiére phase et leur contribution a été précieuse,
notamment pour 1’échantillonnage et les différentes manipulations en laboratoire. Leur implication
a constitué une réelle valeur ajoutée a la réussite de cette premiere phase. Enfin, cette phase s’est
conclue par une série de présentations des résultats aux partenaires, offrant une premiére analyse

des tendances observées et facilitant la préparation de la deuxieme phase du projet.
3.1.2 Phase 2: Suivi temporel de six stations d’épuration

Lors de cette seconde phase, les procédés sélectionnés dans les stations retenues ont fait 1’objet de
cinq campagnes d’échantillonnage, portant sur I’air et sur les eaux usées, les boues, les filtrats de
boues ou encore les medias des biofiltres en automne 2023 (1x), en hiver 2024 (2x) et en éte 2024
(2x). L ’analyse des échantillons et résultats généres lors de cette seconde phase se poursuivent pour
les deux doctorants travaillant sur le méme projet. Bien que les résultats issus de cette phase ne
soient ni présentés ni discutés dans ce mémoire, ils ont contribué a une meilleure compréhension

et a une analyse plus approfondie des résultats de la premiére phase. Cette seconde phase permettra
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d’approfondir I’analyse des facteurs influencant les concentrations bactériennes en suspension dans

I’air et d’identifier les processus les plus susceptibles de générer des bioaérosols.
3.2 Echantillonnage de I’air et de I’eau

Au niveau de chaque site d'échantillonnage, des prélévements dair et d'eau ont été réalisés

simultanément.
3.2.1 Echantillonnage de I'air

Le SASS 3100 a été utilisé pour réaliser 1’échantillonnage de I’air. Cet échantillonneur
électrostatique a sec est concu pour capturer efficacement les bioaérosols et s’est révélé plus
performant que les échantillonneurs cycloniques liquides comme le SASS 2300 et le Coriolis pour
obtenir une meilleure représentativité des microorganismes présents dans 1’air (Bgifot, Kari Oline
et al., 2020; Cayouette et al., 2022; Mbareche et al., 2018; Ouradou et al., 2023). Son débit plus
élevé (300 L/min) permet de capturer un large spectre d’unités taxonomiques opérationnelles
(OTUs), jusqu’a 200 OTUs bactériens de plus dans les stations d’épuration que les échantillonneurs
liquides (Mbareche et al., 2018). Cette caractéristique en fait une alternative efficace pour I’é¢tude
de I’exposition aux bioaérosols dans les stations de traitement des eaux usées, ou les concentrations
microbiennes peuvent étre faibles (Bgifot, Kari Oline et al., 2020; Cayouette et al., 2022; Ouradou
etal., 2023). Cependant, la méthode de collecte et d’extraction des particules collectées sur le filtre
électrostatique ne permet pas de maintenir la viabilité et 1’intégrité des microorganismes récupérés,
rendant impossible une quantification par méthode de culture. Une optimisation rigoureuse des
protocoles de récupération et d’analyse est nécessaire afin d’assurer une quantification fiable et
représentative des microorganismes collectés (Bgifot, K. O. et al., 2024; Dybwad et al., 2014). Un
volume de 18 m3 d'air a été collecté a chaque point d'échantillonnage a l'aide du SASS 3100 (Static
Dry Air Sampler SASS Particle Extractor, Research International, Inc., Monroe, WA, USA)
pendant une heure. L'échantillonneur était placé sur un trépied a une hauteur de 120 a 150 cm,
correspondant a la zone respiratoire des opérateurs. Le SASS était pré-programmé pour maintenir
un temps et un débit d'échantillonnage constants. Le SASS a été placé le plus prés possible de la

région qui génere les bioaérosols.

Lors de I'échantillonnage de l'air, des précautions particuliéres ont été prises afin d'éviter toute

contamination et de tenir compte des conditions environnementales.



48

Un contrdle terrain a été effectué pour chaque station afin d’évaluer toute contamination potentielle
liée a I’échantillonneur ou survenant durant le transport des échantillons d’air. Ce contrdle
correspond a un blanc constitué¢ d’un filtre électrostatique placé sur 1’échantillonneur SASS avant
le début de I’échantillonnage pour chaque station, puis manipulé comme les autres échantillons.
Les concentrations microbiennes mesurées sur ces filtres blancs ont ensuite été soustraites des

concentrations obtenues dans les échantillons réels.

Les contrdles intérieurs ont été effectués dans des zones non exposeées aux processus de traitement,

telles que la salle de commande et un atelier mécanique au sein des stations.

En parall¢le de 1’échantillonnage d’air, des mesures d'humidité relative ont été prises a proximité
des sites d'echantillonnage pour assurer une meilleure représentativité. Un psychometre (modéle

Psychro-dyne, Novalynx Corporation) a été utilisé pour ces mesures.
3.2.2 Echantillonnage des eaux usées

Un échantillon d'eau a été prélevé sur chaque site sélectionné, au méme moment que
I’échantillonnage de I’air. Le point d’échantillonnage a été choisi dans la zone la plus agitée du
bassin ou a I’endroit ou I’eau présentait le plus fort potentiel de génération de bioaérosols, tout en
restant & proximité de 1’échantillonneur d’air afin d’assurer une meilleure représentativité des

prélevements.

Les échantillons ont été collectés a I’aide d’une chaudiere ou d’une perche nettoyée. Lorsque
plusieurs zones d’un méme procédé présentaient un potentiel élevé d’aérosolisation, et que
I’échantillonneur d’air était positionné entre ces points, un échantillon composite de 1 litre d’eaux

usées a été prélevé a partir de ces sites.

Concernant les procédés de traitement des boues, environ 100 g de boues ont été préleveés, en
complément de 1 litre de filtrat. Lorsque I’accés au procédé le permettait, les deux types
d’échantillons (filtrat et boues) étaient collectés afin d’évaluer leur contribution potentielle a la

contamination microbienne de I’air.
3.2.3 Caractérisation physico-chimique des eaux usées

Des analyses physico-chimiques ont été réalisées sur les échantillons d’eaux usées afin de mesurer

les matieres en suspension (MES), les matiéres volatiles en suspension (MVES), le pH et la
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turbidité. Ces mesures ont été réalisées au laboratoire immédiatement aprés 1’échantillonnage, le

jour méme.

Les concentrations en MES et en MVES ont été déterminées conformément aux méthodes

recommandées par le Centre d'expertise en analyse environnementale du Quéebec (Québec, 2015).

Le pH des échantillons d'eau a été mesuré a l'aide du pH-meétre SevenCompact de Mettler Toledo,

en suivant les instructions du fabricant.

La turbidité a été mesurée dans les échantillons d’eaux usées et de filtrat de boues a 1’aide d’un

turbidimeétre de laboratoire 2100N (EPA 180.1, 230 V).

Les échantillons de boues n’ont pas été soumis a une caractérisation physico-chimique.

3.2.4 Traitement des échantillons d’air et d’eaux usées : Concentration et

guantification

Les échantillons dair (les filtres électrostatiques) ont été élués dans un volume de 10 mL du tampon
d'élution (PBS, Triton-X-100 et eaux MilliQ). Ils ont ensuite été placés dans un vortex multitubes
réglé a vitesse maximale pendant 10 minutes (HT-200 Multi-tube Vortex Digital Display Mixer
T15, spécifications 50*15 mm). Par la suite, le liquide a été centrifugé a 20 000 g pendant 10
minutes, sur deux cycles. Aprés chaque cycle, le surnageant a été éliminé. A l'issue de cette
concentration, seul le concentré a été conservé dans un congélateur a -80°C en attente de I'étape
d'extraction d'ADN. Un blanc de laboratoire et le contr6le terrain ont été manipulés de la méme

maniere que les autres échantillons.

Les échantillons d'eaux usées ou de filtrats de boues ont été concentrés par centrifugation a 15 000
g durant deux cycles a partir du volume initial collecté. Seulement 250 mg du concentré final ont

été conservés, en raison de la limite maximale de masse imposée par la trousse d'extraction d'ADN

L'extraction de I'ADN des échantillons d'air et d'eau a été réalisée a I'aide de trousse DNeasy
PowerSoil Pro Kit, selon les instructions du fabricant, avec une modification a la premiére étape
qui consiste au transfert de 800 pL de la premiere solution en deux étapes successives (400 pL
chacune) afin d'optimiser la récupération du concentré. L'extraction consiste a commencer par la
lyse des échantillons dans un tube PowerBead Pro avec un tampon d’extraction, suivie d’une
agitation vigoureuse sur vortex pour briser les cellules. Aprés une centrifugation initiale pour

éliminer les débris solides, le surnageant est récupéré et purifié a I'aide de solutions de précipitation



50

et de lavage spécifiques en plusieurs étapes. L’ ADN est ensuite fixé sur une colonne de purification

par filtration, lavé avec des tampons appropriés et finalement élué dans une solution sans EDTA.

Il est a noter que les compositions chimiques de ces solutions ne sont pas connues (le fabricant ne
dévoilant pas les compositions chimiques des solutions d'extraction). Apres extraction, I'ADN était
stocke a -80°C. Les concentrations des différentes bactéries ont été quantifiées par qPCR (Tableau
3.2). La concentration totale en bactéries a été déterminée en ciblant le géne de I'ARNr 16S suivant
le protocole de (Bach, H.-J. et al., 2002a). Les mycobactéries non tuberculeuses (NTM) ont été
estimeées selon le protocole développé par Haig et al. (Haig, S.-J., Kotlarz, LiPuma John, et al.,
2018). Les concentrations d'Escherichia coli ont été déterminées selon Shannon et al. (Shannon et
al., 2007). La quantification de Pseudomonas aeruginosa a suivi le protocole adapté de Malinen et
al. (Malinen et al., 2003). Les especes de Legionella ont été quantifiées a l'aide de trousse
Microproof® Legionella Quantification LyoKit - 5’Nuclease (Biotecon Diagnostics®, Potsdam,
Allemagne) selon les instructions du fabricant (Ouradou et al., 2023). Les informations sur les

gPCR sont présentées dans le Tableau 3.2.

Tableau 3.2 Caractéristiques et informations sur les gPCR des différentes cibles microbiologiques

Cible Géne Informations sur les qPCR

Séguence amorce Sens (F) : GAC ARC CAT GCASCACCTG
Séguence amorce Anti-sens (R) : GGT AGT CYA YGC MST AAA CG

rlFfiA Sonde : FAM/TKC GCG TTG/ZEN/CDT CGA ATT AAW CCA C/3IABKFQ
L. (Bach, Mix-réactionnel : 1000nM sens + anti-sens amorces, 100nM sonde, 12,5uL 2X BioRad
Bactéries totales H.J. et iQ™ supermix (BioRad Laboratoires®, Hercules, California, USA), 6,75uL d’eau sans
al., ADN et 5uL de I’ADN de I’échantillon dans 25ulL au total

2002b) Thermoprotocole: 95°C pour 3 minutes + 40 cycles de 95°C pour 20s et 62°C pour 60s
avec lecture de fluorescence

Séguence amorce Sens (F) : CGG YGC CGG TAT CGG YGA

rpoB Séquence amorce Anti-sens (R) : CGAA GAC GAA CAR SGC CAT
. (Haig, S. | Mix-réactionnel : 500nM sens+ anti-sens amorce, 0,5uL de BSA 20mg/mL (Thermo
Mycobacetries | J., Fisher Scientific®, Waltham, Massachusetts, USA), 10uL of 2X BioRad EvaGreen
hon- Kptlarz, MasterMix (BioRad Laboratories®, Hercules, California, USA), 5,5uL de I’eau sans
tuberculoses LiPuma,

etal. ADN et 2uL de I’ADN de I’échantillon dans 20ulL au total
2018) Thermoprotocole : 95°C pour 5 minutes + 40 cycles de 95°C pour 20 s, 57°C pour 30
s, et 72°C pour 30 s avec lecture de fluorescence




o1

Tableau 3.2 Caractéristiques et informations sur les gPCR des différentes cibles microbiologiques

(suite).

