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En 1943, le microbiologiste américain Claude
Zobell avait montré que, dans un récipient
rempli de liquide, les bactéries colonisant les
parois sont bien plus nombreuses que celles
en suspension dans l'eau. Mais, c’est William
Costerton, qui a d'abord proposé, puis défendu
et finalement popularisé, la notion de “biofilm”,
c'est-a-dire une communauté bactérienne asso-
ciée a une surface.

Dans les années 1970, alors chercheur en post-
doctorat a U'Université de Calgary, au Canada,
William Costerton explore les communautés
bactériennes qui peuplent les cours d'eau. Il
constate que le nombre de bactéries attachées
aux rochers dépasse d'un facteur 1000 a 10 000
celui des bactéries flottant dans l'eau. Dés cette
époque, il souligne que les biofilms représentent
incontestablement le mode de vie normal des
bactéries et le plus adapté a la colonisation
d’environnements divers.

En fait, toute surface non protégée peut donner
lieu a la formation d'un biofilm en présence

d’humidité ; la surface pouvant étre immergée
en permanence, par intermittence ou simple-
ment se trouver dans une atmosphére humide.
Cependant, certaines zones sont plus propices
que d'autres a la production de biofilm : les
lieux ou de fortes concentrations bactériennes
deviennent des sources permanentes de conta-
mination, les interfaces ou les systemes en
écoulement qui apportent régulierement aux
micro-organismes de l'eau et des nutriments.

Dans les réseaux intérieurs de distribution d'eau,
la prolifération bactérienne est essentiellement
liée a la constitution d'un biofilm, qui associe
des composés organiques et minéraux et des
micro-organismes. Véritable réservoir microbien,
qui protege les micro-organismes et concentre
les nutriments, le biofilm est a lorigine de la
contamination de l'eau par le détachement de
fragments ou la libération de bactéries indivi-
dualisées dont l'impact sanitaire peut étre plus
ou moins important.

La maitrise du développement du biofilm dans
les réseaux intérieurs, et par conséquent des
facteurs qui facilitent ce développement, contri-
bue donc a garantir la qualité de l'eau distribuée
au consommateur et le respect des exigences
sanitaires, notamment pour des établissements
recevant des populations sensibles, comme les
établissements accueillant de jeunes enfants,
les établissements de santé ou les établissements
médico-sociaux.
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le Biofilm

1.1 |Définitions

Selon les auteurs, le biofilm peut étre défini
comme :

“une communauté de bactéries agrégées en
microcolonies, enrobées dans une gangue qu’elles
ont sécrétée et adhérant sur une surface inerte
ou biologique” (Costerton et al., 1978). En 1995,
cette définition a été étendue a des systemes
microbiens non associés a des surfaces, des
agrégats ou floculats, seulement caractérisés
par une adhésion interbactérienne (Costerton et
al., 1995)

“des cellules immobilisées sur un support et
fréquemment incluses dans une matrice de
polymeéres extra-cellulaires” (Characklis, 1989)

“un ensemble de micro-organismes et de micro-
colonies de cellules filles, associés entre eux
et/ou aux surfaces et interfaces, et inclus dans
une matrice constituée d’exopolymeres bacté-
riens, de matiére organique et non organique,
ainsi que de macromolécules piégées du milieu
environnant” (Groupe Eau-Santé, 2006)

Le biofilm ne représente pas un simple assemblage
de cellules microbiennes (bactéries, champignons,
algues ou protozoaires) déposées sur une surface.
Il représente plutot un systeme microbien dyna-
mique et structuré, dans une matrice d'origine
biologique, renfermant des éléments chimiques
divers. L'état attaché ou sessile des cellules en
biofilm est plus propice a la croissance des
micro-organismes tandis que l'état libre ou
planctonique des cellules en suspension dans le
milieu est plus favorable a leur dissémination.
L'alternance de ces deux phases permet de
comprendre la persistance et la croissance des
micro-organismes dans les milieux hydriques.

1.2/ La formation
du biofilm

Le cycle de mise en place d'un biofilm sur une
surface s'effectue généralement selon trois étapes
majeures (Center for Biofilm Engineering, Bozeman,
Montana, EU, 2003) :

e [adhésion des cellules bactériennes a la surface,
e la maturation du biofilm, qui correspond a la
multiplication des cellules et la mise en place

d’une architecture particuliere avec production
de la matrice d’exopolymeres,

e le détachement cellulaire permettant la coloni-
sation de nouvelles surfaces.

Un biofilm peut étre considéré comme un équilibre
dynamique entre les phénomenes qui tendent a
en augmenter ['épaisseur [multiplication des cel-
lules qui le composent ou agrégation de nouveaux
organismes planctoniques, en suspension) et les
phénomeénes qui tendent a en réduire l'épaisseur
(mécanismes de détachement].

L'adhésion des cellules
bacteriennes a la surface

L'étape d'adhésion peut étre divisée en quatre
sous-étapes :

a. Mise en place d’un film conditionnant

Les molécules polymériques, organiques ou
inorganiques, présentes dans un milieu aqueux,
sont attirées vers les surfaces et forment le film
conditionnant qui semble nécessaire pour l'adhé-
sion des bactéries sur une surface (Palmer et al.,
2007). Ce film se dépose en lespace de quelques
minutes et peut étre constitué de glycoprotéines,
phosphoprotéines, albumines ou lipides. Il repré-
sente une source de nutriments non négligeable
pour les bactéries favorisant ainsi leur chimio-
tactisme. Ces molécules adsorbées peuvent
aussi modifier les propriétés physico-chimiques
de la surface (charge électrique, hydrophobicité)
permettant d’augmenter l'adhésion bactérienne.
En revanche, des molécules amphiphiles tensio-
actives, synthétisées par certains micro-organismes,
peuvent limiter Uadhésion bactérienne (Bos
et al., 1997)

Linfluence de la rugosité moyenne de la surface
est variable selon les bactéries (Vanhaecke et al.,
1990). La topographie de la surface peut égale-
ment intervenir : plus la surface présenterait
des anfractuosités (crevasses, piglres), plus les
cellules bactériennes y seraient piégées (Holah
et Thorpe, 1990).

b. Transfert des cellules bactériennes
vers la surface

Le transfert des bactéries vers la surface est
le résultat de phénomenes de nature physico-
chimique et biologique.

Plusieurs facteurs physiques peuvent expliquer
ce transfert :
e les mouvements browniens ou transport diffusif ;



¢ la sédimentation, qui est liée a la différence de
gravité entre la cellule bactérienne et le fluide
dans lequel elle se trouve ;

e le transport convectif, d0 aux caractéristiques
hydrodynamiques du fluide environnant (ré-
gime statique, turbulent ou laminaire). Ce type
de transport semble étre particulierement
important pour l'attachement des cellules. Un
régime d'écoulement turbulent favoriserait
l'adhésion en augmentant la probabilité de la
rencontre entre une cellule bactérienne et une
surface.

Le facteur biologique prédominant dans la
phase de transfert est la chimiotaxie. Ce sys-
teme permet a la bactérie de reconnaitre dans
son environnement des substances chimiques
attractives, dont les nutriments, ou répulsives
et d’orienter son déplacement sur de courtes
distances. L'activité flagellaire est alors modifiée
de maniére a orienter le déplacement bactérien
vers les zones favorables (Pratt ef al., 1998).
Un mutant de Pseudomonas aeruginosa non
mobile, doté d'un flagelle incomplet, était inca-
pable de former une couche de cellules sur des
surfaces de PVC, contrairement a la souche
sauvage non mutée, mobile (0'Toole et al., 1998).
Les auteurs imputent cette déficience a linca-
pacité de la souche mutante a se déplacer vers
la surface.

c. Adhésion réversible

La phase d’adhésion réversible résulte de lin-
teraction entre les cellules bactériennes et
un substrat pour des distances globalement
inférieures a 50 nm. Durant cette phase, les
cellules bactériennes subissent toujours des
mouvements browniens et sont facilement
détachables, par exemple par des forces de
cisaillement induites par la circulation d'un
fluide.

Plusieurs approches physico-chimiques ont
été utilisées pour décrire la phase d'adhésion
réversible des bactéries a une surface, ou de
bactéries entre elles.

e la théorie DLVO classique (de Derjaguin, Landau,
Verwey et Overbeek], théorie issue de la phy-
sique des colloides, décrit l'équilibre entre les
forces de Lifshitz - Van der Waals (attractives)
et les forces électrostatiques (attractives ou
répulsives) d'un systéme. Dans le cas d’'un sys-
téme d’interaction micro-organisme / substrat
solide / liquide, ces forces sont représentés par
les potentiels de surface zéta (T) des cellules
bactériennes ou des substrats auxquels elles
adherent.

Les interactions électrostatiques peuvent varier
en fonction du pH et de la force ionique du fluide
environnant. Ladhésion de Pseudomonas fluo-
rescens au verre est ainsi favorisée en milieu
acide (Fletcher, 1998). L'abaissement du pH,
en réduisant la dissociation des groupements
anioniques, diminuerait les forces de répulsion
électrostatiques pouvant exister entre la cellule
bactérienne et la surface. Une diminution de la
force ionique du liquide de suspension aug-
mente la charge négative de surface de Bacillus
subtilis et modifie son comportement bioadhésif
(Garry, 1997). La présence de cations (surfaces
cellulaires, supports) favorise l'adhésion entre
surfaces chargées négativement (Hermansson,
1999).

e lapproche thermodynamique fait intervenir
les énergies libres de surface de tous les
éléments du systeme : cellules bactériennes,
substrat solide, liquide. Le systéme des
surfaces en interaction (substrat/cellule bac-
térienne, substrat/liquide, cellule bactérienne/
liquide) évolue dans le but d’atteindre une
énergie libre minimale, qui favorise l'adhésion
microbienne. Toutefois, cette approche néglige
les forces d’interactions électrostatiques
(Bos et al., 1999).

la théorie DLVO étendue a été développée par
Van Oss en 1986. Plus complete que les deux
premieres théories, elle prend en compte plu-
sieurs interactions non covalentes, qui peuvent
étre électrodynamiques (Lifshitz - Van der Waals),
électrostatiques, donneur/accepteur d'électrons
(acide-base de Lewis) ou le mouvement brow-
nien. D'autres interactions stériques peuvent
également étre prises en compte pour modé-
liser l'adhésion des cellules a une surface.

Ces approches sont des modéles physico-chi-

miques, adaptées a l'étude de l'adsorption de

particules colloidales inertes et bien définies

(formes, charges, etc.). Ladhésion de cellules

bactériennes fait également intervenir d’autres

parametres biologiques qui ne sont pas pris en
compte par ces théories (Hermansson, 1999] :

e l'architecture et la nature des groupements
chimiques, présents a la surface des cellules
bactériennes, a lorigine de leurs propriétés
physico-chimiques de surface,

e la présence d'appendices [flagelles, pili,...) ou
de polyméres (exopolysaccharides, acides tei-
choiques,...] a la surface des cellules,

e une production spécifique a chaque souche de
la plupart des constituants de la paroi cellu-
laire et qui peut évoluer en fonction de l'état
physiologique des cellules (température de
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croissance, stade physiologique, milieu de crois-
sance, ...}, [Hancock, 1991).

d. Adhésion irréversible

Cette derniéere phase ou consolidation correspond
al'ancrage des cellules bactériennes sur la sur-
face et se met en place sur de courtes distances
(1 3 1,5 nm). Elle se distingue de l'adhésion
réversible par limportance des forces nécessaires
au détachement des cellules (grattage, nettoyages
chimiques, ultrasons) (Palmer et al., 2007). Des
systemes de liaisons moléculaires de faible
énergie, mais nombreux, entrent en jeu dans ce
processus et font intervenir des molécules pro-
duites par les cellules bactériennes elles-mémes.

L'étude de la transition entre phase d'adhésion
réversible et phase d'adhésion irréversible chez
différentes bactéries révele l'existence de plusieurs
étapes.

Dans un premier temps, la proximité d'une surface
est percue par la cellule bactérienne. Lhyper-
polarisation de la membrane, par accumulation
d’ions a la surface de la cellule, représenterait un
signal pour la cellule bactérienne, lui indiquant
la proximité d’une surface (Van Dellen ez al., 2008).

Dans un second temps, la synthése de facteurs
cellulaires est induite, consolidant ainsi la position
des cellules adhérentes sur la surface par le
biais d'organites extracellulaires (adhésion des
flagelles ou des pili - Austin et al., 1998) et/ou,
si les cellules possédent lUinformation génétique
et le substrat nutritif nécessaire, par la synthese
de polymeéres extracellulaires.

Le blocage de la synthése des exopolysaccharides
permet de diminuer trés fortement la formation
de biofilm dans un systéme contenant différentes
espéces microbiennes (Cammarota et al., 1998).
De méme, une corrélation a été mise en évidence
par Mack et al. (1996) entre la synthése d'un poly-
saccharide spécifique par certaines souches de
Staphylococcus epidermidis et la formation de
biofilm.

Certaines espéces (Aeromonas spp., Vibrio
parahaemolyticus, Rhodospirillum centenum,
Azospirillum brasilense), expriment, en plus de
leur flagelle polaire, des flagelles secondaires
latéraux dont Uexpression est induite seulement
a proximité d’'une surface (ou en milieu visqueux]
(Merino et al., 2006).

Chez Pseudomonas putida, les génes de biosyn-
thése de polysaccharides ou lipopolysaccharides,

ainsi que des génes impliqués dans la synthese
de fimbriae, sont induits lors des étapes précoces
de formation du biofilm (Sauer et al., 2001).

Chez Pseudomonas aeruginosa, la protéine SadB
augmente la production de polysaccharides Pel
et diminue le taux de changements de rotation fla-
gellaire, entrainant la motilité par “swarming”
ou déplacement sur une surface et favorisant
ainsi ladhésion irréversible (Caiazza et al., 2007).

Chez Escherichia coli, adhésion bactérienne est
dépendante de la présence de pili particuliers,
nommés curli (Saldana et al., 2009).

La maturation et Uarchitecture
du biofilm

Dans des conditions favorables, les cellules
bactériennes ayant adhéré pourront se multiplier
et coloniser la surface a leur disposition. La
coalescence des polymeéres extracellulaires,
produits par chaque cellule bactérienne, aboutit
a la formation d'une matrice organique. L'asso-
ciation “matrice organique et cellules bacté-
riennes” forme ce que Llon appelle
communément un “biofilm”. Ce terme laisse
sous-entendre Uexistence d'un “film” microbien
recouvrant la surface. Bien que ce type de mor-
phologie soit effectivement rencontré, il existe
différentes architectures de biofilm telles que
les “patch”, les microcolonies ou les structures
“en champignon”.

Une fois fixées, les cellules bactériennes modi-
fient fondamentalement leur comportement, via,
notamment un second messager, c-di-GMP
(di-GMP cyclique), qui a la capacité d’activer ou
de réprimer lexpression de génes lorsque la
cellule bactérienne se trouve a proximité d'une
surface : augmentation de la production de
polysaccharides, diminution de la synthese du
flagelle, etc.

La multiplication clonale des cellules sous forme
adhérée conduit a la formation de microcolonies.
Puis, lorsque lacces aux nutriments devient limité
a lintérieur d’'une microcolonie, les cellules se
déplacent en utilisant la motilité de surface, par
le biais des pili de type IV, pour coloniser les autres
espaces disponibles sur un substrat ou de nou-
velles microcolonies (étude chez Pseudomonas
aeruginosa) (0'Toole & Kolter, 1998).

Pour maintenir un bon état physiologique des
cellules du biofilm, des vides ou canaux, doivent
étre ménagés autour des microcolonies. Ces ca-



naux permettent la circulation de nutriments mais
également d’eau et d'oxygéne et jouent également
un role dans Uélimination des sous-produits du
métabolisme dont l'accumulation pourrait étre
nocive pour les cellules bactériennes (Donlan,
2002). Lutilisation de la microscopie confocale
en temps réel a permis d’observer la circulation
de microparticules de latex fluorescentes au
sein de ces microcanaux, démontrant ainsi la
présence d'un flux a lintérieur des canaux
(Stoodley et al., 1994).

La matrice d’exopolyméres est un élément
crucial du biofilm. Principalement synthétisée
par les cellules bactériennes, elle joue un role
d’échafaudage pour le maintien de la structure
du biofilm, mais également un réle protecteur
pour les cellules, limitant par exemple la péné-
tration de molécules antimicrobiennes.

Plusieurs éléments interviennent dans sa com-
position ; les polysaccharides et les protéines,
composants majoritaires, mais aussi de ADN
extracellullaire.

a. Polysaccharides

Les polysaccharides peuvent représenter, dans
certains biofilms, 50 a 90 % de la matiere orga-
nique (Vu et al., 2009). Chez les bactéries a Gram
négatif, les polysaccharides sont constitués
essentiellement de molécules neutres ou poly-
anioniques, dont la charge est due aux acides
uroniques ou aux pyruvates. Chez les bactéries
a Gram positif, seuls quelques polysaccharides
de nature polycationique ont été observés.

La nature des polysaccharides varie selon les
especes. Les biofilms de U'environnement formés
de plusieurs especes sont capables de synthétiser
des polysaccharides variés venant complexifier
la composition de la matrice.

La poly-B(1-6)-N-acétyl-D-glucosamine (PNAG])
est un exopolysaccharide impliqué dans la cohésion
du biofilm chez des nombreuses espéces a Gram
négatif mais aussi a Gram positif (Ganeshnarayan
et al. 2009).

Pseudomonas aeruginosa synthétise au moins
trois types d’exopolysaccharides (Psl, Pel et algi-
nate) impliqués dans le maintien de la structure
du biofilm. L'importance de ces polysaccharides
varie en fonction des souches étudiées et des
conditions de culture. Les Psl, ancrés a la surface
des cellules bactériennes en un motif hélocoidal,
jouent un role important dans U'adhésion inter-
cellulaire et surfacique et dans la structuration

Architecture du biofilm :

les méthodes d’analyse

2 [’étude de la formation de microcolonies et de

la structuration spatiale du biofilm s’est développée avec
Iévolution des techniques de microscopie, et notamment
de la microscopie confocale (Massol-Deya et al., 1995 ;
Davies et al., 1998 ; Allesen-Holm et al., 2006). Comparée
a un microscope classique, la microcopie confocale permet
une focalisation sur une épaisseur trés fine (point focal),
de lordre de 0,5 a 0,7 uym selon les microscopes (contre
environ 10 um pour un microscope classique). Le balayage
de I’objet observé a différentes profondeurs aboutit a des
coupes virtuelles de I’échantillon. ’analyse de ces coupes
permet la reconstitution de structures en trois dimensions.