Cible

Geéne

Informations sur les qPCR

Legionella
species

Kit commercial : Microproof® Legionella Quantification LyoKit - 5’ Nuclease
(Biotecon Diagnostics®, Potsdam, Allemagne)

Thermoprotocole : 37 °C durant 4 minutes, 95 °C pendant 5 minutes + 50 cycles
d’amplification, 95 °C pendant 5 s, 60 °C pendant 60 s, 72 °C pendant 60 s, avec
détection de la fluorescence

25pl par puits

Pseudomonas
aeruginosa

regA
(Malinen
etal.,
2003)

Séquence amorce Sens (F) : 5>-TGCTGGTGGCACAGGACAT-3’
Séquence amorce Anti-Sens (R) : 5>-TTGTTGGTGCAGTTCCTCATTG-3’
Séquence Sonde : 5’-CAGATGCTTTGCCTCAA-3’

Mix-réactionnel : Par réaction (20pl par puits) :1Q supermix (2x) 10 pl, Amorces F &
R (solution mére : 50 uM, concentration finale a atteindre : 0,3 uM) 0.12 ul, Sonde
(solution mere : 100 uM, concentration finale a atteindre : 0,06 uM) 0,012 ul, H20
Sigma (pour biologie moléculaire), 7,87 ul d’échantillon (ADN)

Thermoprotocole : 95°C 3 min, 95°C pour 15s, 60°C pour 60 s, 40 cycles

Escherichia coli

ybbW
(Shannon
etal.,
2007)

Séquence amorce Sens (F) : 5- TGA TTG GCA AAA TCT GGC CG -3’

Séquence amorce Antisens (R) : 5°- GAA ATC GCC CAA ATC GCC AT -3’
Sonde : 5°- /56-FAM/ CCG CCG AAA /ZEN/ ACG ATA TAG ATG CAC GG
131ABKFQ/ -3’

Mix-réactionnel : (Total par puits : 18uL) : iQ™ Supermix :10 puL, Amorces F + R :
0,1uL, Sonde 10 pm : 0,1uL, Eau Sigma :7,8uL 50 pm

Thermoprotocole : 95°C pour 3 minutes + 40 cycles : 95°C pourl5 s, 62°C pourl
minute, détection de la fluorescence.

Les informations sur les gPCR 16S et NTM ont été tirées de (Ouradou, 2023).

3.3 Analyse qualitative et semi-qualitative

Dans le cadre de cette étude, plusieurs critéres jugés susceptibles de favoriser I’aérosolisation et le

transfert des microorganismes de 1’eau vers 1’air ont ét¢ définis. Ces critéres incluent 1’agitation

des eaux de surface (brassage, mélange, turbulence), I’aération des procédés, les chutes d’eau, de

boues ou de déchets, ainsi que la présence visible de vapeur et/ou la perception de microgouttelettes

sur la peau. Chaque critére a été évalué séparément sur une échelle de 0 a 5.

1. Agitation des eaux de surface : Ce critére prend en compte le mouvement des eaux induit

par un brassage mécanique, un mélange ou une turbulence. Un score de 0 est attribué a un

milieu calme sans agitation, tandis qu’un score de 5 correspond a une perturbation

maximale du bassin.
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Chutes d’eau ou de boues ou de déchets : Un score de 0 est attribué aux procédes sans
chute, tandis qu’un score de 5 est réservé aux procédés présentant les chutes les plus

importantes en nombre et/ou en taille.

Aération des procédés : Un score de 0 est attribué aux procédés non aérés, alors qu’un
score de 5 est réservé aux procédés dont le fonctionnement repose sur une aération par

insufflation d’air, succion ou brassage.

Vapeur/microgouttelettes : Un score de 0 est attribué aux procédés ne présentant aucune
vapeur visible a I’ceil nu ni de microgouttelettes ressenties sur la peau, tandis qu’un score

de 5 correspond aux observations maximales de ces phénomenes.

Ces quatre facteurs combinés constituent le parametre d’aérosolisation, défini comme la moyenne

des scores attribués a chacun d’eux.

Deux facteurs jugés favorables a une réduction des concentrations de bioaérosols dans 1’air ont

également été évalués et notés sur une échellede 0a5:

1.

Configuration spatiale : Ce facteur prend en compte la disposition de I’environnement
autour du procedé et son potentiel a piéger ou a disperser les bioaérosols. 0 correspond a
un espace trés ouvert, soit une configuration spatiale maximale (par exemple, un espace
extérieur & I’air libre). A I’opposé, 5 correspond & une configuration spatiale trés

restreinte.

Taux de ventilation : Ce critére évalue 1’efficacité du renouvellement de 1’air dans la zone
ou se trouvent les procédés investigués. 0 correspond a un taux maximal de ventilation
(par exemple, ventilation naturelle en milieu extérieur a l'air libre), tandis que 5
correspond a I’extréme opposé, soit une absence compléte ou quasi compléte de

ventilation.

La combinaison de ces deux critéres constitue le parametre de dilution, calcule comme la moyenne

des scores de ces deux facteurs. Par ailleurs, la relation entre les taux de changement d’air et les

concentrations bactériennes dans 1’air a également été explorée.
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Le potentiel d’exposition est défini comme la moyenne entre le paramétre d’aérosolisation et le
paramétre de dilution. Ces trois parametres (aérosolisation, dilution et potentiel d'exposition) sont

également exprimés en pourcentage.

L’ensemble des scores a été attribué initialement par 1’équipe d’échantillonnage, puis discuté et
ajusté avec les opérateurs des stations, soit directement sur site, soit lors de rencontres et
d’entretiens. Ces rencontres ont eu lieu avec les gestionnaires et opérateurs des stations, qui jouent
un réle central dans cette étude. L’activité d’évaluation qualitative des procédés a favorisé un
dialogue enrichissant avec les opérateurs et gestionnaires des stations, qui pourra contribuer a la
mise en place de mesures préventives adaptées pour réduire I’exposition aux bioaérosols dans les

stations de traitement des eaux usées. Ces échanges ont permis de :

e Présenter les résultats préliminaires obtenus lors de la premiére phase.

e Favoriser une compréhension approfondie des procédés grace a une grille d’évaluation
contenant des critéres notés de 0 a 5 pour mesurer leur potentiel d’aérosolisation et les
facteurs de dilution associés. Ces scores ont été discutés et validés avec les gestionnaires et
opérateurs.

e Expliquer des écarts de concentrations observés par rapport aux attentes, aux valeurs
rapportées dans la littérature et aux différences entre les saisons.

e Analyser de facon détaillée du fonctionnement des procédés étudiés.

e Collecter des documents techniques sur la ventilation, le taux de renouvellement d’air, la
superficie des bassins, les volumes des piéces, les cycles de fonctionnement des biofiltres,
etc.

e Identifier les préoccupations des travailleurs concernant 1’exploitation et la maintenance
des procédes, ainsi que les risques liés aux activités a proximité de certaines zones (intérieur

vs extérieur, zones mortes de ventilation, situations a risque, etc.).

Les résultats de I’évaluation qualitative ont ensuite été étudiés en lien avec les résultats
microbiologiques afin d’approfondir la compréhension des mécanismes d’aérosolisation et de
dilution des microorganismes. Toutes les analyses portant sur 1’effet des eaux usées, des facteurs
d’aérosolisation et de dilution sur les concentrations bactériennes dans 1’air ont été restreintes aux

procédés intérieurs et ouverts, afin de préserver I’hypothése selon laquelle les concentrations
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bactériennes dans 1’air sont influencées par la présence des bactéries dans les eaux usées. Ainsi, les

procédés extérieurs, fermés ou confinés ont éte exclus de ces analyses.
3.4 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été réalisées avec GraphPad Prism 10.4.1. Un test de normalité de
Shapiro-Wilk a été appliqué, révélant une distribution non normale (p < 0,05), justifiant I'utilisation
de I'analyse de corrélation non paramétrique. Les relations entre variables ont été évaluées par le

coefficient de corrélation de Spearman (p), avec un seuil de signification statistique a = 0,05.

Pour les graphiques de type boites a moustaches, chaque boite représente 1'écart interquartile, c’est-
a-dire I’intervalle entre le premier quartile (Q1, correspondant au 25 eme percentile) et le troisieme
quartile (Q3, correspondant au 75 éme percentile). La ligne horizontale au centre de chaque boite
indigue la médiane. Les moustaches, quant a elles, représentent les valeurs minimales et maximales

observées pour chaque type de microorganisme.
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CHAPITRE4 RESULTATS ET DISCUSSION

L’¢étude des bactéries dans I’eau et dans 1’air permet de mieux comprendre leur dynamique au sein
des stations d’épuration des eaux usées et d’identifier les facteurs influengant leur aérosolisation et
leur dispersion. Les sections suivantes portent sur I’analyse des concentrations bactériennes
mesurées dans I’eau et dans 1’air, ainsi que sur 1’évaluation des paramétres physico-chimiques et

des processus impliqués dans 1’aérosolisation et la dilution des bioaérosols.
4.1 Bactéries dans les eaux usées

L’analyse des concentrations microbiennes dans les eaux et/ou dans les boues a été effectuée aux

différentes étapes du traitement.

Les bacteéries totales, les mycobactéries non tuberculeuses (NTM), Legionella spp., Escherichia
coli et Pseudomonas aeruginosa ont été quantifiées dans les 84 échantillons d’caux usées prélevés

a différentes étapes du traitement (Figure 4.1).
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Figure 4.1 Concentrations des microorganismes ciblés dans les échantillons d'eaux usées, de boues,
de filtrats de boues et/ou de média de biofiltres, prélevés a différents procédés des 15 stations

étudiées
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Dans cette figure, les variations des concentrations des différentes cibles sont présentees sous forme
de boites & moustaches. Cependant, il convient de noter que cette analyse repose uniquement sur
I'analyse descriptive des différences de concentrations, sans que des tests statistiques aient été
réalisés pour évaluer la significativité de ces variations. Par conséquent, bien que des différences
visibles entre les concentrations des cing cibles soient perceptibles, il n'est pas possible de conclure
que ces différences sont statistiguement significatives sans une analyse statistique plus

approfondie.

La concentration la plus élevée parmi les microorganismes étudiés est observée pour les bactéries
totales, avec une médiane denviron 10 CG/L ou CG/g et des valeurs s'étendant
approximativement de 10° & prés de 10! CG/L ou CG/g. Les mycobactéries non tuberculeuses
(NTM) présentent également des concentrations élevées, avec une médiane proche de 10° CG/L ou
CG/g et une plage allant d'environ 10* & 10 CG/L ou CG/g. La concentration médiane de
Legionella spp. est d'environ 10" CG/L ou CG/g, avec une variabilité allant d'environ 10* a 10%°
CG/L ou CG/g. Pour E. coli, la médiane est proche de 108 CG/L ou CG/g avec une étendue
approximative de 10* & 10 CG/L ou CG/g. Enfin, Pseudomonas aeruginosa montre les
concentrations les plus faibles avec une médiane située autour de 10® CG/L ou CG/g et une plage
étendue de 102 a environ 10° CG/L ou CG/g, indiquant une variabilité importante des

concentrations mesurées.

Parmi les bactéries étudiées, NTM et E. coli se sont révélées abondantes dans les eaux usées, ce qui
correspond aux résultats obtenus pour E. coli dans d’autres études (Chahal et al., 2016; Hendricks
& Pool, 2012; Raven et al., 2019). P. aeruginosa et Legionella spp. sont détectées fréquemment a
des concentrations faibles, ce qui limite leur efficacité en tant qu’indicateurs microbiens (Amha et
al., 2017; Roulova et al., 2022; van den Berg et al., 2023).

Les résultats élevés observés pour les NTM comparativement aux résultats en bactéries totales
suggérent une possible surestimation. L utilisation d’une gPCR SYBR Green est moins spécifique
qu’une qPCR TagMan, utilisant une sonde spécifique a I’amplicon ciblé. Si ’amplicon ciblé
présente des similarités avec des séquences dans le génome d'autres bactéries, une amplification
non spécifique est possible. Une gPCR utilisant une sonde TagMan spécifique serait une premiere

étape pour valider les résultats obtenus.
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Afin d’évaluer si le suivi des bactéries totales pourrait étre représentatif des bactéries
opportunistes, un test de corrélation de Spearman a révelé des corrélations significatives (Figure
4.2).

Bacteéries totales

NTM

Legionella spp

E. coli

P. aeruginosa

Figure 4.2 Heatmap des correlations entre les bactéries totales, mycobactéries non tuberculeuses
(NTM), Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Legionella spp. dans les eaux usées des 15

stations d’épuration (n = 77)

La Figure 4.2 met en évidence les relations entre ces microorganismes dans les eaux usées.

Cette analyse des corrélations montre des liens significatifs entre les concentrations des bactéries
totales et celles des autres cibles mesurées. La corrélation la plus élevée est observée entre les

bacteries totales et E. coli (r = 0,8270), suivie par Legionella spp. (r =0,7853) et P. aeruginosa (r
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= 0,7254). La correélation est plus modérée, mais demeure significative, entre les bactéries totales
et les mycobactéries non tuberculeuses (NTM) avec un coefficient r = 0,5296. Ces résultats
suggerent une tendance génerale selon laquelle une augmentation des concentrations en bactéries

totales est associée a une augmentation des concentrations des autres microorganismes ciblés.

La corrélation entre ces bactéries dans les eaux usées (Figure 4.2) suggére que les bactéries totales
peuvent servir d’indicateurs pour les bactéries opportunistes et pathogénes, simplifiant la

surveillance microbiologique sans nécessiter d’analyses systématiques sur plusieurs cibles.

La grande variabilité observée pour la concentration de chacune des cibles est liée a I’évolution des
concentrations entre les différentes stations et a travers les étapes de traitement qui vise a réduire
la charge bactérienne avant le rejet vers le milieu récepteur (Amha et al., 2017; Makuwa et al.,
2023; Pallares-Vega et al., 2019; Shannon et al., 2007).

Une analyse des résultats a eté réalisée en fonction des étapes de traitement des eaux usées, a savoir
la Vis d'Archimede, qui représente les eaux brutes entrant dans la station d’épuration, le
prétraitement, le traitement primaire et secondaire (combinés), le traitement tertiaire et enfin les
étapes de traitement des boues (Figure 4.3). Cette analyse a été réalisée pour les 9 stations disposant
d’un traitement secondaire afin d’assurer une représentation a travers les différentes étapes du

traitement.
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mycobactéries non tuberculeuses (NTM) (B), Legionella spp. (C), Escherichia coli (E. coli) (D) et
Pseudomonas aeruginosa (E). Pour I'ensemble des cinq cibles étudiées, les nombres d’échantillons
analysés étaient les suivants : vis d’Archimede (n = 3), prétraitement (n = 14), traitement primaire

et secondaire (n = 13), traitement tertiaire (n = 4) et traitement des boues (n = 5)

Dans la Figure 4.3, les variations des concentrations des bactéries totales, des mycobactéries non
tuberculeuses (NTM), des Legionella spp, des E. coli et des P. aeruginosa entre les différentes
étapes de traitement sont présentées sous forme de boites a moustaches. Cependant, il convient de
noter que cette analyse repose uniguement sur I'analyse descriptive des différences de
concentrations, sans que des tests statistiques aient été réalisés pour évaluer la significativité de ces
variations. Par conséquent, bien que des différences visibles entre les étapes de traitement soient
perceptibles, il n'est pas possible de conclure que ces différences sont statistiquement significatives

sans une analyse statistique plus approfondie.

Les tendances observées sont similaires entres les différentes cibles. Au niveau de la Vis
d'Archimede, qui correspond aux eaux brutes entrant dans la station d’épuration, les concentrations
en bactéries totales sont tres élevées, ce qui est attendu étant donné la diversité bactérienne présente
dans les eaux usées domestiques et industrielles. De plus, ces eaux n’ont pas encore été soumises
a des étapes de traitement. Une forte dispersion des valeurs est également observée, témoignant
des variations des charges bactériennes entre les différentes stations. Le prétraitement, bien qu’il
n’ait pas pour objectif premier 1’élimination des bactéries, entraine une légere diminution de la
médiane des concentrations. Cette réduction pourrait étre attribuée a la sédimentation de certaines
bactéries attachées aux particules solides éliminées. La variabilité des concentrations demeure
élevée, indiquant une hétérogénéité importante des charges microbiennes. Le traitement primaire
et secondaire combinés montrent une augmentation de la médiane des bactéries totales, ce qui peut
étre expliqué par plusieurs facteurs : (1) la prolifération des bactéries hétérotrophes dans les bassins
de traitement secondaire, qui dégradent la matiére organique (Quach-Cu et al., 2018); (2)
I’agrégation des bactéries en biofilms au sein des flocs biologiques, ce qui entraine leur maintien
dans I’effluent (Cydzik-Kwiatkowska & Zielinska, 2016) ; et (3) la lyse bactérienne qui libére des
fragments de cellules détectés par la qPCR (Nocker & Camper, 2006). Une diminution marquée

des concentrations est observée apres le traitement tertiaire, accompagnée d’une réduction
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importante de la variabilité. Cela traduit 1’efficacité des étapes précédentes dans 1’élimination des

bactéries avant le rejet final des eaux.

Le traitement des boues montre une augmentation des concentrations bactériennes, ce qui était
attendu, puisque les boues concentrent les bactéries éliminées au cours des traitements précédents.
(Chen, Y. C. et al., 2011; Miguel et al., 2020) ont indiqué les boues d’épuration contiennent de
fortes densités bactériennes par rapport a toutes les étapes de traitement. Les étapes
d’¢épaississement et de déshydratation sont aussi connues pour avoir de fortes concentrations de
bactéries (S. Fane, 2020). Les procédes de traitement des boues constituent un milieu propice a la
survie et a la proliféeration des bactéries ainsi qu’une source de nutriments (S. Fane, 2020). Ces
résultats soulignent l'importance d’un traitement adapté des boues pour limiter les risques sanitaires

liés a leur gestion.
4.1.1 Corrélation entre les bactéries et les parametres physico-chimiques

Les parametres physico-chimiques qui ont été évalués sont les matieres en suspension (MES), les
matiéres volatiles en suspension (MVES), la turbidité et le pH (Tableau B.1). Ces parametres sont
connus pour influencer la dynamique des microorganismes dans les eaux usées en jouant un role
dans leur transport, leur sédimentation et leur persistance. La quantification des MES et des MVES
dans les échantillons d’eaux usées a faible charge a ét¢ rendue possible en augmentant le volume
analyse. Pour les échantillons a forte charge, la turbidité a pu étre mesurée grace a 1’extension de
la courbe d’étalonnage jusqu’a 2106 NTU, complétée par une dilution préalable des échantillons

fortement concentrés.
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Figure 4.4 Corrélation entre les matieres en suspension (MES) (A), les matieres volatiles en

suspension (MVES) (B), la turbidité (C) et le pH (D) dans les eaux usées et les bactéries totales

La Figure 4.4 révéle des corrélations significatives et positives entre les concentrations en
bactéries totales et les trois parametres physico-chimiques étudiés (MES, MVES et turbidité). Les
matiéres en suspension (MES, r = 0,7568), les matieres volatiles en suspension (MVES, r =0,7557)

et la turbidité (r = 0,7300). Ces résultats indiquent que 1’augmentation des MES et des MVES est
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fortement associée a une augmentation des concentrations bactériennes, ce qui souligne leur
pertinence en tant qu'indicateurs fiables de la charge microbienne dans les eaux usées analysees.
De méme, la turbidité, malgré une corrélation légerement plus faible, correle significativement
avec la concentration bactérienne, confirmant son utilitt comme indicateur indirect de la
concentration microbiologique dans les eaux usees. La relation entre les MES et les bactéries dans
les eaux usées concorde avec les résultats obtenus dans les eaux de ruissellement pluvial, ou les
MES sont corrélées avec les bactéries indicatrices de contamination (Galfi et al., 2013). Ce
phénomene est cohérent avec les travaux de Nola et al. qui ont démontré que la rétention
bactérienne dans le sol est influencée par les interactions électrostatiques et physico-chimiques
avec les particules solides, indépendamment de leur nature organique ou minérale (Nola, Moise et
al., 2004; Nola, M. et al., 2006). Ces resultats concordent avec ceux d'lrvine et al. (2002), qui ont
mis en évidence une forte corrélation entre les concentrations des matieres en suspension (MES),
la turbidité et les coliformes fécaux, avec des coefficients de corrélation variant entre 0,46 et 1,0.
Par ailleurs, Ylcesoy et al. (2012) ont également rapporté que les matieres volatiles en suspension
(MVES) constituent un bon indicateur de la biomasse bactérienne dans les eaux usées (Irvine et
al., 2002; Yucesoy et al., 2012).

Un traitement efficace des eaux usées permettant de réduire les MES, les MVES et la turbidité
pourrait étre une solution efficace pour diminuer a la source la concentration en bactéries (Chahal
et al., 2016; Fernandes et al., 2024; Jover-Smet et al., 2017). Les mémes tendances ont été

observées pour NTM, Legionella spp, E. coli et P. aeruginosa (Annexe B).
4.2 Bactéries dans air

Les bactéries totales, les NTM, Legionella spp., E. coli et Pseudomonas aeruginosa ont été
quantifiées dans les échantillons d’air prélevés aux différentes étapes des procédés des stations de

traitement des eaux usées (STEU) (Figure 4.5).
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Figure 4.5 Comparaison des concentrations de bactéries totales, de mycobactéries non
tuberculeuses (NTM), de Legionella spp., d'Escherichia coli et de Pseudomonas aeruginosa dans
les échantillons d’air prélevés. Les lignes horizontales indiquent les concentrations des cibles
microbiologiques dans les contréles intérieurs : la ligne noire correspond aux bactéries totales, la
ligne bleue aux NTM et la ligne verte a E. coli. Legionella spp et P. aeruginosa n’ont pas été

détectées dans 1’air des contrdles intérieurs.