De nombreux marqueurs cellulaires fluorescents
sont aujourd’hui disponibles :

® marqueurs aspécifiques : intercalants des acides nucléiques
(Syto, acridine orange, etc.)

® détection spécifique de micro-organismes : technique
FISH (Declerck et al., 2009), immunofluorescence,
protéines fluorescentes (Green Fluorescent Protein,
Cyan Fluorescent Protein, etc.)

D’autres outils permettent de détecter des produits du
métabolisme bactérien secrétés (polysaccharides, protéines,
ADN,...) afin de visualiser la matrice du biofilm (marquage
par des lectines couplées a un fluorochrome) ou activité
d’une population de cellules bactériennes a Uintérieur d’un
biofilm (activité respiratoire, activité estérasique) (Sule et al.,

2009).

o ———————————————————————t?

du biofilm (Byrd et al., 2009). Les Pel sont impliqués
au niveau de la phase d'attachement des cellules
a leur support et dans la maintenance de l'ar-
chitecture du biofilm mature (Ryder et al., 2007).
L'alginate est surtout exprimé chez les souches
mucoides (Parsek et al., 2008). Chargé négative-
ment, il lie les cations, notamment le calcium,
qui sert de pont entre les différents polymeres
d’alginate.

b. Protéines - Adhésines

De nombreuses protéines sont impliquées dans
la formation de la matrice du biofilm. Parmi les
structures bactériennes de surface, importantes
dans l'adhésion et la cohésion du biofilm, se
trouvent les adhésines protéiques qui regroupent
différents fimbriae et des structures non-fimbriae
(Latasa et al., 2006) dont des structures de type
fibrilles curli produites par Escherichia coli.
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Les protéines de type Bap (ou Biofilm Associated
Proteins) sont des protéines de la surface cellulaire.
Le gene Bap a été identifié chez des espéeces
bactériennes a Gram positif et a Gram négatif
(Latasa et al., 2006). Chez Staphylococcus aureus,
cette protéine est impliquée dans l'adhésion initiale
au support, mais augmente également la cohésion
du biofilm par sa capacité a lier la PNAG.

Les curli sont des structures protéiques dont la
longueur varie de 0,1 a 10 um et la largeur de 4
a 12 nm. Ils sont principalement constitués de

la protéine csgA, assemblée en une structure
tertiaire de type fibrille, riche en feuillets 5. Peu
aprées la découverte de curli chez Escherichia
coli, des adhésines a structure amyloide ont été
décrites chez d’autres entérobactéries, mais
également chez des bactéries a Gram positif, les
chaplines, ou encore chez les fungi, les hydrophines.

Chez Pseudomonas aeruginosa, les pili de type IV
sont impliqués dans larchitecture du biofilm.
Ces pili jouent un role via la motilité par “twitching”
des cellules bactériennes qui permet une colo-

Conséquences pour les cellules de la fixation sur une surface

2 Les cellules incluses dans un
biofilm développent une spécificité
physiologique, notamment

une résistance aux molécules
antimicrobiennes et une capacité
d’adaptation a des environnements
hostiles. Cette spécificité peut
étre attribuée a une combinaison
de différents mécanismes physiques,
chimiques ou biologiques
complémentaires.

a. Protection contre
les agressions extérieures

La structure des biofilms
correspond a un arrangement
tridimensionnel de cellules
bactériennes, de composés
exocellulaires et d’espaces “vides”
remplis d’eau (“water chanel”)
(Stoodley et al.,1997).
Limplication de la matrice

du biofilm dans les mécanismes
de résistance aux agents
anti-microbiens a été décrite par
plusieurs auteurs (Essomba, 1996).
La présence d’une couche

de polysaccharides hydratés
pourrait protéger les cellules de
la dessication et constituer une
barriere (ionique et stérique)
pour les agents désinfectants et
les antibiotiques. Cette matrice
organique peut également piéger
les éléments nutritifs et créer un
micro-environnement favorable
a la multiplication cellulaire.

La détermination des coefficients
de diffusion d’'une gamme de
nanoparticules de référence,

de tailles et propriétés physico-
chimiques différentes, au sein
de biofilms modeles, a permis
de mettre en évidence le réle
des interactions stériques, des
interactions électrostatiques et
des structures locales du biofilm
(en particulier des zones denses
dites “en champignon”) dans
les phénomenes de diffusion
particulaire a travers la matrice
des biofilms microbiens.

b. Influence sur I’état
physiologique

La physiologie des cellules
bactériennes dépend des parametres
physico-chimiques du milieu
environnant (dig%sion de l'oxygene,
pH, nutriments,...). La structure
hétérogene des biofilms et le role
de barriere de diffusion de la
matrice organique contribuent a
la formation de gradients chimiques
(métabolites, protons), gazeux
ou électriques qui vont localement
influencer le micro-environnement
physico-chimique, et en
conséquence, I'état physiologiqu
des cellules (Matin et Hara e%,
1990). Le gradient d’oxygene
entre la surface et la base du
biofilm joue un réle important
dans la régulation de certains
genes chez Escherichia coli

et Salmonella typhi murium
(Meir et Yagil, 1990).

Dans un biofilm, les cellules les
plus superficielles ont un acces
beaucoup plus “direct” aux
éléments nutritifs et peuvent
libérer aisément leurs déchets
métaboliques dans le fluide
extérieur. Ces cellules, qui
présentent un taux de croissance
généralement supérieur a celui
des cellules présentes a proximité
de la surface, seront néanmoins
les plus exposées aux “agressions”
du milieu extérieur tels les agents
désinfectants.

¢. Modification de Pexpression
génétique

Ladhésion d’une cellule
bactérienne a une surface peut
s’accompagner de profondes
modifications phénotypiques
des cellules. La production
d’enzymes nécessaires a la
synthese d’exopolysaccharides
par Staphylococcus epidermidis
est declenchée par adhésion des
cellules (Costerton et al., 1987).
Un facteur, nommé sigma, présent
chez les cellules adbérentes,
permettrait de gouverner
Pexpression des genes nécessaires
a la formation du biofilm, et en
particulier la synthese des polymeres
exocellulaires (Deretic et al., 1994).
L’expression de 38 % des genes
des cellules d’Escherichia coli
est modifiée ﬁour les cellules
cultivées en biofilm par rapport
a leurs homologues planctoniques,
en suspension (Prigent-Combaret
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nisation plus efficace de la surface. Legionella
pneumophila exprime a sa surface plusieurs
types de pili, notamment des pili de type IV (Liles
et al., 1998 ; Stone et al., 1998).

c. Acide désoxyribonucléique (ADN)

Le role de UADN a été mis en évidence dans le
maintien de la structure du biofilm jeune (moins
de 84 heures) chez Pseudomonas aeruginosa
(Witchurch et al., 2002). D’autres composants
que 'ADN semblent intervenir ensuite dans le

biofilm mature. La présence d’ADN dans les
biofilms a également été démontrée chez d'autres
especes, dont des espéces a Gram positif (Izano
et al., 2008 ; Mann et al., 2009).

Chez Pseudomonas aeruginosa, il a été montré
que UADN du biofilm était similaire a UADN
génomique de la bactérie et qu’il était issu de la
lyse d’une sous-population de cellules du biofilm
(Allesen-Holm et al., 2006).

et al., 1999). Cette méme étude
révele que les cellules adhérentes
sont exposées a des conditions
physico-chimiques tres différentes
des cellules en suspension, et en
particulier une plus forte pression
osmotique, une plus faible
concentration en oxygene et
une plus forte densite cellulaire.
Lactivation de la synthese de
vingt-cing protéines différentes
a été observée pour les cellules
de Pseudomonas aeruginosa
durant les trois premieres heures
de contact avec la surface
(Pulcini, 2000).

d. Interactions intercellulaires

Le Quorum Sensing ou
comportement communautaire
correspond aux communications
chimiques et aux interactions
intra- ou inter-especes au sein
de la communauté microbienne
complexe que représente le
biofilm. Ce mécanisme est li¢ a
Paccroissement de la densité de
la population bactérienne, qui
conduit a 'augmentation de la
concentration d’'une molécule
signal dans I'environnement
extracellulaire. Quand la
concentration en molécule signal
atteint un niveau seuil, une
cascade de transduction du signal
est activée et induit I'expression,
ou la répression, de genes cibles.
Ce phénomene entraine donc la
modification coordonnée ou
“concertée” du comportement

physiologique de toute une
communauté microbienne,
appartenant ou non a la méme
espece (Atkinson et al., 2009).

Deux systemes principaux de

Quorum Sensing ont été décrits

chez les bactéries, basés sur les

di;férences du récepteur au signal :

e le systeme médié par les AHL
(N-Acyl-Homosérine lactone),
chez les bactéries a Gram négatif.
Décrite pour la premiére 7%1'5
chez l'espece Vibrio fischeri, cette
substance diffusible, produite
par les cellules bactériennes
elles-mémes, permet d’induire
leur fluorescence.

e le systeme LuxR, systeme de
transduction du signal, retrouvé
chez les bactéries a Gram positif
et quelques bactéries a Gram
négatif, médié par des peptides
auto-inducteurs (AIP) (Zhang
et al., 2004).

Le Quorum Sensing est impliqué
dans de nombreux phénomenes,
comme la luminescence, la
production d’antibiotiques, le
transfert de plasmides, la motilite,
la virulence mais aussi la formation
de biofilm. Le développement
d’une cellule bactérienne entraine
des modifications de son
environnement ; ainsi, sa
consommation et ses déchets
peuvent aménager un
environnement approprié au
développement d’autres espéces
microbiennes. Ces consortiums

microbiens ont également une plus
forte résistance a des traitements
de désinfection (McEldowney et
Fletcher, 1987 ; Skillman et al.,
1997).

e. Biocorrosion des surfaces

Les cellules bactériennes jouent
un role dans laltération et la
dégradation fonctionnelle des
surfaces. Ce phénomene appelé
biocorrosion des métaux est
directement lié a la formation
de biofilms par des bactéries
sulfato-réductrices dont le
meétabolisme énergétique implique
des mécanismes de transfert
d’¢lectrons (par exemple,
Clostridium sporogenes).
Lélément donneur d’électron
(par exemple, un support
meétallique) est alors oxydé.
D’autres micro-organismes
aérobies ont été aussi incriminés
dans ce processus de dégradation.

La biocorrosion ou corrosion
induite par les micro-organismes
est souvent caractérisée par l'attaque
localisée et en profondeur de la
surface métallique. On la qualifie
de corrosion par piqiire ou corrosion
par effet de crevasse. Les travaux
récents apparentent ce phénomene
irréversible a la formation de
réactions électrochimiques capables
de former localement une pile.
Ces réactions sont amplifiées
par la présence d’oxygene et de
thiosulfate.




le Biofilm

Le détachement cellulaire

Malgré les nombreux bénéfices apportés aux
cellules bactériennes par 'état biofilm, le déta-
chement s'avére nécessaire, notamment pour la
colonisation de nouvelles surfaces ou lorsque
les nutriments arrivent a épuisement.

Les données concernant l'étape de détachement
des cellules ou d'agrégats de cellules sont encore
partielles. Donlan (2002) évoque plusieurs para-
meétres, physiques et biologiques, intervenant

Si le détachement de “cellules filles” se produit
a partir de cellules bactériennes en division
dans le biofilm, des forces physiques jouent
également un grand role dans la libération des
cellules. En particulier, dans un réseau d’eau, le
biofilm subit des forces de frottement ou de
cisaillement, induites par la circulation du fluide
qui, au-dela d'un certain seuil, peuvent conduire
a plusieurs types de détachement :

e l'érosion, qui décroche régulierement de

petites portions du biofilm ;
e | “écaillement”, détachement massif et rapide

dans cette étape.

de gros agrégats ;

Les biofilms des réseaux de distribution d’eau

2 Leau d’un réseau de distribution est un milieu
pauvre en constituants organiques (de I'ordre du mg/l)
et hostile pour les cellules bactériennes. Les cellules
libres, qui flottent au fil de I’eau, ne peuvent que
survivre. Elles se transforment en municellules
sphériques de survie, nommées ultramicrobactéries
ou ultramicrocellules, d’un diametre inférieur au
micrometre (Kjelleberg, 1993 ; Morita, 1997 ;
Hengge-Aronis, 2000). L'insuffisance de nutriments,
spécialement d’énergie, conduit les cellules bactériennes
a s’adapter et se dif/%rencier (processus de “starvation-
survival™) : elles améliorent leur pouvoir de détection
et d’utilisation des ressources nutritives disponibles,
elles synthétisent des systemes de transport alternatif
et de nouvelles voies métaboliques pour assimiler
de nouveaux substrats, elles produisent des protéines
de stress qui leur permettent de mieux résister aux
agressions de I'environnement tels que I’élévation

e température, le choc oxydatif, le choc osmotique
(Matin, 1992).

Tous les matériaux en contact avec une eau naturelle
(c'est-a-dire une eau contenant de la matiere organique
et des micro-organismes) sont recouverts de dépots
organiques décrits comme film conditionnant, puis
par des micro-organismes formant un biofilm. Des
la mise en eau des réseaux de distribution d’eau
potable, les matériaux se couvrent assez rapidement
de polymeres, de nature polysaccharidique, puis
sont colonisés par des micro-organismes (bactéries,
fungi,... ; environ 107 cellules/cm?) formant a
terme un biofilm irrégulier (la surface n’est jamais
couverte a 100 %), peu épais (de 30 ym a 500 um),
visco-élastique et difficile a éradiquer.

> Flux hydraulique

Arrachage
Chlore Produits
Oxygene de corrosion,
Epaisseur CODB Croissance carbonates...
du biofilm Bactéries Matiére Bactérienne
quelques organique

pm?

10¢ a 108 cellules
bactériennes / cm?

0,1a 10 pg carbone
organique / cm?

Figure 1: schéma de quelques mécanismes réactionnels participant
a laccumulation de biofilms sur une surface en contact avec l'eau
potable. (CODB = Carbone Organique Dissous Biodégradable)

Les biofilms des réseaux de distribution d’eau
présentent une grande diversité de communautés
microbiennes et de larges différences dans leur
composition chimique (eau, polyosides, protéines,
acides nucléiques) et dans I’épaisseur de la matrice.
Leur constitution dépend des caractéristiques
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e ['abrasion, qui résulte de la collision de particules
en suspension dans le fluide avec le biofilm.

Le détachement de cellules du biofilm est aussi
régulé par des mécanismes biologiques, comme
Uexpression d'enzymes dégradant la matrice, la
lyse d’une certaine sous-population de cellules
ou lactivation d'un prophage (Barraud et al., 2006).
Des cellules de biofilm de Staphylococcus aureus
sont libérées grace a des protéases dont l'ex-

les rhamnolipides, qui diminuent les interactions
adhésives, augmente significativement la libé-
ration des cellules du biofilm, par creusement
des microcolonies (Boles et al., 2005). Les génes
de biosynthese des rhamnolipides sont régulés
chez Pseudomonas aeruginosa par le Quorum
Sensing ou bien par un manque de nutriments.
Des stress oxydatifs ou nitrosatifs permettent
également l'induction de la lyse et la dispersion
des cellules du biofilm (Barraud et al., 2006).

pression est régulée par les signaux du Quorum
Sensing (AIP) (Boles et al., 2008). La présence
dans le milieu de culture de surfactants, comme

physico-chimiques de l'eau distribuée, des traitements
de potabilisation préalablement appliqués, de la
presence d’un résiduel en chlore ainsi que des
conditions de distribution.

La structure des biofilms est encore mal décrite et
incertaine (colonies dispersées sur la surface et/ou
films de quelques micrometres) du fait de la grande
difficulté a explorer sans déformer cette biomasse
fixée en tres faible quantité. Elle est de plus
compliquée par la présence de débris, de produits
de corrosion, de dépots minéraux et par la formation
de tubercules de corrosion offrant de nouvelles
niches ou surfaces a coloniser.

L’état stationnaire n’est sans doute jamais

atteint dans un réseau réel du fait de fréquentes
discontinuités : variations du régime hydraulique,
changement de la nature et de la concentration
des nutriments et des désinfectants, introduction
de nouveaux micro-organismes. Les résultats de
Zacheus et al. (2000) montrent une accumulation
lente de biomasse mais continue apres 5 mois
d’exposition a I'eau potable. Percival et al. (1998)
observent un changement des populations bactériennes
dominantes entre les “pionniers” qui colonisent
un matériau acier en moins d’un mois et les especes
présentes apres cing mois d’immersion dans Ieau.
Par analogie avec les concepts de différenciation
des biofilms au cours de leur vieillissement, on peut
estimer qu’il y a obligatoirement réorganisation
constante du systeme biofilm au cours de son
développement : formation de microagrégats,

de canaux, etc.

Les biofilms hébergent transitoirement ou

a long terme des micro-organismes pathogenes
ou d’intérét sanitaire. Leur origine est lice a une
intrusion non maitrisée des flux de certains
micro-organismes dans le réseau d’eau via

un traitement insuffisant ou défaillant, une
contamination accidentelle, ou une contamination
rétrograde. Un grand nombre de ces micro-
organismes, du fait de leurs propriétés physico-
chimiques de surface, adbérent aux biofilms et
aux parois des réseaux de distribution. Ils vont y
survivre plus ou moins longtemps. L'installation
a long terme de micro-organismes pathogenes

ne concerne vraisemblablement que quelques
groupes de bactéries ou de protozoaires.

Dans ces conditions, la contribution du biofilm,
un réservoir potentiel de pathogenes, au maintien
de micro-organismes potentiellement dangereux
au sein du réseau de distribution d’eau doit étre
analysée.