Dans cette figure, les variations des concentrations des différentes cibles sont présentées sous forme
de boites a moustaches. Cependant, il convient de noter que cette analyse repose uniguement sur

I'analyse descriptive des différences de concentrations, sans que des tests statistiques aient été
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réalisés pour évaluer la significativité de ces variations. Par conséquent, bien que des différences
visibles entre les concentrations des cing cibles soient perceptibles, il n'est pas possible de conclure
que ces différences sont statistiquement significatives sans une analyse statistique plus

approfondie.

Les concentrations bactériennes mesurées dans I’air au niveau des procédés de traitement étaient
significativement plus élevées que celles observées dans les échantillons de contréle en intérieur.
Ces contr6les ont été réalisés dans des pieces isolées des zones de traitement, telles que la salle de
controle des opérateurs et 1’atelier mécanique. Ces résultats confirment que les concentrations

élevées proviennent effectivement des procédés de traitement.

Les concentrations moyennes des NTM dans 1'air étaient de 1'ordre de 10* CG/m?, avec une plage
de variation allant de 102 a 10° CG/m?. Les bactéries totales présentaient les concentrations les plus
¢levées, avoisinant 10° CG/m? en moyenne, avec une dispersion importante comprise entre 10* et
107 CG/m®. Legionella spp. affichaient les concentrations les plus faibles, autour de 10* CG/mé,
avec des valeurs extrémes allant de 2 CG/m3 (soit environ la moitié de la limite basse de détection)
jusqu’a 10° CG/m?. Les concentrations moyennes de E. coli étaient de I’ordre de 10° CG/m?, avec
des variations comprises entre des niveaux tres faibles proches de 0 (comparables a ceux observeés
pour Legionella spp.) et un maximum de 10° CG/m3. Enfin, P. aeruginosa présentait une
concentration moyenne de I’ordre de 10> CG/m?, avec une plage relativement étroite, allant de

valeurs tres faibles proches de 0 a un maximum de 103 CG/m3,
4.2.1 Corrélations entre les bactéries dans Pair

La corrélation entre les différentes cibles dans I’air a été évaluée par le test de corrélation de
Spearman, avec un seuil de signification de 0,05 et un intervalle de confiance de 95 %. Les résultats

ont révelé des corrélations positives significatives entre ces bactéries (Figure 4.6).
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Figure 4.6 Heatmap des correlations entre les bactéries totales, mycobactéries non tuberculeuses
(NTM), Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa et Legionella spp. dans I’air des 15 stations

d’épuration

Comme observé dans ’eau, E. coli s’est révélé étre un bon indicateur des concentrations de
bactéries totales dans 1’air, avec une forte corrélation (r = 0,8116). Legionella spp. a également
montré une bonne corrélation avec les bacteéries totales (r = 0,8392). Les NTM et P. aeruginosa
étaient également corrélés aux bactéries totales dans I’air, mais avec des coefficients de corrélation

Iégerement plus faibles (r = 0,7941 et r = 0,6815, respectivement).
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4.2.2 Analyse des concentrations des bactéries totales et des mycobactéries non

tuberculeuses (NTM) dans I'air aux différentes étapes du traitement

Cette analyse a été réalisée uniquement sur les stations disposant d’un traitement biologique afin
d’assurer une représentation plus précise des résultats a travers les différentes étapes du traitement.
De plus, la représentation des autres cibles n’a pas été possible en raison du faible nombre

d’échantillons positifs.

La Figure 4.7 illustre I'évolution des concentrations des bactéries totales (16S rRNA) et des
mycobactéries non tuberculeuses (NTM) dans l'air a différentes étapes du traitement des eaux
usees. Les étapes considérées comprennent la vis d'Archiméde (représentant les eaux brutes entrant
dans la station), le prétraitement, le traitement primaire et secondaire (combinés), le traitement
tertiaire et le traitement des boues. Ces résultats permettent d'évaluer I'impact des différents

procédés de traitement sur la génération et la dispersion des bioaérosols microbiologiques.
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Figure 4.7 Evolution des concentrations des bactéries totales (A) et des mycobactéries non

tuberculeuses (NTM) (B) dans l'air aux différentes étapes du traitement des eaux usées
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Dans la Figure 4.7, les variations des concentrations des bactéries totales et des mycobactéries non
tuberculeuses (NTM) entre les différentes étapes de traitement sont présentées sous forme de boites
a moustaches. Cependant, il convient de noter que cette analyse repose uniquement sur I'analyse
descriptive des différences de concentrations, sans que des tests statistiques aient été realises pour
évaluer la significativité de ces variations. Par conséquent, bien que des différences visibles entre
les étapes de traitement soient perceptibles, il n'est pas possible de conclure que ces différences

sont statistiquement significatives sans une analyse statistique plus approfondie.

La Figure 4.7 présente la dynamique des concentrations des bactéries totales (16S rRNA) et des
mycobactéries non tuberculeuses (NTM) dans I’air en fonction des principales étapes de traitement
des eaux usees. Les concentrations les plus élevées sont observées au niveau de la vis d’ Archiméde
pour les bactéries totales et les NTM (Figure 4.7). Cette présence importante de bioaérosols peut
s’expliquer par I’impact mécanique du transport des eaux, notamment le mouvement des vis
d’Archimeéde qui favorise la mise en suspension des microorganismes (Carducci et al., 2000). De
plus fortes concentrations microbiennes ont également été mesurés aux points de pompage équipés
de vis d'Archiméde dans 1’étude de Michaltkiewicz et al. (Michatkiewicz, 2019). L’agitation induite

par le systéme de relevage des eaux contribue également a la génération d’aérosols bactériens.

Au niveau du prétraitement, bien qu’une légere diminution soit observée, les concentrations restent
élevées. Les turbulences générées par 1’écoulement des eaux a travers les grilles des dégrilleurs et
les bassins de dessablage ainsi que I’aérations (particulierement le dessableur) favorisent
I’émission de bioaérosols. De précedentes études ont également observé des concentrations élevées
de bioaérosols au niveau des étapes de prétraitement (Jabeen et al., 2023; Mbareche et al., 2022;
Pascual et al., 2003a; Szytak-Szydlowski et al., 2016). Mbareche et al. ont mesuré, en été, des
concentrations de bactéries totales atteignant 10® CG/m® au niveau du dégrilleur et des valeurs
similaires au niveau du dessableur. Pascual et al. (2003), quant a eux, ont rapporté des
concentrations de bactéries hétérotrophes totales de 89,75 UFC/m3 au niveau des procédés de
prétraitement (hors période estivale). Les mycobactéries du complexe Mycobacterium tuberculosis
n‘ont été detectées ni par la méthode de culture ni par PCR dans la méme étude de Pascual et al.
(2003).

Les traitements primaire et secondaire combinés montrent une médiane de concentrations faible

(Figure 4.7), principalement influencée par les faibles concentrations mesurées au niveau des
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décanteurs. Toutefois, les valeurs ponctuellement élevées observées peuvent étre expliquees par
les fortes concentrations enregistrées au niveau des procédés biologiques. A I’inverse, le traitement
tertiaire affiche une médiane plus €levée. Cela s’expliquerait par les fortes concentrations relevées
a certains points du traitement UV dans quelques stations échantillonnées. Cette augmentation des
concentrations pourrait également étre influencee par les procédés situés en amont du traitement
tertiaire, installés dans la méme piece, et susceptibles de générer davantage de bioaérosols (Tian et
al., 2022; Upadhyay et al., 2013). L’exiguité et la température élevée des salles ou sont installés
ces équipements intensifient également ce phénoméne (Tian et al., 2022). De plus, le
positionnement des échantillonneurs dans des zones mal ventilées (zones mortes a proximité des
murs) pourrait aussi contribuer a I’augmentation de ces concentrations. Des concentrations élevées
sont constatées au niveau du traitement des boues, liée au brassage généreé lors de I’épaississement
et la déshydratation, qui générent une forte dispersion des bactéries dans I’air. Les chutes de boues
et les turbulences créées dans les bassins favorisent également 1’aérosolisation des bactéries,
augmentant ainsi le risque d’exposition. Plusieurs études ont également relevé d’importantes
émissions de bioaérosols lors des différentes étapes du traitement des boues (épaississement,
déshydratation, bassins de boues et autres opérations de gestion) (Carducci et al., 2000; Karra &
Katsivela, 2007; Mbareche et al., 2022; Szytak-Szydlowski et al., 2016).

La comparaison des concentrations des différentes cibles entre la filiere solide et la filiere liquide
met également en évidence I'importance des procédés contenant des boues en tant que sources

majeures de génération de bioaérosols (Figure 4.8).
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Figure 4.8 Histogrammes comparant les concentrations des différentes cibles microbiologiques,

dans I’air, entre la filiere solide et la filiére liquide (* :0,01 <p <0,05; ** :(0,001 <p <0,01)

L'augmentation significative des concentrations de NTM et de Legionella spp dans la filiére solide
par rapport a la filiére liquide souligne le risque accru d’exposition associé aux procédés de
traitement des boues. Ce résultat met en évidence la nécessité de mettre en place des mesures

spécifiques de prévention contre I’exposition aux bioaérosols dans la filiere solide.

L’analyse des concentrations des bactéries totales et des NTM dans I’air tout au long du traitement
des eaux usées met en évidence I’impact des facteurs d’aérosolisation sur la génération de

bioaérosols. Ces étapes de traitement présentent des conditions favorables a la dispersion des
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microorganismes dans 1’air. Ces résultats soulignent I’importance de stratégies d’atténuation visant

a limiter I’aérosolisation et a réduire le risque d’exposition dans ces environnements.
4.2.3 Impact des facteurs environnementaux sur les concentrations dans I’air

L’humidité relative, 1’ensoleillement, la superficie des bassins et les vitesses des vents (pour les
procédés a I’extérieur) ont été investigués pour évaluer I’impact de ces facteurs sur les

concentrations de bactéries dans [’air.

Les bactéries totales, NTM, Legionella spp. et Pseudomonas aeruginosa ont montré des

corrélations positives significatives avec I’humidité relative (Figure 4.9).
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Figure 4.9 Corrélation entre I’humidité relative et les bactéries totales (A), NTM (B), Legionella
spp. (C), E. coli (D) et P. aeruginosa (E)
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La Figure 4.9 montre des corrélations statistiquement significatives entre I'numidité relative et les
concentrations des bactéries étudiées (bactéries totales, NTM, Legionella spp., E. coli et P.
aeruginosa). Malgré des coefficients modérés (variant de 0,2278 a 0,4983), I'humiditeé relative peut
constituer un indicateur utile pour estimer les concentrations microbiennes dans l'air des stations
d'épuration, en particulier pour Legionella spp. (r = 0,4983) et les bactéries totales (r = 0,3947).
Une augmentation de I’humidité relative pourrait indiquer un environnement plus propice a la

présence de bioaérosols, signalant ainsi un risque d’exposition accru (Mbareche et al., 2022).

Bien que I’humidité relative présente une corrélation significative avec les concentrations des cinq
cibles microbiologiques dans 1’air, il demeure essentiel de confirmer la source de I’humidité
mesurée, la concentration bactérienne a la source ainsi que le taux d’aérosolisation, afin de valider
la relation entre les mesures d’humidité relative et les concentrations bactériennes quantifiées.
Ainsi, la prise en considération d'autres facteurs environnementaux demeure importante afin

d'améliorer la prédiction de ces concentrations.

L’impact de I’ensoleillement a été analysé uniquement pour les 20 procédés situés a I’extérieur.
Les radiations mesurées sont comprises entre 513,9 Wh/mz2 et 900,49 Wh/m2, Aucune corrélation
significative n’a été observée entre les concentrations des cibles microbiologiques et le taux de
radiation solaire, contrairement aux résultats de (Karra & Katsivela, 2007) qui a montré que les
concentrations des bioaérosols augmentent avec la diminution des radiations solaires. Cette
absence de corrélation pourrait s’expliquer par la prédominance des facteurs d’aérosolisation et des
facteurs de dilution qui semblent exercer une influence plus marquée que la radiation solaire sur la

dispersion des bioaérosols.

L’¢évaluation de la relation entre les concentrations des cibles microbiologiques et la superficie des
différents bassins a révélé une corrélation significative avec les bactéries totales, les NTM,

Legionella spp. et P. aeruginosa (Figure 4.10).
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Figure 4.10 Relations entre les superficies des bassins et les concentrations des (A) bactéries totales
(n = 41), (B) mycobactéries non tuberculeuses (NTM) (n = 42), (C) Legionella spp (D) (n = 29) et

Pseudomonas aeruginosa (n = 47) dans I’air

Ces résultats indiquent qu'une augmentation de la superficie des bassins pourrait faciliter le

transfert des bactéries de 1’eau vers ’air, augmentant ainsi le risque potentiel d’exposition. Ceci est

confirmé par la comparaison des concentrations de NTM entre les procédés ouverts et fermés, qui
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révele des concentrations significativement plus élevées au niveau des procedés ouverts (1,70 x
10° CG/m?) par rapport aux procédés fermés (1,08 x 10* CG/m?).

Plusieurs études indiguent que le confinement ou la couverture de certains procédés de traitement,
ainsi que la réduction de la surface d’eau libre par confinement total ou couvert partiel ou des unités
fermées, contribuent a limiter la propagation des bioaérosols dans I’air et le risque d’exposition
(Kataki et al., 2022; Tchobanoglous et al., 2011).

L’effet de I’emplacement des procédés a I’intérieur dans des pieces fermées ou a I’extérieur a 1’air

libre a été aussi investigué (Figure 4.11).
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Figure 4.11 Comparaison des concentrations des cibles microbiologiques dans I’air entre les
procédés situés a I’intérieur et a 1’extérieur des stations d’épuration des eaux usées (* :0,01 <p <

0,05; **:0,001 <p <0,01)

La Figure 4.11 révéle une différence notable entre les concentrations des différentes cibles

microbiologiques mesurées dans 1’air au niveau des procédes situés a I’intérieur et a I’extérieur. Il
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est toutefois difficile de comparer ces deux milieux en raison des différences d’environnement
(facteurs environnementaux), de dilution et de ventilation. Les concentrations étaient globalement
plus faibles a I’extérieur qu’a I’intérieur, particuliérement pour les bactéries totales, E. coli et P.
aeruginosa, pour lesquelles les différences étaient statistiquement significatives. Ces résultats
indiquent que les procédés situés a I’extérieur présentent un moindre risque d’exposition aux
bioaérosols que les procédés intérieurs, ce qui peut étre expliqué par une dilution plus efficace liée
au vent et a 1'espace ouvert. Ces observations soulignent I’importance des conditions optimales de

dilution, notamment une bonne ventilation et une configuration spatiale appropriée.

L’influence de la vitesse du vent sur les concentrations de ces bactéries a également été étudiée au
niveau des procédés situés a I’extérieur. Seules les bactéries totales (n = 40) et Legionella spp (n
= 26) ont montré une corrélation négative et significative avec cette variable (r = -0,3530 et r = -
0,4272, respectivement). Pour chaque station d’épuration incluse dans 1’analyse, les vitesses
moyennes du vent ont été obtenues aupres de la station météorologique la plus proche disposant de
ces données, et correspondent a la période d’échantillonnage de chaque point concerné. Une
augmentation de la vitesse du vent favorise la dispersion des bioaérosols et entraine une diminution
de leur concentration locale. Un vent plus fort disperse les microorganismes dans 1’atmosphere, ce
qui réduit la charge bactérienne mesurée a proximité immédiate des sources d’émission (Wang, Y.,
Lan, et al., 2018b). Jabeen et al ont indiqué qu’a 50 m sous le vent d’une station, la concentration
de bactéries viables dans I’air peut étre jusqu’a 10 fois inférieure a celle relevée au niveau de la
source (Jabeen et al., 2023). Le vent peut remettre en suspension des microorganismes déposes sur
des surfaces humides telles que I'eau ou les boues, mais cet effet est rapidement atténué par leur
dilution dans I'air ambiant (Tian et al., 2022).

4.3 Corrélation entre les concentrations dans I’eau et dans P’air

Pour évaluer la relation entre les concentrations des bactéries dans 1’eau et dans I’air, seuls les
échantillons collectés aux procédés non-couverts et en intérieur ont été considéres (n = 47). Les
concentrations de cibles microbiologiques mesurées dans 1’eau ne montrent pas de corrélation
significative avec celles relevées dans I’air (coefficients allant de 0,09248 pour les NTM a 0,2588

pour les bactéries totales) (Figure 4.12).
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Figure 4.12 Corrélation entre les différentes cibles dans 1’air et I’eau

Les concentrations des cibles microbiologiques présentes dans les eaux usées ne montrent aucune
corrélation avec celles mesurées dans 1’air. Ce résultat souligne la complexité des interactions entre
les phénomeénes d’aérosolisation et de dilution, et leur influence respective sur les concentrations
des bioaérosols. Il met également en évidence I’impact variable (poids relatif) de chaque facteur
impliqué sur les concentrations observées dans l'air, ainsi que 'influence de divers parameétres

environnementaux sur ces concentrations.

4.4 Adequation entre les concentrations bactériennes mesurées dans I’air et les
résultats de I’analyse qualitative
Une analyse qualitative a été réalisée sur site par 1’équipe de recherche puis validée a travers des

rencontres avec les opeérateurs et les gestionnaires de chacune des stations. Pour rappel, deux

grandes catégories de phénomenes ont été évaluées : les facteurs liés a I’aérosolisation des bactéries
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vers Dair et les facteurs liés a la dilution. Les résultats de 1’évaluation entre les 15 stations sont

présentés a la Figure 4.13.
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Figure 4.13 Heatmap des moyennes des notes de l'analyse qualitative au sein des 15 stations
étudiées: parameétre aérosolisation (moyenne des quatre facteurs d’aérosolisation

vapeur/microgouttelettes, brassage/mélange, aération et chutes d’eaux ou de déchets ou de boues),
parameétre dilution (moyenne des deux facteurs de dilution des bioaérosols : configuration spatiale,
ventilation), et parametre potentiel d’exposition (moyenne des paramétres aérosolisation et

dilution).

L'analyse qualitative par station permet d'avoir une idée globale des conditions d'aérosolisation et
de dilution des bioaérosols dans chaque station, offrant ainsi une vue d'ensemble et une prévision

du degré de concentration en bioaérosols. La Figure 4.13 illustre cet aspect.

Les facteurs d’aérosolisation se rapprochant du score maximal (5) indiquent une génération
importante de bioaérosols, alors qu‘'un score minimal (0) signifie une absence totale de génération.

De méme, pour les facteurs de dilution, un score élevé (5) indique une dilution faible, tandis qu'un
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score minimal (0) correspond a une dilution maximale, typique des procédés réalisés a I’air libre.
Cette notation permet d’évaluer et d’anticiper le risque d’exposition. L’état optimal correspond
donc a une faible génération de bioaérosols combinée a une dilution maximale, réduisant ainsi
considérablement les risques d’exposition pour les travailleurs. Inversement, un score élevé
d’aérosolisation associ¢ a une faible dilution représente un risque treés élevé. Quelle que soit
I’intensité de génération des bioaérosols, la dilution reste un facteur essentiel a investiguer afin de
réduire significativement les concentrations dans I'air ambiant. Le taux de ventilation doit étre
ajusté en fonction de la configuration spatiale des installations pour optimiser le renouvellement
d’air. Enfin, la ventilation doit &tre congue et étudi¢e avec attention afin d’éviter tout effet inverse,

c’est-a-dire une éventuelle génération supplémentaire de bioaérosols au lieu de leur dilution.

Une analyse plus détaillée par procédé est effectuée par la suite. Toutefois, l'interprétation par
moyennes a l'échelle des stations est complexe en raison des différences entre les procédés
échantillonnés dans chaque station, leurs conditions de fonctionnement, leur emplacement
(intérieur ou extérieur), ainsi que des variations des facteurs d'aérosolisation et de dilution associeés.
L'analyse par procédé au sein des différentes stations permet de tirer des conclusions précises et
des interprétations sur la prédiction des concentrations des bioaérosols, en fonction des conditions
favorisant le transfert des microorganismes de I'eau vers l'air ainsi que des facteurs responsables
de leur dilution, en déterminant notamment les relations entre ces différents paramétres. Cette
approche permet ainsi d'établir des interprétations spécifiques a chaque procédé et d'évaluer
rapidement le niveau de risque grace a une méthode simple et pratique. Les informations relatives

aux 15 stations incluses dans cette étude sont résumées dans le tableau 3.1.

\

Le potentiel d’exposition €tabli a partir de cette analyse qualitative a permis d’identifier les

procédés présentant un risque élevé d’exposition aux bioaérosols (Figure 4.14).
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Figure 4.14 Heatmap des potentiels d’exposition des différents procédés investiguées au sein des
15 stations étudiées. Seulement les procédés échantillonnés 3 fois ou plus ont été analysés dans

cette section.

La vis d'Archiméde présente le potentiel d'exposition le plus élevé, atteignant 68,33 %. Ce
pourcentage élevé est principalement di a la forte agitation des eaux induite par le mouvement
mécanique de la vis, qui permet I'ascension des eaux usees vers les étapes suivantes du traitement.
En plus de ce brassage intense, I'eau chute également a plusieurs reprises a différentes hauteurs lors
de son ascension, provoquant des éclaboussures ressenties sur la peau et observées sur les surfaces
adjacentes. Par ailleurs, deux des trois vis d’Archimede étudiées €taient situées dans des piéces
étroites, ce qui augmente le score attribué a la configuration spatiale et contribue considérablement
a ce potentiel d'aérosolisation élevé. De méme, une ventilation insuffisante, relevee pour deux des

trois installations étudiées, accentue davantage ce risque élevé d'exposition. Ce constat souligne un
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risque sanitaire important pour les travailleurs opérant a proximité des vis d'Archiméde et met en

évidence la nécessité de mesures préventives specifiques a ce type de procéde.

Les biofiltres en modes filtration et lavage présentent également des pourcentages élevés de
potentiel d'exposition (46,50 % et 57,81 %, respectivement). La forte agitation observée dans les
bassins des biofiltres, particuliecrement marquée durant la phase de lavage, ainsi que les chutes
d'eau aux points d'entrée ou de sortie des bassins, contribuent directement a ce potentiel ¢levé
d’exposition. De plus, l'aération intense appliquée aux biofiltres participe fortement a ce
pourcentage ¢levé de potentiel d’exposition. La perception fréquente de microgouttelettes sur la
peau ou l'observation de vapeur amplifie également ce phénomeéne. Par ailleurs, les scores élevés
obtenus pour les facteurs liés a la dilution accentuent davantage ce potentiel, notamment lorsque
les biofiltres sont installés dans des espaces restreints ou lorsque la ventilation y est insuffisante.
Ainsi, les biofiltres représentent une source de risque d’exposition aux bioaérosols pour les
travailleurs des stations d’épuration, ce qui nécessite la mise en place de mesures préventives
adaptées.