Les techniques avancées de biologie moléculaire/
génomique permettent de disposer d’outils moleé-
culaires qui assurent une analyse fine de la pré-
sence de cette vaste biodiversité microbienne et
apportent de précieuses informations sur les po-
pulations microbiennes impliquées dans la crois-
sance des biofilms, la nitrification, la biocorrosion
et la persistance d’agents pathogenes.




De nombreux matériaux sont utilisés pour la
conception des éléments constitutifs des ré-
seaux intérieurs de distribution d’eau. Ils ont des
comportements tres différents vis-a-vis de la
prolifération bactérienne a leur contact et de la
limitation de la croissance du biofilm, mais aussi
vis-a-vis des traitements préventifs ou curatifs
qui seront mis en ceuvre pour réduire les risques
de développement du biofilm.

Les études scientifiques disponibles sur l'évalua-
tion du biofilm au contact des matériaux portent
principalement sur des matériaux neufs. Les
données relatives au comportement des mémes
matériaux apres mise en situation réelle sont
peu nombreuses et difficilement comparables du
fait de la diversité des situations rencontrées. Lin-
fluence simultanée des caractéristiques physico-
chimiques de leau (pH, dureté, température,...},
des traitements chimiques ou de l'age du réseau
sont autant de variables qu'il est difficile de synthé-
tiser pour obtenir un modele prédictif universel.

Le vieillissement des interfaces eau / paroi, qui
est le site préférentiel du développement des
micro-organismes, pourra, a plus ou moins breve
échéance, créer des conditions favorables a la
prolifération microbienne, notamment par la
présence de tartre ou de corrosion. Il est donc
nécessaire d'appréhender et de prendre en
compte, dés la conception du réseau, les carac-
téristiques des matériaux qui pourront influer
sur ce vieillissement afin de diminuer les risques
de développement incontrdlé du biofilm dans le
long terme.

2.1 Les mateériaux
des canalisations
interieures

La diversité des matériaux, associée a la multi-
plication des applications et des fonctionnalités
rencontrés sur les réseaux, nécessite de bien
différencier les produits dont les appellations
sont parfois tres proches.

Le cuivre (Koper en Hollandais, Copper en an-
glais). Ce métal, comme le plomb (interdit depuis
1995), est historiquement l'un des matériaux les

L’ evaluation du biofilm au contact des materiaux

plus utilisés dans les canalisations intérieures.
Ses propriétés mécaniques et sa facilité de mise
en ceuvre ont permis son utilisation des l'antiquité
et son grand développement. Il est aujourd hui
fréguemment rencontré dans les réseaux inté-
rieurs en raison de sa mise en ceuvre considérée
comme traditionnelle. Il présente certains incon-
vénients, comme une mauvais résistance aux
traitements chimiques qui conduit a des problemes
de corrosion (par exemple, traitements chlorés),
une sensibilité a l'érosion générant des surfaces
propices a l'entartrage.

Lacier inoxydable (Stainless Steel en anglais).
Ce métal est obtenu a partir d'acier auquel
l'adjonction de chrome apporte une moindre
sensibilité a la corrosion. Sa résistance aux
agressions chimiques est meilleure que celle
de l'acier galvanisé mais dépend de la variété
d’inox retenue (notamment pour les traitements
chlorés] ainsi que de la mise en ceuvre des
produits. Dans certaines conditions, les échauf-
fements dus aux soudures peuvent modifier la
structure du métal et diminuer localement ses
propriétés. La conservation des propriétés de
'acier inoxydable ne sera assurée que par une
mise en ceuvre précautionneuse.

Lacier galvanisé. Ce matériau est constitué d'acier
sur lequel une couche superficielle (galvanisation
a chaud) permet d’améliorer la résistance chimique
de la paroi du matériau. Peu onéreux et de mise
en ceuvre aisée, ce produit a longtemps été retenu
en alternative du cuivre ou de matériaux de syn-
these plus coliteux. Sa grande sensibilité a la
corrosion et a la température élevée ainsi qu'un
état de surface favorisant l'accrochage du tartre
constituent ses principales faiblesses en matiére
de lutte contre le développement bactérien. Son
usage est aujourd’hui fortement déconseillé.

Les matériaux de synthése ont fait leur apparition
depuis quelques décennies et sont venus concur-
rencer les matériaux métalliques. Moins sensibles
a Uentartrage, sans utilisation de flamme pour
leur mise en oeuvre, leurs structures trés diverses
leur conferent des propriétés appréciables dans
la multiplicité des applications rencontrées dans
les réseaux intérieurs. Toutefois, les produits
considérés ont des propriétés différentes, souvent
méconnues des utilisateurs et entrainant des
confusions entre les produits.

Les polyoléfines. Ces matériaux, apparus depuis
une trentaine d'années, sont principalement utilisés



pour la réalisation de canalisations semi-rigides
en petite distribution ou pour les réseaux de chauf-
fage, notamment par le sol. En regle générale, leur
résistance aux traitements chimiques est satisfai-
sante, mais des conditions de traitement séveres,
notamment en cas de choc chloré ou thermique,
peuvent entrainer a terme des pertes de propriétés
mécaniques. Il en est de méme pour la résistance
de certaines polyoléfines en présence de dioxyde
de chlore.

Les polyoléfines comprennent :

« le polybuténe (PB)

« le polypropyléne (PP)

* le polyéthyléne (PE). Il est utilisé uniquement en
eau froide car laugmentation de la température
entraine une perte des propriétés mécaniques.

* le polyéthyléne réticulé (PE-X ou PE-R)

e les matériaux multi-couches. Ils sont constitués,
en général, d'une couche interne de matériau
polymeére, en contact avec l'eau, d'une couche
externe et d'un renfort en sandwich. Pour
exemple, le polyéthyléne renforcé par une
feuille interne d’aluminium (Al/PE-MD). Les
propriétés au regard de l'eau potable sont
alors celles de la couche interne.

Les matériaux vinyliques. Cette famille de ma-
tériaux est mise en ceuvre depuis les années 50
dans des applications de transport d’eau froide
(PVC-U), puis pour le transport de l'eau froide et
de l'eau chaude sanitaires (C-PVC].

Les matériaux vinyligues comprennent :

¢ le polychlorure de vinyle non plastifié (PVC-
Unplasticized, PVC-U) : obtenu a partir de poly-
chlorure de vinyle, sans adjonction de produits
plastifiants, il s'agit d’'un matériau offrant de
bonnes propriétés de résistance chimique, no-
tamment au chlore. Son domaine d’application
est limité a Ueau froide car 'élévation de tem-
pérature entraine une baisse des propriétés
mécaniques.

¢ le polychlorure de vinyle chloré (C-PVC) : utili-
sable pour la réalisation de réseau d’eau chaude
ou froide sanitaire, il possede une bonne résis-
tance thermique et chimique, permettant la
réalisation de traitements de désinfection au
chlore.

Ces matériaux, principalement caoutchoutiques,
sont principalement utilisés pour la réalisation
d'éléments d'étanchéité ou de membranes utili-
sées dans des vannes, des clapets ou des éléments
de filtration.

Les matériaux souples comprennent :

¢ le silicone

¢ le polychlorure de vinyle plastifié (PVC-P) : ob-
tenu a partir de polymeére, auxquels sont ajoutés
des quantités importantes de plastifiants qui
permettent de modifier fondamentalement son
comportement.

e le caoutchouc : plusieurs natures peuvent étre
rencontrées, conférant des propriétés chimiques
ou mécaniques diverses (EPDM, NBR, etc.).

“/Les methodes
[ 1 4 -
d’evaluation du
biofilm
Les réglementations actuelles européenne (Di-
rective du Conseil 98/83/EC) et francaise (Code de
la santé publique) demandent que les matériaux
au contact des eaux destinées a la consommation
humaine ne soient pas susceptibles d'altérer la
qualité de 'eau durant son transport, son stockage
et sa distribution. La formation de biofilm sur les
matériaux est une cause de dégradation micro-
biologique de l'eau destinée a la boisson, la cuisson,

la préparation des aliments ou a d’autres usages
domestiques.

Dans les trois dernieres décennies, des méthodes
expérimentales, dites statiques ou dynamiques,
ont été développées pour déterminer l'aptitude
des matériaux a promouvoir la croissance micro-
bienne. L'activité microbienne est mesurée de
différentes maniéres selon les méthodes proposées
(tableau 2-1).

ILfaut souligner que les études disponibles n'ont
été réalisées que sur des matériaux neufs et que
linfluence des parameétres liés aux traitements
et au vieillissement des réseaux intérieurs, tels que
le tartre ou la corrosion, n'a pas été prise en compte.
D’autres expérimentations complémentaires sont
nécessaires pour évaluer dans la durée la pro-
motion de la croissance microbienne au contact
des matériaux.

La méthode MDOD (Royaume Uni)

La méthode de la différence en oxygene dissous
(Mean Dissolved Oyxygen Difference), telle qu’elle
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TABLEAU 2-1 : principes des méthodes d’essai statiques proposées pour
déterminer Uaptitude des matériaux a promouvoir la croissance microbienne
au contact de l'eau potable

Pays

Principe

Statut

Différence en oxygéne
dissous (MDOD)

Royaume Uni

matériau test

Détermination dans une cuve de la consommation  British Standard
d’oxygéne associée a la croissance des micro-
organismes planctoniques et en biofilm sur le

6920-2.4 : 2000

Allemagne

Formation d’un dépot
surla surface
du matériau (SP)

de l'eau du robinet

Détermination du volume du dép6t sur la surface DVGW W270 :
du matériau test au contact d'un écoulement lent novembre 2007

bactérienne hétérotrophe
et de IATP

Pays-Bas Pouvoir de production Détermination dans un flacon d’eau de la production Joint Research
d'une biomasse (BPP) d’ATP associée a la croissance microbienne, Programme : 1994
planctonique et en biofilm
Autriche Mesure de la flore Détermination de la flore bactérienne hétérotrophe Onorm B 5018 : 2002

remplis d’eau

a été décrite par Colbourne et Brown, en 1979, est
devenue une méthode normalisée au Royaume
Uni (BS 6920-2.4 : 2000). La consommation addi-
tionnelle d'oxygéne dans l'eau est utilisée comme
indicateur de l'activité microbienne du matériau
testé, présent dans une cuve ou l'eau du robinet
est renouvelée deux fois par semaine. Le ratio
Surface / Volume est de 150 cm? pour un litre.
Latempérature de leau est de 30 + 1° C. La durée
du test est de 8 semaines.

Les valeurs typiques vont de (0,0 £ 0,6) mg/l pour
le verre (témoin négatif) a des valeurs de (7,5 =
2,5) mg/l pour la paraffine (témoin positif). Les
matériaux présentant une valeur supérieure a
2,4 mg/l sont considérés comme non acceptables
pour leur utilisation au contact de l'eau destinée
a la consommation humaine.

La méthode de formation d’'un dépot - SP
(Allemagne)

La méthode de formation d'un dépdt sur un ma-
tériau test, développée en Allemagne (Schoenen
et Scholer, 1983) est reprise dans la norme

et de UATP sur le biofilm formé dans des tuyaux

DVGW W270 : novembre 2007. Elle utilise des
plaques de matériaux ou des segments de tuyaux
(surface de 800 cm?) soumis a un écoulement
lent et permanent d’eau potable (20 £ 2 l/heure
ou 0,4 a 4 métres/heure pour le tuyau). La tem-
pérature de l'eau est de 12 + 5° C. Le volume du
dépot sur la surface du matériau testé est utilisé
comme indicateur de biofilm. Il est mesuré apres
centrifugation a 4, 8 et 12 semaines (16 optionnel).

Les résultats typiques vont de valeurs inférieures
a 0,01 ml/800 cm? pour le verre (témoin négatif]
jusqu’a plus de 15 ml/800 cm? pour la paraffine.
Les matériaux présentant une valeur supérieure
a (0,05 + 0,02)/800 cm? sont considérés comme
non acceptables pour leur utilisation au contact
de Ueau potable.

Les méthodes MDOD et SP ont été comparées sur
plusieurs matériaux PVC (Schoenen et Colbourne,
1987). A lexception d'un matériau, les résultats
des tests ont fourni la méme conclusion selon le
critere de définition. Des essais complémentaires
utilisant une plus grande variété de matériaux
n‘ont pas montré le méme degré de réponse.



Létude du pouvoir de production
de biomasse - BPP (Pays-Bas)

Le test BPP (Biomass Production Potential) est
dérivé du test développé par Van Der Kooij et
Veenendaal (1993), nommé BFP ou “pouvoir de
formation d'un biofilm”. Dans ce test, on utilise,
comme indicateur de biomasse active, la produc-
tion d’adénosine triphosphate (ATP), qui est un
composé riche en énergie présent dans toutes les
cellules vivantes, c'est-a-dire actives métaboli-
quement. Le test a été harmonisé au cours d'un
projet européen CPDW (Construction Products
in contact with Drinking Water] en 2000 - 2003
et la procédure BPP a été optimisée dans le
cadre d'un nouveau projet européen EMG (Inter-
laboratory testing for Enhancement of Microbial
Growth) en 2005 - 2006.

Le test BPP est réalisé en laboratoire en incubant
dans lobscurité a 25 + 1° C des échantillons de
matériau, d'une surface totale d’environ 100 cm?,
dans une eau du robinet biologiquement stable
(600 ml), a laquelle sont ajoutés des sels de po-
tassium et des micro-organismes d’eau de riviere.
Les concentrations de biomasse active formée
sur le matériau (biofilm) et dans l'eau (biomasse
en suspension) sont mesurées sur une période de
16 semaines, apres 8, 12 et 16 semaines d’exposi-
tion. La biomasse est détachée du matériau par
un appareil & ultra-sons (40 KHz).

Dans le test BPP, on mesure la production de bio-
masse active en fonction du temps en présence
du matériau testé. Le test BPP est une méthode
statique sans remplacement de l'eau. Dans cette
situation, la concentration de la biomasse active
dépend de la quantité de composés biodégradables
provenant du matériau et assimilables par les
micro-organismes.

La production de biomasse (BPP, en picogrammes
d’ATP par cm?) est calculée a partir de la concentra-
tion de biomasse fixée (pouvoir de formation de
biofilm ou BPF) et de la concentration de biomasse
planctonique, en suspension dans l'eau (SBP) en
utilisant le rapport Surface / Volume ; la valeur de
BPP est la moyenne des valeurs obtenues aux
semaines 8, 12 et 16. Ainsi, BPP = BFP + SBP/ 3.

Des bactéries, telles que Legionella ou d’autres
especes bactériennes, peuvent étre ajoutées a
leau au démarrage du test. De cette maniére, une
information complémentaire est obtenue sur le
degré de capacité d'un matériau particulier a
favoriser la croissance de Legionella ou d’autres
especes bactériennes dans les conditions du
test (Van der Kooij et Veenandaal, 2001).

L'analyse d’ATP est aussi utilisée pour déterminer
la concentration de biofilm sur les parois des
canalisations dans un appareil spécifique afin
d’obtenir le taux de formation de biofilm (BFR]
de Ueau potable (Van der Kooij et al. 2003).

La mesure de la flore bactérienne (Autriche)

La méthode normalisée autrichienne (Onorm
B5018 : 2002) utilise des tuyaux remplis d’eau du
robinet remplacée chaque semaine et incubés a
22 +2° C. Une aération de l'eau est réalisée a une
pression de 0,3 bar. Apres un, deux et trois mois
d’incubation, la flore bactérienne hétérotrophe
(test HPC] de l'eau des tuyaux est dénombrée,
puis a la fin du test, la croissance du biofilm sur
la paroi interne est évaluée, aprés sonication,
par le dosage de UATP. Les échantillons tests
sont des anneaux de 1 cm de hauteur découpés,
dans des conditions stériles, a 20 cm au-dessus
de Uextrémité des tuyaux testés.

Le diameétre intérieur recommandé pour les
échantillons tests est de 4 cm, ce qui donne un
rapport Surface / Volume de 1 cm™'. La longueur
de l'échantillon du tuyau est de 100 cm. Les tuyaux
sont fixés en position verticale et leurs extrémités
sont fermés par des bouchons de polyéthyléne.
Leur extrémité supérieure est recouverte d'une
boite de Pétri stérile.

L'évaluation est effectuée par rapport a un témoin
négatif (verre) et un témoin positif (matériau souple
PVC-P). Les matériaux ne sont pas recommandés
pour l'utilisation au contact de l'eau potable si le
dénombrement de la flore bactérienne hétéro-
trophe de l'eau testée au contact du matériau est
10 fois plus élevé que le témoin négatif (verre) ou
lorsque la concentration de biofilm sur l'échantillon
de tuyau est 5 fois plus élevée que pour le verre.

Les résultats ne sont valables que si la valeur de la
flore bactérienne hétérotrophe du témoin positif
(matériau souple PVC-P) est au minimum 100 fois
plus élevée que la valeur du témoin négatif (verre)
et que la quantité de biofilm observée sur le ma-
tériau souple est au minimum 10 fois plus élevée
que celle observée sur le verre.

La norme CEN/TC164 WG3 N 1019 (Europe)

Dans le cadre du projet de 'Union Européenne
“Développement de tests harmonisés utilisés
pour les matériaux au contact de l'eau potable”
(CPDW], le groupe de travail 1 (WP1) “Croissance
microbienne” a développé, en 2003 et 2006, une
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méthode d'étude harmonisée pour évaluer les
propriétés de promotion de la croissance micro-
bienne des matériaux au contact de l'eau pota-
ble. Le projet de norme européenne du CEN/
TC164/AHG3 “Influence sur 'eau des matériaux
destinés a entrer en contact avec l'eau destinée
a la consommation humaine - Développement
de micro-organismes aquatiques” repose, en aolt
2009, sur LATP comme indicateur de biomasse.

La procédure est applicable pour tous types
de matériaux avec une surface solide et qui ne
relarguent pas de composés toxiques pour les
micro-organismes. Ces matériaux comprennent
les produits naturels et synthétiques, organiques
etinorganiques (avec ou sans ajout de composés
organiques).

Des échantillons représentatifs du matériau testé
sont incubés a l'obscurité, a une température de
30 +£2°C, dans de l'eau potable, sans résidus de
désinfectant, renfermant des nutriments inorga-
niques définis et inoculée par un mélange de

micro-organismes naturels provenant d’une eau
de riviére. Les échantillons de matériaux sont
incubés jusqu’a 16 semaines a un rapport constant
de 0,16 cm™'. Des anneaux de verre, soigneusement
lavés, servent de témoin négatif. Le matériau
souple PVC-P est utilisé comme témoin positif.
L'eau du test est remplacée par de 'eau du robinet
a une fréquence d'une fois par semaine.

La formation de biomasse sur la surface du ma-
tériau (biomasse fixée) et dans l'eau (biomasse
en suspension) est déterminée par des mesures
d’ATP apres 8, 12 et 16 semaines d’incubation,
en picogrammes d’ATP par centimetre-carré de
surface. Les échantillons de matériaux sont
recueillis a ces périodes et la biomasse fixée est
détachée a l'aide d'ultra-sons. La concentration
d’ATP est utilisée comme une mesure de la
présence d'une biomasse microbienne active. La
validation des résultats est obtenue en incluant
dans le test des témoins négatifs (moins de 10 ng
ATP/dm?] et des témoins positifs (plus de 10 ng
ATP/dm?) en paralléle aux matériaux testés.

TABLEAU 2-2 : Caractéristiques des méthodes statiques de détermination du

pouvoir de croissance microbienne des matériaux au contact de U'eau potable

Condition / BS 6920-2.4 DVGW W270 BPP Onorm B 5018 CENTC164

parameétre (D) (NL) (A) WG3 N1019

Température (°C) 301 12+5 25+ 1 22+2 30+2

Surface (S) (ecm? 150 800 12x8 1256 - 3140 150

du matériau test

Volume (V) (cm?) 1000 > 100 000 600 1256 - 7850 900

de l'eau

S/Viecm™) 0,15 - 0,16 1 0,16

Remplacement 2 fois/semaine continu aucun 1 fois/semaine 1 fois/semaine

de l'eau

Type d’eau eau potable eau potable eau potable + eau eau potable eau potable + eau
de riviere au début de riviere au début
du test du test

Durée du test 8 12 16 12 16

(semaines)

Activité oxygene Volume du dépot  ATP HPC + ATP ATP

microbienne




TABLEAU 2-3 : Comparaison des méthodes BPP, MDOD et W270

selon les matériaux etudies

Le pouvoir de production de biomasse (BPP)] du
matériau testé est la concentration moyenne
desvaleurs de production de biomasse observées
sur la surface du matériau et dans l'eau, aprés
8, 12 et 16 semaines d’incubation, en retranchant
la valeur moyenne observée sur le témoin négatif.

Les données recueillies par des expérimentations
réalisées dans plusieurs pays européens ont dé-
montré que le test BPP proposé dans le projet
de norme européenne est une méthode d’'intérét
pour déterminer les propriétés de promotion de
la croissance microbienne des matériaux au con-
tact de l'eau potable. Le test révele des valeurs
de BPP allant de moins de 50 pg ATP/cm? (verre,
acier inoxydable, cuivre, C-PVC) jusqu'a plus de
40000 pg ATP/cm? pour le matériau souple PVC-P.
Toutefois, les valeurs acceptables pour 'utilisation
des matériaux au contact de l'eau potable ne
sont pas définies pour ce test.

La comparaison entre le test BPP proposé dans
la norme (BPP révisé) et la méthode originale
BPP (aucun remplacement de leau, flacons
d’Erlenmeyer bouchés) a montré des similitudes
et des différences. Les matériaux avec des valeurs
BPP basses dans la méthode originale ont donné
des valeurs plus élevées dans le test BPP révisé.
Cet effet est probablement di a Uintroduction de

composés biodégradables par le remplacement
de l'eau et la fonction de fermeture moins efficace
du couvercle des récipients. Les valeurs BPP in-
termédiaires étaient similaires dans les deux
tests, mais a des valeurs élevées, le protocole
révisé a donné des valeurs beaucoup plus élevées
que dans le test BPP original. Les différences
peuvent étre dues aux disparités entre les joints
utilisés, par exemple de différents lots, et/ou a
la présence de composés inhibiteurs de crois-
sance dans le test sans remplacement de l'eau.

Le tableau 2-2 présente les principales caracté-
ristiques des méthodes statiques d’évaluation
du biofilm.

Comparaison des méthodes statiques

Un certain nombre de matériaux ont été testés
avec les trois méthodes proposées : BPP, MDOD
et W270. L'objectif principal était d’obtenir des
informations pour l'élaboration de criteres accep-
tables selon les résultats observés avec le test
BPP. Aucune indication pour une relation avec la
méthode autrichienne ne peut étre donnée.

Les résultats de cette étude comparative sont
présentés sur le tableau 2-3.

Matériau BPP (pg ATP/cm?) MDOD (mg 05/1) W270R (Corrigé) (ml/800 cm?)
Verre (témoin) 28 -0,2 0,02 (<0,01)
Acier inoxydable 80 -0,2 <0,01 (<0,1)
PVC-U 90 -0,3 <0,01 (0,0
PVC-C 115 0,1 0,01 (0,0
Cuivre 310 0,0 0,09 (0,2)
Silicone- SilR 390 -0,1 0,01 (<0,1)
Polypropyléne- PP 400 0,0 0,02 (0,0
PE 80 430 0,3 0,02 (<0,1)
PE 100 675 0,2 <0,01 (0,0)
PE 40 760 -0,1 0,02 (0,0
Caoutchouc EPDM b 7570 0,4 0,12 (03)
Caoutchouc EPDM a 17 030 4,7 9,75 (14)
PVC-P 40 270 4,0 125 (33)
Caoutchouc SBR 48 205 5,0 3,5 (7,0



Classe de qualité |

Les résultats de cette étude comparative mon-
trent que les valeurs du test BPP ont une large
distribution : elles vont de 28 pg ATP/cm? (verre)
jusqu’a 48 000 pg ATP/cm? (caoutchouc). Des
valeurs négatives sont observées pour la mé-
thode MDOD et pour 11 des 14 matériaux testés,
les valeurs MDOD sont au-dessous du seuil
de détection de 0,6 mg 02/1. Pour le test W270,
9 des 14 matériaux étudiés sont au-dessous du
seuil de détection de 0,01 ml/800 cm?. Le volume
du dépot peut comprendre des constituants ne
faisant pas partie de la biomasse (par exemple,
des produits de corrosion du cuivre).

Selon les comparaisons entre ces trois méthodes,

il a été estimé que :

e le critére acceptable du test MDOD (2,4 mg
05/l correspondrait a une valeur BPP d'environ
20 000 pg ATP/cm?.

e le seuil de détection du test MDOD (0,6 mg
09/) correspondrait a une valeur BPP d’environ
5000 pg ATP/cm?,

e le critére acceptable du test W270 (0,1 ml/
800 cm?) correspondrait a une valeur BPP
d’environ 2 000 pg ATP/cm?.

Classe de qualité Il
A B A

Classe de qualité Il
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Afin de définir des critéres acceptables fondés
sur les résultats du test BPP, des études ont été
menées aux Pays-Bas par le centre technique
du Kiwa. Les valeurs obtenues par le test BPP
ont été comparées aux concentrations de biofilm
mesurées dans les systemes de distribution
d’eau (matériaux en PVP-U, diameétre 110 mm) et
aux concentrations d’ATP mesurées dans l'eau
des systémes de distribution d’eau (241 sites).

Des classes de qualité ont été ainsi proposées
pour le test BPP (tableau 2-4)

Le test BPP a été optimisé et standardisé avec
la collaboration de chercheurs européens. Il se
révele plus sensible que les tests MDOD et
W270, ce qui permet une différenciation entre
les matériaux a des niveaux bas de promotion
de la croissance microbienne. La définition de
critéres acceptables a conduit a établir des
classes de qualité selon le test BPP.

TABLEAU 2-4 : Classes de qualité des matériaux selon le test BPP

Classe de qualité IV
B A B

acier inoxydable

PE-Xc

EPDM

PE

pvC P

T 108 T

BPP (pg ATP/cm?)

T test W270 : seuil de détection et critére acceptable
T test MDOD : seuil de détection et critére acceptable

caoutchouc

T 104 T 10



Projet de Norme CEN/TC 164 : septembre 2010 :
trois meéthodes d’évaluation au choix

2 Le nouveau document de travail de septembre
2010 de la norme européenne du CEN/TC164/
WG3 “Influence des matériaux sur 'eau destinée
a la consommation humaine - Promotion de la
croissance microbienne” décrit trois méthodes

ui peuvent étre appliquées pour déterminer
?’aptitude des matériaux non métalliques a
promouvoir la croissance microbienne dans I'eau
destinée a la consommation humaine :

e méthode 1 : elle utilise les modifications
des concentrations d’ATP comme une mesure
de lactivité microbienne. Cette méthode,
développée par les Pays-Bas, a été dans un
premier temps, promue dans le projet CPDW
de 2003 et 2006.

e méthode 2 : elle utilise une mesure volumétrique
de la formation de biofilm. Cette méthode
allemande a été publiée des 1984 comme norme
DVGW W270. Elle est utilisée pour la
certification des matériaux avec des valeurs
limites établies depuis plusieurs années.

e méthode 3 : elle utilise la consommation
de I'oxygene dissous dans I'eau comme une
mesure de I'activité microbienne (MDOD).
Cette norme anglaise, d’abord publiée comme
BS DD82 en 1982 est maintenant publiée
en BS 6920 Section 2-4 (1989 et 2000) et est
utilisée pour 'approbation de matériaux avec
des valeurs limites.

Chacune de ces méthodes utilise des caractéristiques
de performance différentes qui permettent leur
utilisation pour des matériaux spécifiques ou
types de produits, mais ont aussi leurs limites.
Par exemple, les matériaux assemblés, comme
les multi-couches, ne peuvent étre testés avec la
méthode 1 (ATP) et la méthode 3 (MDOD), et
les graisses ou lubrifiants ne peuvent étre testés
avec la méthode ATP et la méthode 2 (W270).
Des normes spécifiques aux produits devront
définir les méthodes non applicables pour cer-
tains matériaux ou produits, en indiquant les
raisons de cette non applicabilité.

Les trois méthodes utilisent des mélanges naturels
de micro-organismes aquatiques pour évaluer la
promotion de la croissance pour chaque échantillon
de matériau. La flore naturelle comprend plusieurs
souches qui sont adaptées pour vivre dans un
environnement relativement hostile comme ['eau
potable et les résultats des tests utilisant des flores
naturelles ont montré une bonne corrélation

avec la croissance sur des matériaux en pratique.
Les nombres, types et exigences de croissance de
micro-organismes indésirables, présents dans I'eau
potable, varient considérablement et aucune
technique de culture n’existe pour dénombrer tous
les micro-organismes aquatiques qui peuvent
étre présents dans un échantillon d’eau. Ainsi, les
nombres globaux de micro-organismes sont
généralement évalués en utilisant des mesures
indirectes de leur activité.

La technique d’évaluation de I'activité microbienne
est différente pour chacune des méthodes décrites
dans le ro;et de norme européenne. Dans la
metho 1 (ATP), la croissance microbienne de
surface et planctonique est déterminée en utilisant
I’ATP comme une méthode de détermination de
la biomasse active. Dans la méthode 2 (W270),
la somme des biomasses actives et non actives
est déterminée par volumétrie sur la surface du
matériel testé. Elle détecte les micro-organismes
vivants et morts, ainsi que les substances
polymériques extarcellulaires. Dans la méthode
3 (MDOD), la mesure de la consommation de
Poxygene dissous est utilisée comme une mesure
de la croissance du biofilm et des micro-organismes
planctoniques : la plupart des organismes qui
peuvent atteindre une croissance significative ont
une respiration aérobie et exercent une influence
sur la concentration d’oxygene dissous dans
Peau dans le test.

Une variété de facteurs peut influencer aptitude
des organismes vivants a répondre de maniére
prévisible ; ainsi, des procédures de validation
sont une partie essentielle de tout essai biologique.
Pour les trois méthodes décrites, la validation est
obtenue par l'utilisation de matériaux et de systemes
de référence.

Il est important de noter qu’aucune de ces trois
méthodes ne permet de faire des conclusions

sur le comportement physique, chimique ou
toxicologique des matériaux, ni sur leur résistance
aux détergents ou desmfectants En outre, aucune
de ces methodes fournit des informations sur la
pathogénicité des micro-organismes dont les
nombres peuvent étre augmentés par des nutriments
relargués par le matériau testé.

La définition de criteres acceptables ne fait pas
partie de cette norme mais reste un sujet pour les
législateurs nationaux.




2 L evaluation du biofilm au contact des mateériaux

@ Comparaison

des matériaux
selon les méthodes
statiques

De nombreux travaux ont été réalisés ces dernieres
années pour évaluer les propriétés de promo-
tion de la croissance microbienne de plusieurs
matériaux au contact de l'eau potable.

Les méthodes développées par le Kiwa aux
Pays-Bas (Veenendaal et Van der Kooij, 1999 ;
Van der Kooij, 2001) ont permis d’appréhender
les différences d'aptitude des matériaux a pro-
mouvoir la croissance microbienne.

Premiere eétude du Kiwa

Les matériaux choisis pour le test BFP (Pouvoir
de formation du biofilm) sont présentés dans le
tableau 2-5.

Les résultats montrent une différence notable
entre les matériaux testés (figure 2-2J.

Une formation relativement forte de biofilm est
observée avec les deux échantillons de cuivre
testés (350 et 590 pg ATP/cm?). La présence d'huile
minérale et l'effet de la corrosion peuvent en
étre la cause. Aprés une exposition a long terme
(208 jours), la concentration de biomasse fixée
diminue jusqu'a une faible valeur, inférieure a
100 pg ATP/cm?.

Pour les matériaux synthétiques, les deux échan-
tillons testés de C-PVC et un échantillon de
polybuténe (PB] donnent les plus faibles valeurs
de BFP, respectivement de 140, 270 et 220 pg
ATP/cm?. Toutefois, la concentration de biofilm
aprés 233 jours d'incubation chute a un niveau
inférieur a 100 pg ATP/cm? uniquement pour le
C-PVC. Les matériaux a base de polyéthylene
donnent la formation de biofilm la plus forte, a
plus de 1 000 pg ATP/cm?.

La concentration de biomasse dans l'eau du test
montre la méme distribution que la concentration
de biofilm sur le matériau, mais la majorité de
la biomasse est localisée sur les matériaux.

TABLEAU 2-5 : Matériaux choisis pour le test BFP

(Pouvoir de formation du biofilm)

Matériau Sigle
Polyéthyléne Xa PE-Xa
Polyéthyléne Xc PE-Xc (x 2]
Polyéthyléne renforcé par une feuille interne d’aluminium Al/PE-MD
Polypropyléne-R PP-R (x 2)
Polybuténe PB (x 2]
Polychlorure de vinyle sur chloré C-PVC (x 2)
Cuivre irradié Koper (1)
Cuivre désoxydé Koper (2)
Acier inoxydable AISI 316 RVS




En présence de la plupart des matériaux, il appa-
rait au début une croissance forte de Legionella
dans l'eau du test, mais le nombre de colonies
décroit au cours du temps. Cette chute est moins
prononcée sur les matériaux.

Des valeurs supérieures a 1 000 UFC/ml sont
observées dans l'eau du test pour quelques
matériaux, principalement les polyéthylénes
(PE-Xa, PE-Xc et Al / PE-MD). Par contre, avec
les deux échantillons de C-PVC, la croissance des
Legionella dans l'eau est faible (10 UFC/ml] et
inférieure a celle relevée en présence de cuivre
(160 et 220 UFC/mU).

Aprés 112 jours, le nombre de colonies dans
Ueau en présence de la plupart des matériaux
diminue jusqu’a des valeurs autour de 100 UFC/m,
sauf en présence du polyéthylene PE-Xa et du
polyéthyléne renforcé par une feuille interne
d’aluminium pour lesquels le nombre de colonies
est autour de 1 000 UFC/mL.

Deuxieme étude du Kiwa

Cing matériaux en PVC et dix matériaux en poly-
éthylene PE (5 types de PE-40, et 5 types de PE-80)
ont été étudiées selon le test BPP. Les valeurs
moyennes de BPP sont calculées sur la base des
mesures des concentrations de biomasse sur les
matériaux (pouvoir de formation du biofilm, BFP)
et dans l'eau (biomasse en suspension, SBP), aprés
des périodes de 8, 12 et 16 semaines d'incubation
(figure 2-3).

La partie inférieure des barres correspond a la
biomasse présente sur le matériau (BFP). La par-
tie supérieure correspond a la fraction présente
dans leau (SBP). L'écart type des valeurs BPP
est aussi présenté.

Le pouvoir de production de biomasse (BPP] du
PVC-U est faible (50 - 100 pg ATP/cm?). Celui des
matériaux en polyéthyléne est 10 a 30 fois plus
élevé. Le pouvoir de production de biomasse
pour le PE-40 est en général plus élevé que celui
du PE-80. La majeure partie de la biomasse des
matériaux en polyéthyléne est présente en tant
que biofilm sur le matériau.

Une croissance relativement forte de micro-
organismes apparait aprés quelques semaines,
suivie d'une diminution du contenu en ATP. Ce
développement indique que des substances bio-
dégradables sont présentes sur la surface du
matériau et entrainent une rapide croissance
des micro-organismes. Lorsque ces substances
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Figure 2-2 : pouvoir de formation du biofilm (BFP) des matériaux en pg ATP/cm?
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Figure 2-3 : pouvoir de production de biomasse (BPP = BFP + SBP)

des matériaux en PVC et en polyéthyléne

—

ont, pour la plus grande part, été utilisées par
les micro-organismes, l'activité diminue et un
équilibre s'instaure entre 'apport de substances
biodégradables et l'activité des micro-organismes
sur les matériaux.




Troisieme étude du Kiwa

Dix matériaux utilisés dans les systemes de dis-
tribution d’eau ont été choisis pour étre évalués
par le test BPP. Sur le plan cinétique (figure 2-4),
la concentration de biofilm sur les matériaux aug-
mente rapidement et atteint sa valeur maximale en
1 a 2 semaines. Mais si pour la plupart des maté-
riaux testés, la production de biomasse se stabilise,
pour l'échantillon de cuivre testé, les concentrations
de biofilm augmentent progressivement.