A P’inverse, le décanteur présente le pourcentage de potentiel d'exposition le plus faible (25,63 %).
Ce procéd¢ se caractérise par des conditions peu agitées, sans turbulence ou aération, avec
seulement de faibles chutes d'eau, et sans perception de microgouttelettes ni observation de vapeur.
Ces conditions expliquent principalement le faible niveau d'exposition observé pour ce type de
procédé. Ainsi, le décanteur représente un risque d'exposition aux bioaérosols relativement faible

pour les travailleurs.

4.4.1 Aérosolisation

Les bactéries totales, NTM, Legionella spp, E. coli et P. aeruginosa présentent une corrélation
positive et significative avec le parameétre aérosolisation, défini comme la moyenne de quatre
facteurs favorisant la mise en suspension (Figure 4.15). Le paramétre d’aérosolisation comporte
quatre facteurs susceptibles de contribuer a la génération des bioaérosols : 1’agitation des eaux de
surface (brassage, mélange ou turbulence), les chutes d’eau, de boues ou de déchets, I’aération des
procédés, ainsi que la présence visible de vapeur ou la perception de microgouttelettes sur la peau.
Chacun de ces facteurs a été évalué individuellement selon une échelle allant de 0 & 5. Ainsi,
I’agitation des eaux de surface obtient un score de 0 pour un milieu calme sans aucun mouvement,

tandis qu'un score de 5 correspond a une agitation maximale du bassin. De méme, les chutes d’eau
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ou de boues regoivent un score de 0 en absence totale de chutes et atteignent 5 lorsqu’elles sont
nombreuses et/ou de grande ampleur. Concernant 1’aération des procédés, un score nul (0) est
attribué aux procédés sans aération, tandis que les procédés fortement aérés par insufflation,
succion ou brassage obtiennent un score maximal de 5. Enfin, I’absence compléte de vapeur visible
ou de microgouttelettes ressenties sur la peau correspond a un score de 0, alors que les observations
maximales de ces phénomenes sont associées a un score de 5. Cette approche permet de caractériser
précisément les conditions favorables a 1’aérosolisation et de mieux anticiper les risques liés a

I’exposition aux bioaérosols.
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Figure 4.15 Heatmap des concentrations des cibles microbiologiques dans 1’air et les notations des
facteurs du paramétre d’aérosolisation : Vapeur/Microgouttelettes, Brassage/Mélange, Aération et
Chutes (* :0,01 <p <0,05; **:0,001 <p<0,01; ***:p<0,001)
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Les bactéries totales, NTM, Legionella spp. et E. coli montrent une corrélation significative et
positive avec le parametre d’aérosolisation (Figure 4.15). Les facteurs brassage/mélange et aération
apparaissent comme les meilleurs indicateurs d’aérosolisation, en raison de leur corrélation
significative avec ces cibles microbiologiques, tandis que le facteur chute est particuliérement
corrélé avec P. aeruginosa. Ainsi, ces facteurs peuvent étre considérés comme des outils pertinents
et représentatifs pour évaluer le potentiel d’aérosolisation des bactéries étudiées. Ces résultats sont
en accord avec I’étude de Sanchez-Monedero et al. (2008) qui a déemontré que les bassins de
décantation générent moins d’aérosols en raison de leur fonctionnement basé sur la stabilisation de
I’eau. L’étude a également confirmé que 1’aération joue un rdle clé dans la production de
bioaérosols. L’influence de 1’agitation de 1’eau sur 1’aérosolisation a également été rapportée par

I’étude de Brandi et al. (Brandi et al., 2000).

A I’inverse, les chutes d’eau et la présence de vapeur ou de microgouttelettes n’ont pas montré de
corrélation avec les concentrations bactériennes dans 1’air et ne constituent donc pas des facteurs
déterminants. Cette absence de corrélation pourrait étre due a I’écoulements en chute libre forment
des gouttes relativement grosses, qui retombent rapidement dans I’eau avant de pouvoir étre
entrainées par ’air (Burdsall et al., 2021). De plus, les chutes des boues ou des déchets ou sont
souvent brefs, intermittents et localisées. Les bioaérosols formés par ces chutes se diluent
rapidement et ne persistent pas.

La condensation de la vapeur augmente la taille des gouttelettes, accélérant leur dép6t, réduisant

ainsi leur temps de suspension dans 1’air (Nazaroff, 2016; Wong et al., 2010).

Ces résultats suggerent que 1’agitation et 1’aération influencent plus fortement la présence des
bactéries dans I’air que les chutes d’eau ou la vapeur. Lorsque I’eau ou les boues chutent, de grosses
gouttelettes avec des taux de sédimentation élevés sont générées, ce qui entraine leur dépot rapide
au lieu de rester en suspension dans I’air (Yang, J. et al., 2025). En revanche, les procédés
impliquant une aération ou une forte turbulence de surface génerent de petites microgouttelettes
capables de rester en suspension plus longtemps (Lhuissier & Villermaux, 2012). Ainsi, I’agitation
de surface et ’aération constituent de meilleurs indicateurs d’aérosolisation, en plus d’étre

facilement observables et évaluables par les opérateurs.
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4.4.2 Dilution des bioaérosols

L’influence de la configuration spatiale et de I’intensité¢ de la ventilation dans les zones ou se
déroulent les processus de traitement a été examinée (Figure 4.16). Ces deux facteurs ont été
évalués sur une échelle de 0 & 5. Pour la configuration spatiale, un score de 0 correspond aux salles
les plus spacieuses, tandis qu’un score de 5 indique les espaces les plus restreints. Pour la

ventilation, 0 représente une ventilation maximale, et 5 indique une ventilation minimale.
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Figure 4.16 Heatmap des concentrations des cibles microbiologiques dans 1’air et les notes
attribuées pour les facteurs configuration spatiale de la piece et ventilation, utilisés pour calculer le
paramétre de dilution (* :0,01 <p <0,05)
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Les concentrations des différentes cibles microbiologiques n’ont pas montré de corrélation avec le
parametre de dilution, qui regroupe les deux facteurs censés contribuer a la réduction des
concentrations de bioaérosols. Ce résultat suggere que ce parametre n’a pas €té suffisamment
efficace pour diminuer les concentrations de bactéries dans 1’air générées par les procédés de
traitement. Cette inefficacité peut s’expliquer par la complexité de 1’évaluation des facteurs de
dilution ainsi que par les interactions potentiellement non linéaires avec les facteurs
d'aérosolisation. Pour qu’un effet de dilution soit réellement efficace, il doit dominer 1’influence
des facteurs d’aérosolisation. Le taux de ventilation, en particulier, doit étre adapté au volume de
la piéce pour garantir un renouvellement d’air optimal. Il est également essentiel que la ventilation
soit bien congue et correctement dirigée, afin d’éviter un effet inverse, c’est-a-dire la remise en
suspension des microorganismes dans I’air au lieu de favoriser leur élimination. Par ailleurs,
I’analyse de la relation entre le taux de renouvellement d’air (calculé) et les concentrations des
cibles microbiologiques dans 1’air n’a révélé aucune corrélation significative. Cela suggere que,
dans les procédés pour lesquels le taux de ventilation a pu étre estimé (Bactéries totales : n =31 ;
NTM : n=33; Legionellaspp.:n=24;E.coli:n=24;P. aeruginosa : n = 23), ce parametre ne
s’est pas avéré efficace pour diluer les concentrations de bioaérosols. Le taux de renouvellement
d'air dans les stations d'épuration des eaux usées doit étre rigoureusement évalué et maintenu de

maniere réguliére.
4.5 Analyse en composantes principales (ACP) :

L'analyse en composantes principales (ACP) réalisée a permis d'étudier les relations entre les
bactéries ciblées (bactéries totales, NTM, Legionella spp., E. coli et P. aeruginosa) et les
parametres influencant leur présence dans l'air, soit I’aérosolisation (moyenne des facteurs
vapeur/microgouttelettes, chutes, brassage/mélange et aération) et la dilution (moyenne des
facteurs configuration spatiale et ventilation) (Figure 4.17).
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Figure 4.17 Analyse en composantes principales (ACP) entre les différents facteurs qui influencent
les concentrations des différentes cibles microbiologiques dans 1’air (n = 55). Pour cette analyse,

seulement les procédés a I’intérieur et ouvert ont été étudiés.

Cette analyse en composantes principales (PCA) a sélectionné trois axes principaux (PC1, PC2 et
PC3) qui, a eux seuls, expliquent 66,64 % de la variance totale des données, représentant ainsi les
principaux phénomeénes observes. La distribution des variables sur les deux premiers axes (PC1 et
PC2) révele une structuration autour de deux phénomeénes majeurs : 1’aérosolisation et la dilution.
Le premier axe (PC1) est dominé par le paramétre d’aérosolisation et ses facteurs associés, a savoir
le brassage/mélange, 1’aération, les chutes et la présence de vapeur ou de microgouttelettes. Le
second axe (PC2) est quant a lui structuré autour du parametre de dilution, intégrant la ventilation

et la configuration spatiale de la piéce. Parmi les cibles microbiologiques, Pseudomonas
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aeruginosa présente une corrélation avec les facteurs d’aérosolisation, ce qui suggére une influence
marquée des conditions favorables a la génération de bioaérosols sur cette bactérie. Suivent dans
I’ordre Legionella spp., E. coli, les bactéries totales, puis les NTM, qui montrent une corrélation
positive décroissante avec 1’aérosolisation. A P’inverse, E. coli, les bactéries totales, Legionella
spp. et les NTM sont orientées a 1’opposé des vecteurs de dilution, ce qui indique qu’une dilution
efficace (& travers une bonne ventilation et une configuration spatiale favorable) tend a réduire
leurs concentrations dans 1’air, contrairement a P. aeruginosa, qui semble correle positivement
avec la dilution. Parmi les facteurs d’aérosolisation, le brassage et 1’aération apparaissent comme
les contributeurs les plus marquants, tandis que les chutes et la vapeur/microgouttelettes ont un
impact plus modéré sur le processus d’aérosolisation. En ce qui concerne la dilution, les deux
facteurs évalués (ventilation et configuration spatiale) participent de maniere cohérente et efficace
au parametre global. Enfin, le potentiel d’exposition montre une forte corrélation avec le parametre
d’aérosolisation, indiquant qu’une génération accrue de bioacrosols augmente le risque
d’exposition pour les travailleurs. Ce méme potentiel d’exposition est inversement corrélé au
parametre de dilution, soulignant que des conditions de dilution optimales sont essentielles pour

atténuer ce risque.

4.6 Notes des facteurs et paramétres de la grille d’évaluation et concentrations

de bactéries totales dans I’air

Dans cette section, les concentrations des bactéries totales ainsi que les scores attribués aux
facteurs qualitatifs en collaboration avec les gestionnaires et les opérateurs des stations sont
présentés et discutés pour le dégrilleur. L’analyse détaillée des notes des différents facteurs pour

les autres procédés analysés est présentée dans 1I’annexe B ainsi qu’un résumé des observations.