La répartition des valeurs de production de bio-
masse des matériaux testés est présentée sur

la figure 2-5.
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2 L evaluation du biofilm au contact des mateériaux

La production de biomasse peut atteindre 1 800 pg
ATP/cm?. Pour la plupart des matériaux, la
grande majorité (> 80 %) de la biomasse produite
est présente sur le matériau. Dans cette étude,
les valeurs BPP de plusieurs matériaux syn-
thétiques (C-PVC, polybuténe, polypropyléne et
polyéthyléne Xc) sont plus faibles que celles du
cuivre.

Le pouvoir de croissance des Legionella (Leg GP
UFC/cm?) sur les matériaux par le test BPP est
présente sur la figure 2-6. Des valeurs jusqu'a
20 000 UFC/cm? ont été retrouvées pour certains
matériaux en polyéthylene.
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Figure 2-4 : formation de biofilm sur les matériaux durant lincubation dans une eau biologiqguement stable (filtration lente sur sable) & 25° C
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Les résultats des études menées par le Kiwa
aux Pays-Bas montrent clairement que le pou-
voir de formation de biomasse des matériaux,
mesureé par le test BFP ou le test BPP, difféere
significativement d’un matériau a Uautre.

La quantité de biomasse formée sur la surface
du matériau au contact de 'eau potable dépend
du relargage par le matériau de composés bio-
dégradables et de la mort des micro-organismes
y compris la phagocytose par des protozoaires
prédateurs). La croissance microbienne peut
apparaitre aussi du fait de la détérioration du
matériau.

Certains des matériaux testés ont des scores
équivalents ou meilleurs que le cuivre. Les cana-
lisations en cuivre présentent une formation de
biofilm relativement forte et les concentrations
augmentent de maniére linéaire en fonction du
temps. La formation de biofilm est probablement
le résultat de la présence d’huile minérale sur
les tuyaux de cuivre. Si la corrosion joue aussi
un role par Uapport de composés organiques, la
composition de U'eau (pH, carbone organique et
inorganique) peut avoir un impact sur la promo-
tion de la croissance microbienne sur le cuivre.

Ces observations montrent que les scores du
cuivre sont bien moindres que ce qui était at-
tendu pour un matériau qui ne relargue aucun
composé promouvant la croissance microbienne
et qui serait méme inhibiteur de croissance.
Les souches de Pseudomonas et d’Aeromonas
sont relativement sensibles au cuivre mais de
faibles concentrations de cuivre ont peu d’effet
sur Legionella et des souches de Mycobacterium.

La classification en classes de qualité ne per-
met pas d’indiquer les domaines d’application
des matériaux. Dans la définition des domaines
d’application, des facteurs tels que la longueur
de la canalisation, le diamétre (rapport surface/
volume) et la température de U'eau jouent un
role important.
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Figure 2-5 : pouvoir de production de biomasse (BPP = BFP + SBP)
des matériaux choisis et des matériaux de référence
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Figure 2-6 : Pouvoir de croissance des Legionella des matériaux choisis
apres incubation a 25° C dans le test BPP
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La méthode d'essai choisie est le test BPP
(Pouvoir de Production d'une Biomasse] qui a
été développé au niveau européen dans le cadre
d'une réglementation future EAS (European
Acceptance Scheme). Cette réglementation
devait aboutir a la mise en place d'un marquage
unique pour tous les matériaux en contact avec
leau destinée a la consommation humaine et au
libre échange de ces produits en Europe.

L'étude avait pour objectif principal d'évaluer
laptitude de six matériaux a promouvoir la
croissance microbienne (Enkiri et al. 2006). Ces
matériaux sont couramment employés pour les
canalisations des installations intérieures de
distribution d’eau : cuivre, C-PVC, acier inoxydable,
polybuténe et polypropyléne.

Les conditions du test sont les suivantes :

e prétraitement des éprouvettes de 50 cm?: rin-
cage (1 h), immersion (24 h 4 23° C) et rincage
(1 h) avec l'eau de distribution, prélavage avec
l'eau du test durant 2 mm ;

* mise en eau des éprouvettes (2 flacons par
matériau) : eau du robinet supplémentée au
phosphore (2 mg/L] et stable biologiquement
(Carbone organique total : 0,9 + 0,4 mg/L ; ATP
< 10 ng/LJ, inoculé avec 1 % d’eau de Seine
(mélange de micro-organismes autochtones
afin d’accélérer la formation du biofilm et
d’obtenir une diversité microbienne), filtrée
sur membrane 1,2 pm, avec trois éprouvettes
par 900 ml d’eau (rapport surface/volume =
0,15a0,17 cm’) ;

eau de trempage renouvelée chaque semaine
afin d’éliminer les composés toxiques potentiels,
d’assurer lapport suffisant de composés inor-
ganiques et d'étre plus proche des conditions
d'utilisation des matériaux (conditions semi-
dynamiques] ;

incubation des flacons a 30° C et a 50° C, a
'abri de la lumiere ;

évaluation des biomasses a 8, 12 et 16 semaines

d’incubation :

- dans leau : prélevement de 300 ml pour mesure
d’ATP

- sur le matériau : libération du biofilm formé
par action des ultrasons (2 mn a une fréquence
47 kHz, puissance maximale 335 W) pour
mesure d’ATP dans le sonicat

L’ evaluation du biofilm au contact des materiaux

e dosage d'ATP, aprés perméabilisation des
parois microbiennes (extractant), a l'aide d’un
systéme enzymatique “luciférine - luciférase”
couplé a une détection par bioluminescence.
En présence d'ions magnésium, d’oxygéene et
d’ATP, la luciférine est oxydée, la luciférase
servant de catalyseur. La réaction est endergo-
nique : elle consomme des molécules d'ATP en
produisant des photons. L'émission de lumiere
est proportionnelle a la quantité d'ATP (RLU :
Unité Relative de Lumiére).

¢ validation des résultats du test par des matériaux
de référence positif (PVC-P) et négatif (verre
borosilicaté).

e calculs :

Biomasse fixée au temps t :

BFt = (ATP) (pg/ml) x volume du sonicat (ml) /
surface de U'éprouvette (cm?)

Biomasse libre au temps t :

BLt = (ATP) (pg/ml) x volume de leau prélevée
(ml) / surface de U'éprouvette (cm?)

Biomasse totale au temps t

(essais en duplicate) : BPt = BFt + BLt

BPP d’un échantillon ou d’un témoin :

BPP = [(BP + BLJt8] + [(BP + BLJt12] + [(BP +
BLIt14] /3 (moyenne des valeurs de BP obtenues
aux temps 8, 12 et 16 semaines d’incubation)
BPP matériau = BPP échantillon - BPP négatif
(verrre borosilicaté)

L'eau de trempage, provenant de captages de
sources acheminées par lAqueduc de la Vanne
ou du Loing, était conforme du point de vue
physico-chimique aux recommandations du test.
Elle a présenté une stabilité physico-chimique
et biologique tout au long de l'étude.

Le témoin positif PVC-P montre des valeurs de
biomasse totale supérieure aux 10 000 pg ATP/cm?
exigés, ce qui révele 'absence de composés inhi-
biteurs de croissance microbienne dans l'eau
de trempage durant les 4 mois d’incubation
aussi bien a 30° C qu’a 50° C. Le témoin négatif,
verre borosilicaté, montre des valeurs de BPP
de 133 pg ATP/cm?a 30° C et de 115 pg ATP/cm?
abo°cC.

A une incubation de 30° C, les six matériaux
testés semblent peu ou modérément aptes a
engendrer la formation de biomasses ; seuls
lacier inoxydable 304 (477 pg ATP/cm?) et le poly-
propyléne (495 pg ATP/cm?) donnent des valeurs
de BPP proches de 500 pg ATP/cm?. Les deux
variétés d’'acier inoxydable ne se comportent
pas de la méme maniére, 'acier inoxydable 304



TABLEAU 2-6 : Valeurs moyennes de BPP pour six matériaux incubés

a30°Cet50°C

apparaissant plus promoteur. Ceci pourrait s'expli-
quer par sa structure dépolie donnant une meilleure
surface d’accroche aux micro-organismes.

A une incubation de 50° C, les six matériaux testés
semblent peu ou moyennement aptes a engendrer
la formation de biomasses ; seul le polypropylene
donne une valeur de BPP proche de 1 200 pg
ATP/cm?. Les deux variétés d’acier inoxydable
n’ont pas le méme comportement, mais a 50° C,
c’est l'acier inoxydable 316 qui apparait le plus
apte a favoriser la formation de biomasses. Il est
a noter l'accroissement des biomasses formées
au contact du cuivre au cours du temps : passage
de 71 pg ATP/cm? a 259 pg ATP/cm?. Ce phéno-
meéne pourrait traduire une adaptation des micro-
organismes présents ou bien encore une diffusion
limitée dans le biofilm des molécules bactériosta-
tiques et/ou bactéricides libérées par le cuivre.

Les résultats observés a 30° C comme a 50° C
(tableau 2-6 et figures 2-7, 2-8 et 2-9) montrent que
l'aptitude d’un matériau a contribuer au dévelop-
pement microbien varie en fonction de sa nature.
Le cuivre et le C-PVC apparaissent trés peu pro-
moteurs alors que le polypropyléne induit la plus
importante concentration en biomasse, celle-ci
restant toutefois limitée (< 1 300 pg ATP/cm?).

La température a un impact sur la production de
biomasse, les valeurs de BPP des six matériaux

Matériau BPP (pg ATP/cm?) BPP (pg ATP/cm?)
30°C 50°C

Verre borosilicaté 0 0

Cuivre 30 37

C-PVC 13 32

Inox 304 477 14

Inox 316 0 114

Polybutene 32 101

Polypropyléne

testés étant différentes selon la température
d’incubation. Une élévation de température peut
agir a la fois sur le matériau (biodégradabilité
accélérée, libération accrue de substances as-
similables) et sur les propriétés du biofilm, par
la sélection d'especes microbiennes différentes
ou le changement de l'état physiologique des
micro-organismes.

L'élévation de température produit, en général, un
effet stimulant sur la croissance microbienne ; il
en est ainsi du polypropyléne, du polybuténe et de
lacier inoxydable 316. Elle peut parfois induire
une moins grande formation de biomasse, comme
pour lacier inoxydable 304. En ce qui concerne
le cuivre et le C-PVC, les différences sont trop
faibles pour étre significatives et sont plutot dues
a la reproductibilité moyenne du test pour les faibles
teneurs en ATP (seuil de sensibilité du luminométre,
différences dans Uextraction de UATP ou bien en-
core dans le décrochage des biomasses fixées).

Une recherche partielle des micro-organismes
par dénombrement de la flore aérobie revivifiable
et par identification et quantification de certains
micro-organismes (Escherichia coli, Pseudomonas,
Legionella, amibes libres, ...} sur milieu sélectif
ou par Polymerase Chain Reaction n'a pas permis
de déterminer s'il y avait des différences dans les
populations microbiennes aux deux températures
d’incubation.
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Etude LHVP - Clermont Université

1400 pg ATP/cm?

1200 M BPP 330°C Les études statiques sont majoritairement réa-
EBPPa50°C lisées sur des matériaux neufs. Linfluence des
1000 parameétres liés aux traitements de nettoyage
et/ou de désinfection et au vieillissement des
réseaux (tartre, corrosion) n'est pas prise en
compte.
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L'étude a comme objectif principal d’évaluer l'in-
fluence des “traitements répétés” des matériaux
sur leur potentiel a contribuer au développement
microbien a l'aide de la méthodologie BPP. Les
trois matériaux choisis, le cuivre, le C-PVC et une
variété de Polyéthylene réticulé (PEX], sont couram-
ment employés dans les installations intérieures
de distribution d’eau.

26

Figure 2-7 : comparaison des valeurs de BPP de six matériaux (moyennes
des mesures aprés 8, 12 et 16 semaines d’incubation a 30° C et 50° C)

Les trois matériaux sont conditionnés sous forme
de tubes et découpés de facon a obtenir une sur-
face de contact de 50 cm?. Ils sont étudiés a l'état
neuf et a U'état traité, obtenu aprés un traitement
répété 120 fois et comprenant des procédures
successives de nettoyage et de désinfection, clas-
siquement utilisées pour les réseaux intérieurs
de distribution (produits, durées et concentrations)
1000 et représentatives d'une durée de vie d'une ins-
tallation a probléemes de contamination.
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¢ 0,5 h dans un bain d’acide phosphorique dilué
a 15 %, a température ambiante et en statique ;

¢ 0,25 h de rincage sous l'eau courante ;

¢ 1 heure dans un bain de peroxyde d’hydrogéne
de concentration 1 000 mg/L a température
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Figure 2-8 : tubes testés a 30° C 2, 3 et 4 mois d’incubation
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Figure 2-9 : tubes testés a 50° C 2, 3 et 4 mois d’incubation
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masse de 0,43 %. Ceci est attribué a la migration
lente de l'eau a lintérieur du matériau. La tension



de surface évolue peu dans le temps. Les observa-
tions MEB montrent une attaque tres superficielle
(craquelures et tres petites piglres).

Le PEX, matériau non polaire, naturellement hydro-
phobe, présente une perte en masse, linéaire, qui
atteint 0,089 % au bout des 120 cycles. Ceci est
probablement lié a une attaque chimique en sur-
face ou a une petite extraction de stabilisants.
Les mesures de tension de surface montrent
que la composante dispersive (Owens), correspon-
dant a l'énergie de cohésion entre les molécules,
reste constante, alors que la composante polaire
augmente et traduit une attaque chimique de la
surface. Les observations MEB confirment une
érosion sélective avec perte de matiere et phéno-
menes d'écaillage.

Le cuivre présente une perte de masse linéaire
en fonction du nombre de cycles. La perte en
masse est de 1,5 % au bout de 120 cycles. Les
observations MEB montrent que les stries dues
aux filieres de mise en forme du cuivre sont plus
marquées apres les traitements thermiques et
chimiques. Les joints de grains sont attaqués :
le cuivre subit donc une corrosion généralisée
et localisée aux joints de grains expliquant bien
la perte de masse linéaire en fonction du nombre
de cycles.

Les conditions du test BPP sont les suivantes :

e prétraitement des éprouvettes de 50 cm?: rin-
cage (1 h), immersion (24 h + 1 h a température
ambiante) et rincage (1 h ) avec Ueau du robinet,
prélavage avec l'eau du test durant 2 mm ;

—

e mise en eau des éprouvettes (2 flacons par ma-
tériau) : eau du robinet (nappe d'Albien 90 % -
usine d’lvry 10 %) supplémentée en phosphates
(2 mg/l) et stable biologiquement (Carbone
organigue total < 0,5 mg/L; ATP =< 10 ng/l), inoculé
avec 1 % d’eau de Seine (mélange de micro-
organismes autochtones afin d'accélérer la
formation du biofilm et d’obtenir une diversité
microbienne), filtrée sur membrane 1,2 pm,
avec trois éprouvettes par 900 ml d’eau (rapport
surface/volume =0,1530,17 cm™) ;

eau de trempage renouvelée chaque semaine
afin d’éliminer les composés toxiques potentiels,
d’assurer lapport suffisant de composés inor-
ganiques et d'étre plus proche des conditions
d'utilisation des matériaux (conditions semi-
dynamiques) ;

incubation des flacons a 30 + 3° C, a labride la
lumiére ;

évaluation des biomasses a 8, 12 et 16 semaines
d’incubation :
-dans leau :
mesure d’ATP
- sur le matériau : libération du biofilm formé
par action des ultrasons a faible énergie (2 mn
a une fréquence 42 kHz, puissance maximale
130 W) pour mesure d’ATP dans le sonicat.

prélevement de 300 ml pour

dosage d’ATP, aprés perméabilisation des parois
microbiennes (extractant), a laide d’un systéeme
enzymatique “luciférine - luciférase” (Celsis
Microbial Reagent Kit n® 93321) couplé a une
détection par bioluminescence. En présence

120 cycles de 6 heures

oEau + Chlore 3 mg/L eEau courante
Température : 55° C Durée : 1/4 heure
Durée : 3 heures
@H,0, 1000 mg/L
Température :
ambiante
Durée : 1 heure

eEau chaude
Température : 70° C
Durée : 1 heure

Acide eEau courante
phosphorique 15 % Durée : 1/4 heure
Température :

ambiante

Durée : 1/2 heure

Figure 2-10 : protocole des
traitements répétés des matériaux




d’'ions magnésium, d’oxygene et d'ATP, la luciférine
est oxydée, la luciférase servant de catalyseur. La
réaction est endergonique : elle consomme des
molécules d’ATP en produisant des photons.
L'émission de lumiére est proportionnelle a la
quantité d’ATP (RLU : Unité Relative de Lumiére).

Etat de surface vu au MEB du C-PVC (a) (grossissement x 500),
du PEX (b) (grossissement x 500) et du Cuivre (c) [grossissement x 500).
En haut, matériau neuf, en bas, matériau aprés 120 cycles de traitement

Figure 2-11 : observations de l'état des surfaces, au microscope électronique
a balayage, de différents matériaux avant et aprés 120 cycles de traitement
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Figure 2-12 : Formation des biomasses sur les 3 matériaux

neufs et “traités”
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2 L evaluation du biofilm au contact des mateériaux

e validation des résultats du test par des matériaux
de référence positif (PVC-P : = 10 000 pg/cm? et
négatif (verre borosilicaté < 100 pg/cm?).

L'aptitude d'un matériau a promouvoir la forma-
tion de biomasses est évaluée par le calcul de la
valeur de BPP qui correspond a la moyenne des
sommes de la biomasse libre et de la biomasse
fixée aux temps 8, 12 et 16 semaines a laquelle
est soustraite celle du témoin négatif.

Les résultats pour les matériaux neufs confirment
que la promotion de la croissance microbienne est
dépendante de la nature du matériau (tableau 2-7
et figures 2-12 et 2-13). La croissance la plus éle-
vée est observée pour le matériau en polyéthylene
réticulé PEX (1500 pg ATP /cm?) et les plus faibles
trouvés pour le matériau en C-PVC (35 pg ATP/cm?),
puis le matériau en cuivre (11 pg ATP /cm?). Ces
essais montrent également labsence d'impact des
traitements répétés appliqués a ces trois matériaux
sur leur aptitude a former des biofilms. Les teneurs
en ATP par cm? sont proches entre le matériau
neuf et le méme matériau traité.

La flore aérobie revivifiable a 30° C initialement
présente dans l'eau de trempage était constituée
de cocci a Gram positif, difficilement identifiables,
et de bacilles a Gram négatif, appartenant majori-
tairement au genre Pseudomonas et aux genres
apparentés (Comamonas, Delftia, Brevundimonas,
...J. La recherche de légionelles par Polymerase
Chain Reaction a montré la présence de génomes
de Legionella (1500 UG/l ; aucune Legionellan’a
été détectée par culture. Il est a noter qu’il n'a pas
été détecté par culture ou par PCR de bactéries
ou de génomes de Legionella pneumopbhila.

Avec le cuivre, qu'il soit neuf ou traité, la flore
revivifiable mise en évidence était constituée
majoritairement de cocci a Gram positif. Les
dénombrements ne sont pas significativement
différents entre le matériau neuf et le matériau
traité. Ainsi, aprés 16 semaines d’exposition, la
concentration en bactéries dans leau était de
lordre de 1,2.10* UFC/ml et sur les matériaux
proche de 1,1.10° UFC/cm?. Par ailleurs, il a été
détecté par Polymerase Chain Reaction en temps
réel, aprés 8 semaines d’incubation, la présence
de génomes de Legionella, autres que Legionella
pneumophila, a la concentration de 18 000 UG/L
pour le matériau neuf et a un niveau non quan-
tifiable pour le matériau traité ; ces génomes de
Legionella n'ont pas été détectés par PCR aux
autres temps. Des dosages en ions cuivre dans
l'eau au contact du matériau ont donné des te-
neurs moyennes de 0,14 mg/l pour le matériau
neuf et de 0,18 mg/l pour le matériau traité.



Le C-PVC était contaminé lors de la premiére ana-
lyse majoritairement par des cocci Gram positif qui
ont disparu progressivement au profit de bacilles
a Gram négatif. Aprés 16 semaines d’exposition,
seules les bactéries a Gram négatif (Pseudomonas
et genres apparentés) étaient détectées par culture.
L'eau au contact du matériau contenait principa-
lement des bacilles a Gram négatif, ceci aux trois
temps d'analyse. La concentration en bactéries dans
Ueau au contact du matériau neuf a été estimée a
1,8. 10 UFC/ml et sur le matériau a 2,6.10* UFC/cm?
Avec le matériau traité, la teneur en bactéries
dans leau était proche de 3.10* UFC/ml et sur le
matériau de lordre de 5,9.104 UFC/cm? La présence
de génomes de Legionella, autres que Legionella
pneumophila, a été mise en évidence par PCR en
temps réel pour le matériau neuf. Le niveau de
contamination le plus élevé a été observé lors de 2000 [ 8PP matériau neut
la premiére série d’expérience (3 600 UG/U) ; par
la suite, la présence de génomes de Legionella est
devenue non quantifiable. Avec le matériau traité,
les génomes de Legionella ont été mis en évidence
exclusivement lors de la premiére série d’expé-
rience, et ceci, a un niveau non quantifiable.

2500 ATP (pg/cm?)

I:l BPP matériau traité

1500

1000
Avec le PEX, qu'il soit neuf ou traité, les identifi-
cations ont donné des résultats analogues a ce qui
était observé avec le C-PVC : disparition progressive 500
sur les matériaux des cocci Gram positif au profit
de bacilles a Gram négatif et présence majoritaire
aux trois temps d’analyse de bactéries a Gram i_I_‘ i_:l.t‘
négatif dans l'eau au contact des matériaux. Les 0
dénombrements bactériens dans leau pour le
matériau neuf étaient voisins de 1,8.10¢ UFC/ml et Figure 2-13 : Comparaison des BPP des matériaux neufs et “traités”
sur le matériau, proches de 8,5.104 UFC/cm?.

Cuivre C-PvC PEX

TABLEAU 2-7 : Biomasses produites sur les matériaux “neufs” et “traités”

Matériau Biomasse totale (BP) BPP
(pg ATP/cm?) (pg ATP/cm?)
Cuivre “neuf” 151, 0=67,Vl =44 11
Cuivre “traité” 156, 0=31,VI=20 16
C-PVC “neuf” 175, 0 =46,V =26 35
C-PVC “traité” 163, 0=98,VI=60 23
PEX “neuf” 1660, o =403, VI = 24 1520
PEX “traité” 1113, 0 =354, VI =32 973
o = écart type, VI = variabilité intra-laboratoire= ¢*100/BP
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Pour le matériau traité, la teneur en bactéries
dans l'eau était estimée a 1,3.104 UFC/ml et sur
le matériau, a 7,6.10* UFC/cm?. Des génomes de
Legionella, autres que Legionella pneumophila,
ont été détectées pour le matériau neuf par PCR
en temps réel. Le niveau de contamination le plus
élevé a été obtenu lors de la premiére série d'ex-

périence (14 000 UG/U), la présence de génomes
de Legionella diminuait par la suite pour atteindre
un niveau non quantifiable. Sur le matériau traité,
les génomes de Legionella ont été mis en évidence
exclusivement lors de la premiere série d’expé-
rience, et ceci a un niveau non quantifiable.

2 Les études menées par le CRECEP et le LHVP
ont permis d’évaluer laptitude a la croissance
microbienne de différents matériaux, neufs et
ayant subi des traitements répétés de nettoyage
et de désinfection. Ces matériaux ont été soumis
au test BPP, selon la méthode d’essai de la
norme CEN TC164/WG3/AHG3 basée sur

la détermination de la concentration en biomasse
active, dans la phase eau et sur le matériau,

par dosage de ’ATP microbien.

Les matériaux étudiés different entre eux par
leurs propriétés de promotion de la croissance
microbienne. La concentration de biomasse dans
Peau au contact de chaque matériau montre

la méme distribution que la concentration en
biofilm sur le matériau.

Les ions cuivre sont connus pour présenter une
toxicité envers les bactéries, ce qui pourrait
expliquer la valeur de BPP tres faible observée
avec ce matériau. Le C-PVC, tres peu promoteur
de la croissance microbienne, présente une
aptitude microbiologique équivalente a celle du
cuivre réputé pour son potentiel a ne pas induire
un deéveloppement microbien. La croissance la
plus élevée est observée pour le polyéthylene
réticulé (PEX) et le polypropylene : des valeurs
de BPP supérieures a 1 000 pg ATP/cm? sont
associées a des problemes de recroissance
microbienne dans les réseaux intérieurs.

Le test BPP a révélé 'absence d’impact des
traitements répétes appliqués au cuivre, C-PVC
et PEX sur leur aptitude a former des biofilms,
méme s’il a été montré une légere attaque

de la surface des matériaux. L'état des matériaux

traités correspond a des traitements répétés,
représentatifs d’'une durée de vie d’une installation
intérieure a problemes. Ces traitements successifs
ne modifient probablement pas les propriétés
des materiaux vis-a-vis de l'aptitude des micro-
organismes a s’ancrer et proliférer. Toutefois, ce
protocole expérimental ne tient que partiellement
compte des modifications de structure lices au
vieillissement du matériau dans des conditions
réelles d’utilisation : état de surface, phénomenes
d’entartrage et de corrosion.

Les dénombrements bactériens révelent sur les
matériaux neufs et traités une image moins claire
que les valeurs de BPP, en raison probablement
d’un nombre élevé de bactéries viables mais non
cultivables. En effet, seule une toute Ipetite
fraction des micro-organismes dans les biofilms
sont capables de se développer sur milieu
de culture dans des conditions classiques de
laboratoire. Les identifications microbiennes ont
montré la présence majoritaire de cocci a Gram
positif sur le cuivre, neuf ou traité, et de bacilles
a Gram négatif (Pseudomonas et genres
apparentés) sur le C-PVC et le PEX, neufs ou
traités. La présence de génomes de Legionella,
autres que Legionella pneumophila, a été
détectée a un niveau quantifiable dans Ieau
initiale de trempage et pour les trois matériaux
neufs uniquement a la 8" semaine d’exposition.
La présence de Legionella ne semble pas étre
corrélée a la densité des biomasses présentes
puisque le cuivre et le PEX ont des concentrations
proches en légionelles alors que seul le PEX
?{bparait comme matériau réellement promoteur
e prolifération microbienne.




2.4 Comparaison des
mateériaux selon
des méthodes
dynamiques

Le degré de formation de biofilm sur les maté-
riaux au contact de l'eau potable est testé dans
des conditions hydrauliques correspondant a la
situation d'installations domestiques (Kiwa).

Installations d’eau froide

Les conditions hydrauliques des réseaux de
distribution d'eau des habitats individuels sont
imitées dans un systéme dynamique en faisant
alterner des périodes de brefs écoulements et
d’arréts d'eau. Les canalisations d'un diametre
interne d’environ 13 mm et d’une longueur de
5 m, faites des matériaux testés, sont branchées
a l'eau de ville. Les raccords utilisés dans l'ins-
tallation sont en acier inoxydable.

L'approvisionnement en eau, par une canalisation
en PVC-U, est mis en route et arrété, de maniére
répétée (21 fois en 24 heures). Dans ces conditions,
environ 130 litres d’eau par jour, soit un débit de
260 + 50 |/h, se sont écoulés dans chaque cana-
lisation, a une température de 18,6 + 0,7° C,
dans une température ambiante de 21,2 + 0,8° C.

TABLEAU 2-8 : Matériaux choisis pour les tests avec le systéme

dynamique “eau froide”

Le systéme est inoculé par une culture de Legio-
nella (cultivées dans de l'eau en présence de
fragments de caoutchouc naturel), au début du
test et aprés deux semaines. Les analyses micro-
biologiques des matériaux et de leau sont effectuées
durant une période de 16 semaines.

Les caractéristiques de formation du biofilm de
l'eau utilisée dans le systéme dynamique sont
déterminées en utilisant un appareil spécifique
(Van der Kooij et al. 1997). La concentration et le
type de composés biodégradables présents dans
l'eau contribuent a la formation du biofilm a la
surface des matériaux des canalisations. Le
taux de formation du biofilm (BFR) de l'eau est
déterminé dans une colonne de verre verticale
remplie d’anneaux de verre, placés lun au-dessous
de lautre. L'eau s’écoule dans cette colonne du
haut vers le bas a une vitesse de 0,2 m/s, corres-
pondant au débit dans les réseaux de distribution.
L'augmentation de la concentration en biofilm
dans l'appareil est déterminée en retirant pério-
diqguement deux anneaux de verre et en mesurant
la quantité d’ATP. Le taux de formation de biofilm
(pg ATP/cm?, jour) est défini comme l'accroisse-
ment linéaire du contenu en ATP du biofilm comme
une fonction du temps sur une période comprise
entre 0 et 100 jours.

Les matériaux choisis pour les tests avec le sys-
teme dynamique sont présentés sur le tableau 2-8.

feuille interne d'aluminium

Matériau Sigle Diameétre extérieur (mm)  Diameétre intérieur (mm)
Acier inoxydable 316 RVS 18 16

Cuivre Koper 15 13

Polychlorure de vinyle surchloré C-PVC 16 12

Polyéthyléne réticulé PE-Xa 16 11,5

Polypropyléne PP-R 16 10,5

Polyéthylene renforcé par une Al/ PE-MD 16 12
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Dans le systeme dynamique développé par le Kiwa,
le taux de formation de biofilm, sur la période
d’essai de 140 jours, est aussi bas que 2 pg ATP/cm?
par jour pour lensemble des matériaux. Ces va-
leurs relativement faibles sont probablement la
conséquence de lalternance de périodes d'arrét
et d"écoulements d’eau. Les concentrations les
plus importantes de biofilm sont observées sur
les matériaux en polyéthyléne (PE] et sur le cuivre
(240 pg ATP/cm?] et les concentrations les plus
faibles sur le C-PVC (80 pg ATP/cm?), lacier
inoxydable (RVS] et le polypropyléne (PP-R]
(figure 2-14).

Apres 28 jours d’essai, une concentration rela-
tivement élevée de biofilm est déja observée sur
le cuivre et le polyéthyléne. Apres une période
d’essai de 140 jours, aucun équilibre n'a été atteint
pour la plupart des matériaux.

Des numérations bactériennes significativement
élevées sont retrouvées sur le polyéthylene ren-
forcé par une feuille interne d'aluminium (2 500
UFC/cm? a linverse des autres matériaux testés.
Les numérations bactériennes montrent une
tendance a la diminution sur la période d’essai
de 140 jours.

La quantité de biomasse formée sur la surface du
matériau au contact de l'eau dépend de plusieurs

Biofilm (pg ATP/cm?)

PVC-C PE-Xa PP-R Al/PE-MD

Figure 2-14 : concentrations moyennes de biofilm (en pg ATP/cm?)
sur les matériaux dans le systéme dynamique

—
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processus : relargage de composés biodégradables
par le matériau et leur apport par l'eau, mort
microbienne et libération de la biomasse par le flux
d'eau. Le relargage des composés biodégradables
par les matériaux dans le systeme dynamique est
probablement plus faible que dans le test BFP,
car latempérature de leau est plus basse (18,6° C)
que dans le test BFP qui est effectué a 25° C.

Installation d’eau chaude

Deux canalisations d'une longueur de 5,9 me-
tres de chacun des matériaux étudiés (inox 316,
diameétre 16 mm ; cuivre désoxydé, diametre 13
mm ; polyéthyléne, diamétre 12 mm) sont reliées
séparément a trois chauffe-eau électriques
identiques, d'un volume de 30 litres, par une
canalisation en C-PVC (longueur 1,6 m ; diametre
20 mm). Quatre segments de canalisations, chacun
d'une longueur de 15 cm, sont installés prées du
robinet de chacune des canalisations testées
pour l'analyse de biofilm. Une pompe assure la
recirculation de U'eau chaude par un circuit en
C-PVC (longueur 1,2 m, diamétre 20 mm).

Lutilisation domestique d’eau chaude est simulée
de la maniére suivante : toutes les 24 heures, un
volume total de 81 litres d’eau traverse chacune
des canalisations des matériaux testés. Des
échantillons d’eau de 500 ml sont recueillis une
fois par semaine a chacun des deux robinets, et
de temps en temps, sur les chauffe-eau.

Les substances accumulées sur la surface inté-
rieure des segments de canalisations sont prélevées
a laide d'écouvillons stériles qui sont ensuite pla-
cés chacun dans 10 mld'eau du robinet autoclavée.
Les analyses chimiques et bactériologiques sont
effectuées sur une suspension de 40 ml apres
sonication a basse énergie de 2 minutes.

Dans un premier temps, chaque chauffe-eau et
les canalisations correspondantes sont ensemen-
cés avec 10 ml d’'un mélange microbien, incluant
une souche de Legionella pneumophila, mise en
culture dans de l'eau en présence de segments
de polyéthyléne. L'eau chaude circule dans la
boucle pour permettre aux micro-organismes de
se multiplier dans le systeme. Lensemencement
est répété a J 18 et J 28 avec de l'eau chaude
provenant d’une installation industrielle. L'eau
est remplacée a J 37, J 64 et J71.

Durant le période d’ensemencement du systéme
(79 jours), la température de l'eau est comprise
entre 25° C et 35° C (médiane 30° C). Les valeurs
de pH sont de 8,1 + 0,3 (cuivre], 7,8 £ 0,2 (inox



TABLEAU 2-9 : concentrations en biomasse et en Legionella dans Ueau

prélevée dans le systeme expérimental d’eau chaude domestique

316) et 7,9 £ 0,3 [polyéthyléne). La concentration
en cuivre dans l'eau atteint des valeurs de 2 - 4
mg/l dans les canalisations en cuivre et de 0,07
+ 0,2 mg/l dans les canalisations en inox et en
polyéthylene. Les concentrations d’ATP dans l'eau
atteignent des valeurs de 500 ng/l en quelques
jours et diminuent jusqu'a 20 - 50 ng/l aprés deux
semaines. Ensuite, une augmentation progressive
est observée avec des valeurs de 300 - 400 ng/l
aprés 50 jours pour linox et le polyéthyléne et
de 40 ng/l pour le cuivre. Les valeurs médianes
d’ATP sont de 30 ng/l (cuivre), 50 ng/L (inox] et
60 ng/l (polyéthyléne). Les numérations de la
flore aérobie revivifiable reflétent les observations
pour lATP : 8,5.10° UFC/ml (cuivre), 2,4.10* UFC/ml
(inox) et 5.10¢ UFC/mL (polyéthyléne). Les concen-
trations en Legionella atteignent les valeurs
maximales de 2.10° UFC/L pour le cuivre et linox
et 2.10¢ UFC/L pour le polyéthyleéne.

Qualité de l'eau du systéme

L'utilisation d’eau chaude débute a J 80. A partir
de J 210, U'eau des chauffe-eau est chauffée a
70° C durant 30 minutes deux fois par semaine
pour prévenir la multiplication des Legionella et
cette eau est éliminée par le fond du ballon. La

température de l'eau circulant dans les canali-
sations testées est fixée a 37° C.

Aprés un jour de simulation de l'utilisation domes-
tique d’eau chaude, les concentrations d’ATP
chutent a des valeurs inférieures a 10 ng/l et on
observe une diminution de 10 fois des concentra-
tions en Legionella. A J 120, les concentrations
en Legionella dans Ueau atteignent des valeurs
de 10* UFC/L pour tous les matériaux testés et
s'accroissent jusqu'a 4.10¢ UFC/L pour le cuivre
et 10° UFC/L pour Uinox et le polyéthyléne. Ainsi,
lutilisation d’eau domestique d'eau chaude ne
fait pas disparaitre la bactérie du systeme. Les
échantillons d'eau recueillis directement dans
les chauffe-eau révelent que les Legionella se
sont multipliées. L'élévation de la température de
l'eau des chauffe-eau a 70° C durant 30 minutes
deux fois par semaine réduit les concentrations
en Legionella dans U'eau du chauffe-eau jusqu’au
seuil de détection analytique (33 UFC/L).