Les concentrations des différentes cibles microbiologiques dans I’air ainsi que les scores
(notations) attribués a chaque parameétre pour les dégrilleurs échantillonnés au sein des 13

différentes stations sont illustrées dans la Figure 4.18.
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1 2,25E+02 3.5 2 0 0.5 0 0 0.1 2.3 1.4 |Confiné et enterre
2 2.70E+03 3.5 1 3.5 2 0 0 1.375 2.25 1.8125 |Fermé et dans une picce sépare
3 1.25E+04 4.5 3 0.5 3 0.5 0 1 3.75 2,375 |Dilution inefficace: petite picce et faible ventilation
4.1 2.30E+03 3.5 1 1 1 0 3.5 1.4 2.3 1.8 [Dilution efficace : porte ouverte
4.2 9,29E+03| 2.5 2,5 2 2,5 0 4 2,1 2,5 2.3 |Dilution efficace : porte ouverte
5 4.50E+04 3 3.5 1 1.5 0 1 0.9 33 2.1 |Dilution inefficace
6 3.36E+04 4 35 1 3 0 3 1,75 3,75 2,75 |Dilution inefficace
7 1.5 3 2 3.5 0 2,5 2 2,25 2.125 |Faible ventilation dans une salle trés volumineuse
8 1.61E+05 2.5 0.5 3.5 3 0 5 2,875 1.5 2.1875 |Influence des procédés adjascents/forte aérosolisation
9 5.66E+03 2.5 2.5 2.5 3.5 0 5 2.8 2.5 2.6 |Dilution modérée mais efficace face a I'aérosolisation
10 1,98E+05 3.5 3 0 1,75 0 4 1.4375 3.25 |[2.34375 | Dilution modérée mais efficace face 4 I'aérosolisation
11 2,11E+03 2,5 1,5 3 1 0 2 1,5 2,0 1.8 |Dilution efficace
14 1,71E+05 2.5 3.5 2 2 1 4 2.3 3.0 2.6 |Dilution inefficace
15 3,64E+05 1.5 1 2.5 3.5 0.5 4 2.6 1,3 1.9 |Influence des procédés adjacents
Moyenne
des 2,50E+05| 2.93 2,25 1,75 2,27 0.14 2,71 1,72 2,59 2,15
procédés

Figure 4.18 Concentrations des bactéries totales et évaluation des facteurs d’aérosolisation et de
dilution pour les dégrilleurs échantillonnés dans les 13 stations. Deux dégrilleurs ont été étudiés a
la station 4 : 4.1 - Dégrilleur de traitement des affluents réguliers ; 4.2 - dégrilleur de traitement

des eaux industrielles.

L’analyse des différents dégrilleurs, fondée sur les concentrations de bactéries totales et les scores
attribués aux facteurs qualitatifs, a permis de mieux comprendre les mécanismes d’aérosolisation
et de dilution, ainsi que les situations spécifiques pouvant influencer les concentrations
bactériennes dans 1’air sous des conditions bien définies. Certaines situations ont été associées a
une réduction du risque d’exposition, telles que le confinement des équipements, I’enfouissement
des dégrilleurs, leur implantation dans des pieces séparées, I’ouverture des portes pour favoriser la
ventilation, ou encore Iefficacité des systémes de ventilation. A I’inverse, d’autres conditions ont
contribué a une augmentation des concentrations de bioaérosols, notamment une ventilation
inefficace, I’influence de procédés adjacents, ou un taux de renouvellement d’air insuffisant. Ces
situations ont pu étre identifiées et caractérisées grace a ’approche qualitative basée sur la notation

des facteurs d’aérosolisation et de dilution.

La méme analyse a été effectuée pour les autres procédés €tudiés dans I’annexe C.
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CHAPITRES CONCLUSION ET RECOMMANDATIONS

Les conclusions et les recommandations présentées dans ce mémoire ont été formulées a partir des
résultats obtenus pour les microorganismes ciblés. Il convient de noter que ces conclusions et
recommandations peuvent différer pour d'autres microorganismes, en fonction de leurs
caractéristiques spécifiques, telles que leur pathogenicité, leur dangerosité, et d'autres facteurs

influengant leur comportement.

Cette étude identifie les principaux indicateurs des concentrations bactériennes en suspension dans
I’air au sein des stations d’épuration des eaux usées. Les bactéries totales, NTM, Legionella spp,
E. coli et P. aeruginosa ont été détectées dans les eaux usées et dans 1’air. Les bactéries totales
présentent les concentrations les plus élevées dans les eaux usées, avec une médiane proche de 101°
CG/L ou CG/g, et une plage s’étendant de 10° a prés de 10" CG/L ou CG/g. Les mycobactéries
non tuberculeuses (NTM) affichent également des concentrations élevées, avec une médiane
proche de 10° CG/L ou CG/g, comprise entre environ 10* et 10'' CG/L ou CG/g. Legionella spp.
présentent une concentration médiane d’environ 10’ CG/L ou g, avec une variabilité allant de 10*
a 10 CG/L ou CG/g. La médiane pour E. coli est estimée a 10®* CG/L ou CG/g, avec une étendue
de 10* a 10" CG/L ou CG/g. Enfin, Pseudomonas aeruginosa montre les concentrations les plus
faibles, avec une médiane autour de 10° CG/L ou CG/g et des valeurs allant de 10? a 10° CG/L ou

CGl/g, témoignant d’une grande variabilité selon les échantillons.

Des corrélations élevées et significatives ont été observées entre les bactéries totales et les autres
microorganismes dans les eaux usées, notamment E. coli (r = 0,8270), Legionella spp. (r = 0,7853)
et P. aeruginosa (r = 0,7254). La corrélation est plus modérée avec les NTM (r = 0,5296), mais
reste significative. Ces résultats indiquent qu’une augmentation des concentrations en bactéries
totales dans les eaux usées est généralement associée a une augmentation des autres cibles
microbiologiques. Ainsi, les bactéries totales pourraient étre utilisées comme indicateurs des autres
bactéries, simplifiant la surveillance sans nécessiter d’analyses spécifiques sur chaque
microorganisme a la source. Les concentrations varient néanmoins selon les étapes de traitement

et la nature des procédés impliqués.

Les concentrations en bactéries totales dans 1’eau présentent également des corrélations
significatives avec les parametres physico-chimiques tels que les MES (r = 0,7568), les MVES (r

= 0,7557) et la turbidité (r = 0,7300). Les mémes tendances sont observées pour les autres cibles
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microbiologiques, ce qui suggeére que ces parametres peuvent servir de bons indicateurs indirects
des charges bactériennes a la source. Un traitement efficace des eaux usées réduisant les matieres
en suspension, les matiéres volatiles en suspension et la turbidité devrait donc également contribuer

a diminuer les concentrations microbiennes.

Dans I’air, les cinq cibles microbiologiques ont été détectées avec des concentrations moyennes
pouvant atteindre 10° CG/m? pour les bactéries totales. Ces cibles présentent des corrélations entre
elles dans 1’air, avec des coefficients de corrélation de Spearman variant entre 0,74 et 0,82,
indiquant que la quantification d’une seule cible peut €tre une bonne estimation des autres. Cette
observation ouvre la possibilit¢é d’optimiser la surveillance en ciblant un seul indicateur
représentatif, réduisant ainsi les codts, le temps et les efforts requis. Les concentrations tendent a
diminuer au fur et a mesure de I’avancée dans la chaine de traitement, bien que certaines conditions
puissent favoriser leur augmentation, notamment dans les étapes de traitement des boues,
reconnues pour leur forte émission de bioaérosols. Les procédés de la filiere solide présentent

d’ailleurs des concentrations aériennes supérieures a ceux de la filiére liquide.

L’humidité relative corréle significativement avec les concentrations des cing cibles
microbiologiques dans I’air (r variant de 0,2278 a 0,4983). Cette variable simple a mesurer pourrait
ainsi étre utilisée comme indicateur indirect du niveau de bioaérosols dans 1’air en présence de
procédés générateurs de bioaérosols. Toutefois, I’humidité relative a elle seule n’est pas un
indicateur de la concentration en bioaérosols dans I’air. La superficie des bassins a également une
influence sur les concentrations des bioaérosols. Des corrélations significatives ont été observées
entre cette variable et les concentrations de bactéries totales (r = 0,3311), NTM (r = 0,3761),
Legionella spp. (r = 0,5123) et P. aeruginosa (r = 0,3673). Ces résultats suggerent que la réduction
des surfaces ou le confinement des bassins pourraient réduire efficacement les émissions de

bioaérosols et donc les risques pour la santé des travailleurs.

Les procédés situés a I’intérieur présentent des concentrations de bioaérosols plus élevées que ceux
installés a I’extérieur. Cela met en évidence I’importance d’un renouvellement d’air efficace, assuré
notamment par la ventilation, et par une configuration spatiale favorisant la dilution des
contaminants. La mise en extérieur des procédés constitue donc une stratégie efficace de réduction
de I’exposition. Ce résultat est appuyé par des corrélations négatives et significatives entre les

concentrations de bactéries totales et de Legionella spp. et la vitesse du vent (r =-0,3530 et r = -
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0,4272, respectivement), confirmant que 1’augmentation du vent favorise la dilution des

bioaérosols localement.

L’absence de corrélation entre les concentrations bactériennes mesurées dans 1’eau et dans 1’air
s’explique par la complexité des mécanismes d’aérosolisation, de dilution et de dispersion, ainsi
que par leurs poids relatifs variables et I’influence des facteurs environnementaux. Ces dynamiques

montrent que la seule concentration en eau n’est pas un bon prédicteur du risque aérien.

Un outil qualitatif a été développé dans cette étude, basé sur un systéme de notation des procédés
selon leur potentiel d’aérosolisation (brassage, aération, chutes, microgouttelettes) et de dilution
(ventilation, configuration spatiale), chacun évalué de 0 a 5. Ce systéeme permet d’identifier les
situations a risque et d’estimer un potentiel d’exposition. La vis d’Archimede présente le potentiel
d’exposition le plus élevé (68,33 %), ce qui souligne la nécessité de mesures de prévention
specifiques a ce procédé. Le brassage et ’aération apparaissent comme des indicateurs fiables de
I’aérosolisation dans les bassins. Les parametres de dilution doivent également étre pris en compte
avec soin pour éviter I’effet inverse d’une ventilation mal congue, qui pourrait remettre en

suspension les microorganismes au lieu de les éliminer.

Cet outil qualitatif se distingue par sa simplicité d’application, sa lisibilité et son accessibilité aux
opérateurs de terrain. Il constitue une méthode rapide, non codteuse et facilement intégrable aux

pratiques de gestion pour prévenir les risques d’exposition.
Recommandations :

Les conclusions tirées des résultats obtenus permettent de formuler un ensemble de

recommandations concrétes.

e Les parametres physico-chimiques doivent étre interprétés, en plus de leur réle habituel,
comme des indicateurs potentiels de la charge microbienne. Cette approche peut améliorer
la surveillance a la source

e La réduction des surfaces de bassin, le confinement des unités, ou leur installation en
extérieur sont des stratégies efficaces pour limiter I’émission de bioaérosols

e L’implantation des procédés dans des salles séparées est recommandée pour éviter

I’accumulation de bioaérosols dans une méme piece
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e Les opérateurs doivent éviter de rester dans les zones mortes de ventilation, propices a
I’accumulation des bioaérosols (comme les zones situées pres des murs ou les espaces peu
affectés par les flux de ventilation)

e La ventilation doit étre vérifiée régulierement et concue en tenant compte de la
configuration spatiale des locaux, afin de garantir un renouvellement d’air efficace, sans
générer une remise en suspension indésirable des microorganismes

e Les technologies de traitement des eaux usées doivent intégrer la problématique de
I’aérosolisation et étre concues de maniére a limiter efficacement I’émission de

microorganismes de 1’eau vers 1’air.
Impact de la recherche :

Les résultats préliminaires ont été communiqués aux stations ayant participé au projet, permettant
ainsi d’informer les gestionnaires et opérateurs des concentrations bactériennes mesurées dans 1’air
des stations. Cette approche a favorisé une sensibilisation accrue aux risques d’exposition aux
bioaérosols générés par les procédés de traitement, tout en répondant aux préoccupations des
opérateurs en confirmant la faible concentration dans les locaux de contréle et les ateliers de travail.
Cette étude a permis d’initier la rédaction d’un article scientifique (en cours) et les résultats ont été
présentés sous forme d’affiche a la conférence scientifique International Water Association (IWA
2024), a Toronto. Les travaux réalisés génereront des résultats qui seront également intégrés dans
de futurs articles rédigés dans le cadre du projet de doctorat de deux étudiants travaillant sur le

sujet.
Perspectives de recherche

Bien que cette étude ait permis d’identifier plusieurs facteurs influengant le risque d’exposition,
elle n’évalue pas directement les niveaux réels d’exposition des travailleurs. Des recherches
supplémentaires sont nécessaires pour analyser les marqueurs biologiques d’exposition dans le
sang des travailleurs et pour utiliser des échantillonneurs d’air portables afin d’évaluer I’exposition
en fonction des taches effectuées, des procédés rencontrés et du temps passé au sein des stations

de traitement.