De J210aJ 857, Lutilisation d’eau chaude domes-
tique est simulée dans le systeme avec élévation
de la température dans les chauffe-eau a 70° C
deux fois par semaine durant 30 minutes. La tem-
pérature de U'eau des canalisations testées est

Matériau Biomasse® Legionella® Legionella/ ATP
de canalisation (ng ATP/L) (UFC/L)

P10 Médiane P90 P10 Médiane P90 P10 P90
Cu-1 1.1 2.1 5.6 33 1665 5330 0.02 0.7 3.1
Cu-2 1.1 1.8 5.9 133 1400 10800 0.07 0.8 5.2
Inox-1 1.3 2.5 6.3 <33 2000 22000 0.01 0.6 1"
Inox-2 1.3 2.4 6.4 665 5700 26300 0.05 2.7 15
PEX-1 2.2 4.5 20 70 2870 17000 0.01 0.8 3.1
PEX-2 2.2 4.1 17 400 5930 21000 0.04 5.4
*n =83 « n = 80 (Cu-1), 79 (Cu-2), 77 (PEX-1), 80 (PEX-2), 80 (inox)



de 33 +4° C. A J 342, les canalisations cuivre-1,
inox-1 et polyéthylene-1 sont rincées a l'eau a
70° C durant 30 minutes. A J 552, toutes les cana-
lisations sont rincées plusieurs heures a leau a
70° C. Immédiatement aprés, l'eau est recirculée
dans le systéeme a 37° C durant 14 jours.

La concentration de biomasse active (ATP) dans
l'eau des canalisations est restée au-dessous de
5 ng/l et excéde rarement 10 ng/L. Les valeurs
médianes des concentrations d’ATP sont de
2,1 ng/l (cuivre), 2,5 ng/l (inox) et de 4,5 ng/l
(polyéthyléne) avec des valeurs similaires pour
les deux canalisations testées de chaque matériau
(tableau 2-9). Une analyse statistique (variance)
révele que les concentrations d’ATP dans l'eau
sont significativement différentes (p < 0,05) pour
les matériaux étudiés.

La présence permanente de Legionella dans
l'eau démontre la capacité de cette bactérie a se
multiplier dans les canalisations dans des condi-
tions d'utilisation domestique. Les concentrations
en Legionella vont de valeurs inférieures au seuil
de détection analytique (< 33 UFC/l) jusqu’a plus
de 10¢ UFC/L. Aucune Legionella n’est observée
directement aprés le rincage des canalisations-1
avec de l'eau a 70° C a J 342 mais la présence de
Legionella est observée aprés 2 mois (polyéthy-
lenel], 3 mois (cuivre] et 4 mois (inox). A J 552,
apres rincage des canalisations avec de l'eau a
70° C suivie d’une recirculation de 'eau durant
deux semaines, les concentrations en Legionella
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vont de 1,3.10° UFC/L & 2,7.107 UFC/L. Dans ces
échantillons d'eau, sont observées des concen-
trations élevées d'ATP : 73-160 ng/l (cuivre),
170 ng/l (inox) et 300 ng/l (polyéthyléne). Aprés
une semaine d’utilisation de l'eau, les concen-
trations en Legionella et ATP diminuent a des ni-
veaux observés avant le chauffage de l'eau.

Les concentrations en Legionella dans 'eau des
canalisations en inox et en polyéthylene sont
plus de 10 fois plus élevées que celles dans l'eau
des canalisations en cuivre (tableau 2-9). Aprés
760 jours, les concentrations en Legionella sont
au méme niveau pour tous les matériaux. L'ana-
lyse de la variance révéle que sur une période
de 2 ans d’'étude, les concentrations en Legio-
nella dans l'eau des canalisations en cuivre sont
significativement différentes (p < 0,05) que celles
dans l'eau des autres canalisations (inox et poly-
éthyléne).

Formation de biofilm sur les canalisations

Les concentrations médianes de biomasse sur la
surface intérieure des segments de canalisations,
prélevés a la fin ou juste apreés la période de recir-
culation, sont similaires pour le cuivre et l'inox
(environ 630 pg ATP/cm?) et de 1 810 pg ATP/cm?
pour le polyéthyléne (tableau 2-10). Les niveaux
de concentrations sont maintenus sur les canalisa-
tions en cuivre et en inox, mais des concentrations
plus élevées sont retrouvées sur le polyéthylene
aprés le démarrage de lutilisation domestique
d’'eau chaude.

TABLEAU 2-10 : concentrations en biomasse et en Legionella dans le biofilm

sur les matériaux dans le systeme expérimental d’eau chaude domestique

Matériau Biomasse® Legionella® Legionella/ ATP
de canalisation (pg ATP/cm?) (UFC/cm?) (UFC/pg)

P10 Médiane P90 P10 Médiane P90 P10 Médiane P90
Cu 310 720 1520 1 40 2500 0.001 0.09 2.9
Inox 340 635 1405 150 1020 8220 0.14 1.4 21
PEX 725 1810 2615 65 3700 15225 0.05 2.1 7.9

an = 47 (Cu), 41 (inox), 41 (PEX)




Les concentrations en biofilm sur des morceaux
de canalisations & J 542 (cuivre seul] et & J 857
confirment les effets des matériaux sur le déve-
loppement de biofilm. Pour le polyéthyléne, il est
calculé un taux de formation de biofilm (BFR) de
2,8+0,4(r?=0,86) pg ATP (cmZ2 jour). Les concen-
trations de biomasse fixée sont plus élevées que
celles de 'eau des canalisations. Les valeurs in-
dicatives pour ces ratios sont respectivement de
260 (inox), 320 (cuivre] et 430 (polyéthylene) cm™.

L'élévation périodique de température a 70° C
dans les chauffe-eau ne prévient pas la formation
de biofilm : des concentrations de 1 900 pg ATP/cm?
(haut et milieu) et de 2 800 pg ATP/cm? (bas) sont
retrouvées sur la surface interne du chauffe-eau.

Les numérations de la flore aérobie revivifiable
dans les biofilms sont de 4,4 + 0,2 log10 (cuivre],
4,2 +0,4 10910 (inox) et 4,7 + 0,6 log10 (polyéthy-
lene) UFC/cm? et seul le polyéthyléne montre
des valeurs qui excédent 10° UFC/cm? Ces valeurs
confirment en général les différences observées
avec les concentrations d’ATP sur les matériaux,
mais aucune corrélation n'est observée entre
les valeurs d'UFC et les concentrations d’ATP.

Les concentrations en Legionella dans les biofilms
dépendent du type de matériau. Les valeurs les
plus basses sont observées avec le cuivre et les
plus élevées avec le polyéthylene (tableau 2-10).
Les concentrations en Legionella s'accroissent
sur les segments de cuivre avec le temps d’expo-
sition. A J 857, les concentrations des morceaux
de canalisations sont au méme niveau pour les
différents matériaux. Les valeurs médianes du
ratio Legionella/ATP dans le biofilm ressemble
a ceux observés dans l'eau pour linox et le poly-
éthyléne mais une valeur beaucoup plus basse
est obtenue avec le cuivre.

La concentration en cuivre dans l'eau froide est
dans la majorité des cas inférieure a 10 pg/L. La
concentration en cuivre dans l'eau chaude des
canalisations en inox eten polyéthyléne est de 30
a 40 pg/l, indiquant que du cuivre est libéré a
partir du serpentin de chauffage. La concentration
en cuivre dans l'eau chaude des canalisations
en cuivre est comprise entre 200 et 700 pg/l
(moyenne 370 pg/l). Les composés de cuivre sur
la surface de segments de canalisations en cuivre
s'accumulent initialement de maniére linéaire
avec le temps mais les concentrations sur les
morceaux de canalisations testées a J 542 et J 857
suggérent une diminution de l'accumulation.
Les concentrations en cuivre restent au dessous
de 10 yg/cm? pour les canalisations en inox et
en polyéthyléne.

2.5 Autres études
publiées
Les encadrés suivants présentent quelques étu-

des comparatives réalisées dans des conditions
statiques et dynamiques.

Microbial diversity in biofilms
on water distribution pipes of

different materials

> Diversité microbienne des biofilms sur des canalisations
de distribution d’eau de différents matériaux
Yu J., Kim D. and Lee T. - 2010

Afin d’étudier 'influence de différents matériaux de
canalisations sur la formation de biofilm, six matériaux
classiquement utilisés pour les réseaux domestiques de
distribution d’eau sont choisis : trois métaux traditionnels
tels que le cuivre, 'inox et Pacier inoxydable et I'acier
recouvert de zinc (acier galvanisé), et trois matériaux
plastiques tels que le polychlorure de vinyl surchloré,

le polybutene et le polyéthylene. Des canalisations neuves
de chacun de ces six matériaux sont découpées selon

la méme taille (diametre de 3 cm et longueur de 2 cm).
Ces coupons sont ensuite nettoyés 3 fois avec une solution
d’éthanol et d’eau distillée (70 % v/v) et séchés pour
éliminer bactéries et impuretés.

Pour Iévaluation du pouvoir de formation de biofilm
(BEP) et de la diversité microbienne, chaque coupon est
incubé dans trois flacons d’un litre renfermant trois types
d’eau : (i) eau du robinet (aucun coliforme/100 ml, chlore
< 250 mgll, turbidité < 0,5 NFU et nitrates< 10 mg/l) (ii)
eau mixte avec 0,9 | d’eau du robinet mélangée a 0,1 |
d’eau de riviere comme source de micro-organismes (iii)
eau du robinet inoculée avec une culture d’Escherichia coli
(4 x 10° UFC/ml) représentant les bactéries coliformes.
Les flacons contenant les coupons sont incubés dans
Pobscurité a 25 = 1° C durant 90 jours.

Les duplicates des coupons de chacun des 6 flacons sont
transférés dans un tube de 50 ml contenant une solution
de sodium pyrophosphate 0,1 % (30 ml).
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Les biofilms présents sur les coupons sont détachés
par vortex durant 5 minutes et centrifugés a 3 000 g
durant 3 minutes. Le surnageant est retiré et le
culot de centrifugation est remis en suspension
dans 1 ml d’eau distillée. Cet échantillon est utilisé
pour le dosage d’adénosine tri-phosphate (ATP),
Panalyse des Escherichia coli et Pextraction
d’acide désoxyribonucléique (ADN).

L’ATP présent dans I’échantillon est dosé afin

de mesurer la concentration de biomasse active
(BEP) apres différentes périodes d’incubation.
L’échantillon est aussi ensemencé, apres dilutions,
sur une gélose LB (Lysogeny Broth) et incubé a
37° C durant 24 heures pour la recherche et le
dénombrement d’Escherichia coli. Des coupons de
1 x 1 cm? sont préparés, avant et apres incubation
dans I’eau mixte durant 90 jours, pour une lecture
en microscopie électronique a balayage. I’échantillon
est enfin centrifugé a 10 000 g a 4° C durant

10 minutes et le culot remis en suspension dans
100 pl d’eau distillée pour Iextraction des ADN

de I’ensemble des bactéries. Les ADN extraits
sont utilisés pour Pamplification par PCR
(Polymerase Chain Reaction) des fragments
génétiques 16S rADN qui sont ensuite analysés
par électrophorese sur gel de polyacrylamide.

Les résultats

Le tableau 2-11 présente les BFP pour chacun
des matériaux, incubés dans de I'eau du robinet
et dans de I'eau du robinet mélangée a de 'eau
de riviere.

Dans de I'eau du robinet incubé durant 90 jours,
le plus faible BFP est mesuré sur le cuivre

(30 pg ATP/cm?) et le plus élevé sur l'acier galvanisé
(300 pg ATP/cm?). Lacier inoxydable montre un
taux intermédiaire (158 pg ATP/cm?), similaire au
polyéthylene (138 pg ATP/cm?) et au polybutene
(185 pg ATP/cm?). Le C-PVC a une valeur de BFP
deux fois moindre que celle des autres matériaux
plastiques.

TABLEAU 2-11 : concentrations d’ATP des biofilms sur différents types
de matériaux de canalisations apres 90 jours d’incubation dans de U'eau du

robinet (et dans une eau mélangée a de U'eau de riviere)

Pouvoir de formation de biofilm

(BFP) en pg ATP/cm? durant 90 jours

Incubation dans U'eau du robinet

Incubation dans U'eau du robinet
(+ eau de riviére) durant 90 jours

Cuivre 30 14
Acier inoxydable 158 410
Acier galvanisé 300 474
C-PVC 90 190
Polybuténe 185 300
Polyéthyléne 138 310
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XTABLEAU 2-12 : Numérations d’Escherichia coli des biofilms sur

des matériaux de canalisations apres 90 jours d’incubation dans de Ueau

du robinet inoculée avec E.coli

Pouvoir de formation de biofilm (BFP)
en UFC Escherichia coli [em2

Incubation dans Ueau du robinet inoculée
par E. coli durant 90 jours

Les valeurs de BEP pour les matériaux incubés dans
de I'eau du robinet mélangée a de I'eau de riviere
sont plus élevées en raison de 'apport de micro-
organismes par 'eau de riviere. Toutefois, les valeurs
ont les mémes tendances pour les deux types d’eau.
La valeur de BEP la plus faible est observée pour
le cuivre (114 pg ATP/cm?), mais les deux aciers
montrent des valeurs supérieures a 400 en pg ATP/cm?.
Les matériaux plastiques ont des valeurs autour
de 300 pg ATP/cm?, sauf pour le C-PVC, qui a
une valeur basse, inférieure a 200 pg ATP/cm?.

Les numeérations en UFC/cm? d’Escherichia coli
sur les matériaux montrent des tendances
similaires a celles des dosages d’ATP pour les
matériaux incubés dans de I'eau du robinet

et dans le mélange eau du robinet - eau de riviere
(tableau 2-12).

Les deux aciers montrent des valeurs élevées en
UFC, a plus de 4,0 x 10° UFC/cm? alors que les

Cuivre 0,3x10°
Acier inoxydable 3,9x10°
Acier galvanisé 52x10°
C-PVC 0,4x10°
Polybutene 2,5x10°
Polyéthyléne 2,4x10°

matériaux plastiques, polybutene et polyéthylene,
montrent des valeurs intermédiaires. Les numérations
UFC du cuivre et du C-PVC sont voisines et trés
basses.

Les observations en microscopie électronique a
balayage des matériaux neufs avant I'incubation
indiquent que ces matériaux ont des structures de
surface variables qui peuvent influencer la formation
de biofilm. Les observations apres incubation durant
90 jours dans le mélange eau du robinet - eau de
riviere montrent la présence de quantités différentes
de micro-organismes avec des morphologies variables
selon le type de matériau. Une quantité relativement
faible de micro-organismes est observée sur le C-PVC
et le cuivre, qui semblent avoir des surfaces lisses.
Toutefois, le polybutene et le polyéthylene montrent
sur leurs surfaces des quantités importantes de
micro-organismes bien qu’ils aient aussi des surfaces
relativement lisses. Les aciers, qui ont des surfaces
rugueuses, sont tous les deux recouverts d’une
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quantité importante de micro-organismes, mais,
avec des morphologies différentes selon le type
d’acier.

Ces résultats suggerent que les structures de surface
semblent étre le facteur principal de formation du
biofilm sur les matériaux métalliques. Toutefois,
dans le cas des matériaux plastiques, la croissance
bactérienne pourrait étre affectée non pas uniquement
par les structures de surface mais aussi par le
relargage de composés utilisés par quelques
micro-organismes spécifiques.

Les profils électrophorétiques des fragments

16S rADN, amplifiés a partir de ’ADN total

des biofilms sur les matériaux, sont comparés.

Les matériaux montrent différents profils, mais
plusieurs bandes, telles que les bandes 2, 8 et 9,
sont détectées dans la plupart des matériaux. Basées

sur le nombre et I'intensité des bandes de chaque
profil, la richesse et la diversité microbienne sont
calculées pour chaque matériau (tableau 2-13).

Les matériaux plastiques, tels que le polybutene et
le polyéthylene, montrent une plus grande richesse
en phylotypes que les matériaux métalliques, acier
inoxydable et acier galvanisé, dans les deux types
d’eau ; un résultat opposé aux données ATP et
UFC. Le cuivre révele une richesse relativement
faible en phylotypes, et le C-PVC a la richesse la
plus faible dans les deux types d’eau d’incubation.

Les indices de diversité suivent ces mémes tendances.
Le C-PVC montre la diversité bactérienne la plus
faible dans les biofilms, mais dans I'analyse ATP,
le cuivre montre la plus faible valeur. Ceci suggere
que le nombre de types bactériens pouvant se
développer a la surface du C-PVC est moindre

TABLEAU 2-13 : richesse et diversité des phylotypes bactériens
des communautés bactériennes des biofilms présents sur les coupons des

différents matériaux incubés dans différents types d’eau

Types d’eau pour incubation Matériau Richesse Diversité
S* H** D***
Eau du robinet Cuivre 6 2.4 0.8
Acier inoxydable 5 1.6 0.6
Acier galvanisé 8 2.8 0.8
C-PVC 3 1.5 0.6
Polybuténe 7 2.6 0.8
Polyéthylene 9 2.8 0.8
Eau du robinet Cuivre 5 2.3 0.8
+ eau de riviere Acier inoxydable 9 2.9 0.9
Acier galvanisé 8 2.7 0.8
C-PVC 3 1.5 0.6
Polybuténe 14 3.6 0.9
Polyéthylene 9 2.6 0.8

* richesse en phylotypes ** index de diversité Shannon-Weiner

*** index de diversité de Simpson
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que sur le cuivre, tandis que plusieurs types de
bactéries peuvent étre présentes dans les biofilms
a la surface du cuivre, bien que leurs activités
pourraient étre inhibées par le cuivre. Ainsi, le BFP
plus faible pour le C-PVC semble provenir de

sa surface lisse, et non du relargage de composés
chimiques.

Une analyse statistique des composants principaux
révele que, dans le cas des matériaux métalliques,
la communauté microbienne de chaque matériau
incubé dans I'eau du robinet est proche de celle
de ce matériau incubé dans I'eau mélangée. 1l en
est de méme pour le C-PVC, ce qui indique qu’un
nombre tres limité de types de bactéries peuvent
former un biofilm a la surface du C-PVC. Toutefois,
les communautés microbiennes des biofilms sur les
matériaux plastiques, tels que le polybutene et le
polyéthyléne, incubés dans I'eau du robinet sont
éloignées de celles de I'eau mélangée, signifiant que
des types variés de bactéries peuvent se développer
et former des biofilms sur ces matériaux.