Le taux réel d’émission des cibles microbiologiques de 1’eau vers 1’air n’a pas encore été clairement
défini. Des essais en laboratoire, utilisant des solutions & concentrations connues dans les eaux

usées et soumises a différents scénarios controlés d’aérosolisation et de dilution, seraient essentiels
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pour mieux quantifier ce phénomene. Il serait également important de déterminer le poids relatif
de chaque facteur d’aérosolisation et de dilution sur les concentrations mesurées dans 1’air. Par
ailleurs, la mise en place de tests précis sur les taux de renouvellement d’air, en lien avec I’efficacité

de la dilution, constitue un autre axe de recherche a approfondir.

Enfin, I’évaluation de la viabilité des microorganismes permettrait de mieux comprendre leur
potentiel infectieux, tandis que I’impact des variations saisonnicres sur les concentrations de
bioaérosols mérite d’étre approfondi. Ces résultats pourraient ¢galement étre intégrés aux études
d’évaluation quantitative des risques microbiologiques (EQRM) afin de raffiner les stratégies de
gestion des risques liés a I’exposition aux bioaérosols dans les environnements de traitement des

gaux usées.
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ANNEXE A LES CAMPAGNES D’ECHANTILLONNAGE DE LA PHASE

Tableau A.1 Calendrier d’échantillonnage : Phase 1 : Eté 2023

1

Dimanche Lundi Mardi Mercredi Jeudi Vendredi Samedi
2 3 4 5 6 7 8
STEU 1 STEU 2*
9 10 11 12 13 14 15
§ STEU 3 STEU 4 STEU 5*
N
k)
= 16 17 18 19 20 21 22
=
STEU 6* STEU 7 STEU 8
23 24 25 26 27 28 29
STEU 9 STEU 10 STEU 11
. 30 31 1 2 3 4 5
58
< N STEU 12* STEU 13 STEU 14 STEU 15*

* : Station visitée avant la campagne d’échantillonnage
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ANNEXE B PARAMETRES PHYSICO-CHMIQUES ET LES CONCENTRATIONS BACTERIENNES

Tableau B.1. Parametres physicochimiques, les concentrations des cibles microbiologiques dans les eaux usées et les mesures de

I’humidité relative dans 1’air

pH MES MVES Turbidité Humidité Bactéries NTM (CG/L) Legionella spp E. coli (CG/L) P. aeruginosa
(mg/L) (mg/L) (NTU) relative (%) totales (CGIL)
(CGIL)
(CGIL)
Maximum 8,1 25450 12683,3 15063,7 91,5 1,95E+11 7,62E+11 4,62E+09 4,03E+10 3,80E+08
Moyenne 7,3 216,3 207,2 660,6 70,1 6,37E+09 3,49E+06 1,96E+07 4,84E+08 5,64E+06
Minimum 54 0 0 0,2 35 7,72E+04 4,39E+03 0,00E+00 0,00E+00 0,00E+00

MES: Matiéres en suspension; MVES: Matieres volatiles en suspension; NTM: Mycobactéries non-tuberculeuses; Legionella spp:

Legionella species; E.coli: Escherichia coli; P. aeruginosa: Pseudomonas aeruginosa
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Figure B.1 Corrélation entre les parameétres physico-chimiques et NTM dans les eaux usées
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Figure B.2 Corrélation entre les parametres physico-chimiques et Legionella spp dans les eaux usées
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Figure B.3 Corrélation entre les parameétres physico-chimiques et E. coli dans les eaux usées
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Figure B.4 Corrélation entre les parameétres physico-chimiques et P. aeruginosa dans les eaux usees
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Tableau B.2. Coefficients de corrélation entre les cibles microbiologiques et les paramétres physico-chimiques

123

Cibles
MES MVES Turbidité pH
Bactéries totales 0,7568 0,7557 0,7300 -0,4213
NTM 0,5911 0,5842 0,6108 -0,3327
Legionella spp 0,7314 0,7533 0,6845 -0,4311
E. coli 0,8107 0,7886 0,8453 -0,3546
P. aeruginosa 0,8034 0,7869 0,7860 -0,3319
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ANNEXE C LES CONCENTRATIONS DES BACTERIES TOTALES ET

LES NOTATIONS DES FACTEURS QUALITATIFS

Tableau C.1 Coefficients de corrélation entre

microbiologiques dans 1’air et les notations des facteurs d’aérosolisation

les concentrations des différentes cibles

Bactéries NTM Legionellaspp | E.coli | P.aeruginosa

totales
Vapeur/

0,1694 0,05994 0,2290 0,1550 0,2577
Microgouttelettes
Chutes 0,2090 0,1477 0,1851 0,1122 -0,04762
Brassage 0,3454 0,3877 0,3323 0,3684 0,4637
Aération 0,3520 0,2584 0,4084 0,2822 0,2130
Aérosolisation 0,3526 0,2862 0,3618 0,2788 0,4106
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Tableau C.2 Coefficients de corrélation entre les concentrations des différentes cibles

microbiologiques dans I’air et les notations des facteurs de dilution

Bactéries NTM Legionellaspp | E.coli | P.aeruginosa
totales
Configuration
0,2719 0,1610 0,1959 0,3297 0,3164
Spatiale
Ventilation -0,2266 -0,1310 -0,1944 -0,1665 0,04392
Dilution 0,003724 -0,007020 0,002080 0,06780 0,2131
Procédé Dessableur
[-Ts] @
a = - = =
- 2 g £ = g g = =
Station = gE = g [ = o = 2 E} E g =2
= = A B T = 'z T3 H g S & =
£ - & = K - £ 3 il H
& & - - g Z - “
= [#]
Dilution efficace - Procédé a
l'extérieur/concentrations enregistrées
1 LOIE+05 auraient pu étre encore plusf faibles.
L’emplacement de I"échantillonneur
dans une zone de faible ventilation (&
coté dun mir: Effet de concentration)
2 1,74E+03 3 Dilution efficace + faible aérosolisation
3 5,71E+H035 2 Dilution inefficace
5 1,59E+H05 Dilution inefficace
6 4 TAE+HM Aérosoliation faible/Dilution efficace
3 121E+05 2 Dilu_tiolil inefficace (zone morte de
ventilation)
10 1,29E+05 Dilution inefficace
12 2,14E+05 Influence des procédés adjacents
13 Effet de concentration par un toit (a
l'extérieur)
Influence des procédés adjacents
Dilution inefficace + Influence des
15 24 i s
procédés adjacents
Moyenne
des 235
procédés

Figure C.1. Concentrations des bactéries totales et évaluation des facteurs d’aérosolisation et de

dilution pour les dessableurs échantillonnés dans les différentes stations
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R g £ | g . 5% g g
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g | 27| & : | i 4 £ | A 5
& © > A O3 B
1 1.98E+03 Dilution efficace : Procédé a I'extérieur
4.1 1.47E+04 Dilution efficace/Influence des procédés adjacents

3.46E+04 Dilution efficace/Influence des procédés adjacents

Aérosolisation importante/Effet de concentration par un mur

Moyenne
des 8.82E+04
procédés

Figure C.2 Concentrations des bactéries totales et évaluation des facteurs d’aérosolisation et de

dilution pour les bassins de boues actives échantillonnés dans les différentes stations
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concentration par des mirs

des
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Figure C.3 Concentrations des bactéries totales et évaluation des facteurs d’aérosolisation et de

dilution pour les décanteurs échantillonnés dans les différentes stations
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Figure C.4 Concentrations des bactéries totales et évaluation des facteurs d’aérosolisation et de
dilution pour les procedés de traitement par les ultraviolets échantillonnés dans les différentes

stations
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Procédé Biofiltre en filtration
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Figure C.5 Concentrations des bactéries totales et évaluation des facteurs d’aérosolisation et de

dilution pour les biofiltres en fonction normal échantillonnés dans les différentes stations
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Procédé Biofiltre en lavage

Station

Bactéries totales
Ventilation
Vapeur/Microgouttelettes
Brassage/Meélange
Aération
Chutte (d'eau ou de
déchets)
Aérosolisation
Dilution
Potentiel d'exposition
Explication

t2 | Configuration spatiale

0,00E+00

i
N
co

Dilution efficace : Procédé a I'extérieur

Dilution inefficace
3.3 |Dilution mefficace

1,15E+06
2.43E+03

Dilution efficace : Procédé a l'extérieur

3

Moyenne
des
procedés

3.97(1.81(2.89

Figure C.6 Concentrations des bactéries totales et évaluation des facteurs d’aérosolisation et de

dilution pour les biofiltres en lavage échantillonnés dans les différentes stations

Procédé Mélangeurs rapides
g
*]
. | Z 2 g C £
= ] g ¥ = = =
L 215|202 | S |2 2 g
s g | 2| 2 S g -G s 5 F =
Stati 7 2|2 £ g% S = 2| €| 2 g
aon | 512255 F 2% [F E = £
52 E|l s 2| 38|~ g < A =R =
3 & | » | T @ b= @ = =
2 - 3| i 2 - 2
3 i C 5
U S
5 1.5 2412826 Dilution inefficace
8 0.5 15| 1 |1.25 Dilution inefficace
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Figure C.7 Concentrations des bactéries totales et évaluation des facteurs d’aérosolisation et de

dilution pour les mélangeurs rapides échantillonnés dans les différentes stations
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Procédé Vis d'Archiméde

Station

Bactéries totales
Configuration spatiale
Ventilation
Brassage/Mé¢lange
Aération
Chutte
Aérosolisation
Dilution
Potentiel d'exposition
Explication

Vapeur/Microgouttelelttes

Dilution efficace : A l'extérieur
Dilution inefficace
Dilution mefficace

Moyenne
des
procédés

4.00|2,83|3.42

Figure C.8 Concentrations des bactéries totales et évaluation des facteurs d’aérosolisation et de

dilution pour les vis d’ Archimede échantillonnés dans les différentes stations
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Procédé Filtre presse a4 boues
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Figure C.9 Concentrations des bactéries totales et évaluation des facteurs d’aérosolisation et de

dilution pour les filtres presses a boues échantillonnés dans les différentes stations