L’analyse de la séquence ADN du profil électro-
phorétique montre une diversité de bactéries,
relevant principalement des o- et B- protéobactéries,
bacteroidetes et actinobactéries. Les bandes 2, 8 et
9, sont détectées sur tous les types de matériaux.
La bande 2 avec une forte intensité est étroitement
associée a la bactérie non cultivable, Dechloromonas
sp., comprise dans le groupe des B- protéobactéries.
Le groupe Dechloromonas est une des nombreuses
bactéries réduisant le perchlorate et le chlorate
isolées d’une grande diversité d’environnements et
prédominante dans les communautés microbiennes
des biofilms se développant en présence de résiduels
de chloramines. La séquence 16S rADN de la
bande 8 correspond a une bactérie non cultivable
détectée dans un réservoir d’une usine d’énergie
bydraulique, et la bande 9 est proche d’especes
relevant du groupe des actinobactéries.

D’autres bandes ont été trouvées dans un petit
nombre de matériaux. Les bandes 1 et 4
sont seulement détectées sur les échantillons

de polybuténe. La bande 1 montre 100 %

de similitude avec Brevundimonas intermedia
relevant des a-protéobactéries. Les especes

de Brevundimonas sont trouvées dans les eaux
douces et marines avec des niveaux faibles de
nutriments. La bande 4 montre une séquence
ayant 100 % d’homologie avec Sphingomonas
phyllosphaerae relevant des a-protéobactéries.
Sphingomonas est isolé des systemes de distribution
d’eau potable et il bien connu que ces especes
peuvent survivre a la chloration en formant des
agrégats bactériens. La bande 3, détectée sur les
échantillons de polybutene et de polyéthylene,
est tres proche de Methylophilus sp. relevant des
B- protéobactéries. Cette bactérie a été isolée
d’une source d’eau souterraine pour un réseau
municipal de distribution d’eau.

La bande 5 a une homologie parfaite avec
Pandoraea sp. qui est une des diverses
ultramicrocellules viables récemment isolées de
Peau du robinet par culture avec des canalisations
en chlorure de polyvinyle (PVC). Dans cette
étude, toutefois, la bande 5 a été trouvée avec les
matériaux en acier. La bande 6 est associée avec
le pathogene opportuniste Mycobacterium sp.

Lors du choix d’un matériau de canalisation
pour un systéme de distribution d’eau potable,
il devrait étre considéré que certains matériaux
plastiques avec des structures de surface tres
lisses, comme celles du C-PVC, sont adaptés

a des applications de plomberie en raison de leur
faible potentiel de formation de biofilm et de

la faible diversité microbienne dans le biofilm,
comparable a ceux du cuivre.

L’analyse des communautés microbiennes

a aussi apporté des informations fondamentales
a la compréhension de la formation du biofilm
dans les systemes de distribution d’eau potable.
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> Influence de la température et du choix

du matériau de canalisation sur la formation du
biofilm et la croissance de Legionella pneumophila
dans un pilote de systeme d’eau potable contenant
une flore microbienne complexe. Rogers |. et al. - 1994

Deux récipients en verre, d’un volume de 500 ml,
sont reliés pour simuler des conditions d’un systeme
de distribution d’eau (pilote “biofilm™ a deux étages).
Le premier récipient simule un réservoir de stockage,
le débit d’eau stérile produisant un taux de dilution
de 0,05 par beure. Afin d’assurer la reproductibilité
des essais, les conditions dans ce récipient restent
constantes, sans introduction d’aucun matériau de
canalisation. Le premier récipient est la source de
contamination (sédiments d’un ballon d’eau chaude
renfermant une souche virulente de Legionella
pneumophila sérogroupe 1 Pontiac) qui fournit
un inoculum constant au second récipient, qui
représente le systeme de distribution d’eau et est
utilisé pour la formation du biofilm. De I'eau stérile
est ajoutée au récipient générant le biofilm pour
produire un taux de dilution final de 0,2 par heure.
Leffluent du second récipient est pompé dans un
flacon. La température du premier récipient, source
de la contamination, est maintenue a 30 = 0,1° C.

Des tubes de polybutene, cuivre et C-PVC sont
découpés pour obtenir des coupons de 1 cm? de
surface interne ; un trou de 1mm est percé pour
les suspendre dans le second flacon avec un fil de
cuivre ou de titane (dans le cas du polybutene et du
C-PVC). Ces coupons sont nettoyés dans I'acétone
pour éliminer toute trace de salissure ou d’huile et
sterilisés a Pautoclave. Les analyses des coupons,
apres agitation dans 10 ml d’eau distillée stérile
durant 3 jours, montrent qu’ils libérent moins de
6 ug de carbone organique total. Les coupons de
cuivre sont placés durant 14 jours dans 200 ml d’eau
du robinet stérile afin d’oxyder les surfaces et de

limiter le relargage de fortes quantités d’ions cuivre
dans le pilote expérimental.

Un seul coupon de matériau est utilisé a chaque
essai et la colonisation est étudiée a des températures
de 20, 40, 50 et 60° C. Pour chacun des essais,

le matériau et la surface de verre témoin sont
immergés de maniere aseptique dans le second
récipient. Les coupons sont retirés apres 1, 4, 7,
14 et 21 jours. Afin de s’assurer que toutes

les bactéries planctoniques ont été enlevées, les
coupons sont lavés par immersion complete

dans 10 ml d’eau stérile avec un léger mouvement.
Le biofilm est ensuite décroché en grattant
méthodiquement toute la surface interne du coupon
a l'aide d’un écouvillon stérile. Les biofilms

sont remis en suspension dans 1,0 ml d’eau stérile
et vortexés durant 30 secondes pour disperser

les bactéries.

Les populations bactériennes, autres que les
legionelles, sont dénombrées sur une gélose R2A,
non sélective et faiblement nutritive afin d’éviter
le choc li¢ au substrat. Ces milieux sont incubés
durant 7 jours a 30° C et a la méme température
que celle de 'essai. Dans tous les cas, les nombres
les plus élevés d’UFC dénombrées sur les géloses
incubées a 30° C sont utilisés pour déterminer la
flore totale non-Legionella. Des géloses BCYE

et des géloses BCYE supplémentées en glycine,
vancomycine, polymyxine, et cyclobeximide
(GVPC) sont utilisées pour déterminer le nombre
de bactéries les plus fastidieuses y compris
Legionella penumophila. Ces géloses sont incubées
a 30° C durant 7 jours.

Une gélose de chaque milieu de culture qui contient
30 a 100 colonies, et sur laquelle la morphologie

des colonies peut étre distinguée, a été choisie pour
évaluer les profils des populations bactériennes pour



chaque biofilm a chaque dge. Chaque type de colonie
est cultivée trois fois sur les milieux R2A et BCYE
avant identification appropriée par les systemes
d’identification bactérienne.

Les coupons sont examinés en microscopie
électronique a balayage, microscopie optique
et microscopie a interférence différentielle.

biofilm formation and growth of Legionella pneumophila in a model

Les concentrations de cuivre sont mesurées dans
les échantillons planctoniques et de biofilm.

Les résultats
Les résultats sont présentés sur le tableau 2-14

(flore bactérienne non-Legionella)
et sur le tableau 2-15 (Legionella pneumophila).

TABLEAU 2-14 : comparaison de la colonisation par la flore bactérienne
non-Legionella de différents matériaux de canalisations, du verre témoin

et de la phase planctonique, a différentes températures

Valeurs moyennes de la flore bactérienne non-Legionella (1 a 21 jours)
Température sur la surface sur la surface dans la phase ratio
et matériau du matériau du verre témoin planctonique de colonisation

(UFC/cm?) (UFC/cm?) (UFC/ml)

20°C
Cuivre 2,16 x 10° 3,08 x 10° 3,79 x 10* 1
Polybuténe 5,70 x 10° 6,23 x 10° 2,87 x 10° 2.6
C-PVC 1,81 x 108 5,05x 10° 2,63x10° 8.4
40°C
Cuivre 8,04 x 104 6,66 x 104 9,18 x 104 1
Polybuténe 1,18 x 10¢ 4,43 x 10° 4,30 x 10* 14.7
C-PVC 3,67 x 108 1,40 x 10° 3,68 x 108 4.6
50°C
Cuivre 2,26 x 10* 1,20 x 109 2,40 x 10* 1
Polybuténe 3,21 x 108 1,50 x 10¢ 8,43 x 10* 142
C-PVC 1,22 x 10° 3,78 x 10° 6,43 x 10* 5.4
60°C
Cuivre 4,47 x 102 6,29 x 102 1,83 x 10° 1
Polybuténe 4,25 x 104 1,25 x 10% 5,84 x 10° 95
C-PVC 5,19 x 10° 1,78 x 10% 6,06 x 10* 11.6
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TABLEAU 2-15 : comparaison de la colonisation par Legionella
pneumophila de différents matériaux de canalisations, du verre témoin

et de la phase planctonique, a différentes températures

Valeurs moyennes des numérations de Legionella pneumophila (1 a 21 jours)
Température sur la surface sur la surface dans la phase ratio
et matériau du matériau du verre témoin planctonique de colonisation

(UFC/cm?) (UFC/cm?) (UFC/ml)

20°C
Cuivre <10 <10 3,00 x 10°
Polybuténe 6,65 x 102 2,79 x 102 1,28 x 10? 665
C-PVC 2,13x10° 4,69 x 10° 2,81 x 102 2.132
40°C
Cuivre 1,67 x 103 7,89 x 102 8,17 x 102 1
Polybuténe 1,12 x 10° 1,59 x 104 2,20 x 108 56.8
C-PVC 6,84 x 10% 4,64 x 10° 2,20x 10° 34.7
50°C
Cuivre <10 2,00 x 100 1,70 x 10° 1
Polybuténe 8,58 x 102 3,31 x 10 1,18 x 10? 868
C-PVC 6,00 x 10 4,30 x 10 7,00 x 10 60
60°C
Cuivre <10 <10 <10
Polybutene <10 <10 <10
C-PVC <10 <10 <10

Croissance dans les biofilms Legionella pneumophila est présente dans les biofilms
du polybutene et du C-PVC a des proportions
A 20° C, les surfaces du polybuténe et du C-PVC moindres que celles de la flore totale, avec des

sont colonisées par des quantités importantes de valeurs moyennes respectivement de 6,65 x 10?
bactéries non-Legionella avec respectivement des et 2,13 x 10° UFC/cm? (tableau 2-15). Aucune
valeurs moyennes de 5,70 x 10° et 1,81 x 10° Legionella n’a été détectée dans aucun des biofilms
UFC/cm? (tableau 2-14). Le cuivre est beaucoup présents sur le cuivre (limite de détection de
moins colonisé que les surfaces plastiques, avec 10 UFC/cm?). La présence d’ions cuivre inhibe
une valeur moyenne de 2,16 x 10° UFC/cm?, le développement des Legionella sur la surface
significativement différente de celle des autres de verre témoin.

matériaux testés (limite de confiance 95 % ).

e ———————————




Les populations de micro-organismes présentes sur
le C-PVC sont similaires en diversité a celles présentes
sur le polybuténe. Le biofilm contient un mélange
de bactéries Gram négatif, d’actinomycetes, de
champignons et de protozoaires, y compris les
amibes. Les Pseudomonas sont les principaux
représentants microbiens et composent 72 % de la
flore totale bactérienne, les plus abondants étant
P. testosteroni et P. paucimobilis, 72ais P. maltophilia,
P. mendocina et P. stutzeri sont aussi présents. Les
actinomycetes représentent 24 % de la flore totale
du biofilm et Acinetobacter sp. est en petite quantité.
La diversité des micro-organismes présents a la
surface du cuivre est significativement réduite en
comparaison a celle du polybutene, avec seulement
quatre especes de Pseudomonas et deux autres
genres bactériens. Pseudomonas. paucimobilis est
Pespece la plus représentée, avec la présence également
de P. mendocina, P. testosteroni et P. xylosoxidans.
Plusieurs especes d’amibes et d’autres protozoaires
sont identifiés dans le pilote expérimental. Les
amibes présentes comprennent Verillefera bacillipedes,
Hartmannella cantabrigiensis et Hartmannella
vermiformis, qui est capable d’assurer la croissance
de Legionella pneumophila. D’autres protozoaires
sont aussi présents, comprenant les stades mobiles
et au repos de Rotari neptuniaet l'espece prédatrice
Lacrymaria spp. Bien que les protozoaires sont
déetectables dans la culture et a la surface du verre
en présence de cuivre, aucun n’est apparu a la
surface du coupon de cuivre sur les 21 jours de
Pexpérimentation.

A 40° C, le polybutene montre des niveaux de
colonisation significativement plus élevés que le
C-PVC et le cuivre, avec une valeur moyenne de
1,18 x 10° UEC/cm? (tableau 2-14). Le C-PVC
présente des nombres élevés de bactéries non-
Legionella avec une valeur moyenne de 3,67 x 10°
UFC/cm?. Le cuivre est le moins colonisé des
matériaux testés avec une valeur maximale de
5,05 x 10* UFC/cm?, ce qui est significativement
plus bas que pour les autres matériaux plastiques.
Legionella pneumophila est rapidement incluse

biofilm formation and growth of Legionella pneumophila in a model

dans les biofilms des matériaux plastiques (tableau
2-15). Jusqu’a 48 % de la population présente sur
le poybutene correspond a L. pneumophila, avec
une valeur moyenne de 1,59 x 10* UFC/cm?. La
surface du C-PVC comprend une valeur moyenne
en L. pneumophila de 4,64 x 10° UFC/cm?,
représentant un maximum de 35 % de la flore totale.
Les biofilms des surfaces du cuivre sont capables
de supporter la croissance de L. pneumophila
apres 24 beures, mais les nombres de cette bactérie
sont significativement plus faibles que ceux des
autres matériaux testés. La présence d’ions cuivre
inhibe le développement des Legionella sur la
surface de verre témoin, avec un pourcentage
inférieur a 3 % de la population.

Les micro-organismes présents a la surface du
polybutene comprennent 62 % de Pseudomonas
et 38 % d’autres bactéries a Gram négatif. Les
Pseudomonas sont dominés par P. testosteroni et
P. xylosoxidans, avec d’autres especes incluant

P. aeruginosa, P. mendocina, P. paucimobilis et
P.vesicularis. Alcaligenes sp., Flavobacterium sp.,
Acinetobacter sp. et une autre bactérie a Gram
négative, qui n’a pas pu se développer apres
subculture, sont aussi présents. La population a
la surface du cuivre est initialement dominée par
P. paucimobilis avec d’autres micro-organismes
en plus petits nombres. La diversité des micro-
organismes colonisant le cuivre est moindre que
pour les autres matériaux, avec Legionella
pneumophila (2,00 x 10°* UFC/cm?), Methylobacterium
sp., Alcaligenes sp. Aspergillus sp. et actinomycetes,
étant les seules bactéries présentes.

Les amibes et autres protozoaires, présents a 20° C,
ne sont pas détectables a 40° C.

A 50° C, les deux surfaces des matériaux plastiques
présentent des nombres élevés de bactéries, mais le
C-PVC est beaucoup moins colonisé, de maniere

significative, que le polybutene. La valeur moyenne
de colonisation pour le polybutene est de 3,21 x 10°
UFC/cm?, alors qu’elle est de 1,22 x 10° UFC/cm?.
Le cuivre présente un biofilm peu abondant avec
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une valeur moyenne de seulement 2,26 x 10* UFC/
cm?, ce qui est significativement plus faible que pour
le polybutene et le C-PVC. Les surfaces de verre
témoin incubé en présence des matériaux plastiques
présentent aussi des nombres élevés de bactéries.
La colonisation des surfaces de verre témoin incubées
en présence du cuivre est plus faible que pour celles
incubées avec les matériaux plastiques.

De faibles nombres de Legionella pneumophila sont
présents dans les biofilms des surfaces des matériaux
plastiques et leur verre témoin représente moins de
0,1 % de la flore du biofilm. Aucune Legionella
pneumophila 7’est détectée sur les surfaces du cuivre
pendant toute la durée de 'expérimentation.

L. pneumophila est détectée une seule fois dans les
biofilms des surfaces du verre témoin incubé avec
le cuivre, et a la limite de détection.

La diversité de la population microbienne sur

le polybutene est grandement réduite a 50° C,

les seuls représentants étant des Pseudomonas :

P. aeruginosa, P. paucimobilis et le prédominant
Pseudomonas hydrogenophaga. Methylobacterium
sp. est espece bactérienne prédominante sur le
cuivre, représentant 62 % de la flore totale du
biofilm, avec également P. hydrogenophaga et

P. paucimobilis. Aucun protozoaire thermotolérant
n’a été détecté dans le pilote expérimental a cette
température de 50° C.

A 60° C, le polybutene est la surface la plus colonisée,
avec une valeur moyenne en flore totale de 4,25 x
10* UFC/cm?. Le C-PVC est moins colonisé avec
une valeur moyenne de 5,19 x 10° UFC/cm?.

Le cuivre est le moins colonisé de tous les matériaux
testés, de maniere significative, avec une valeur
moyenne de 6,29 x 10° UFC/cm?. Les surfaces de
verre, incubé en présence des matériaux plastiques,
ont une colonisation en flore totale de 1,25 x 10*
(polybutene) et 1,78 x 10* (C-PVC) UFC/cm? ;

en présence du cuivre, la colonisation est réduite
a 6,29 x 10?> UFC/cm?. L. pneumophila #’est pas
détectée dans le pilote expérimental a 60° C.

Le biofilm développé sur le polybuténe est dominé
par Pseudomonas hydrogenophaga et Aspergillus
fumigata. Il y a beaucoup d’autres especes
transitoirement présentes, incluant P. paucimobilis,
Flavobacterium sp. et Methylobacterium sp., mais
leurs petits nombres et leurs occurrences erratiques
indiquent qu’ils sont plutét des survivants du premier
récipient que des membres actifs de la communauté
microbienne. Les biofilms peu abondants sur le cuivre
sont principalement composés de Pseudomonas
hydrogenophaga, avec P. paucimobilis et
Methylobacterium sp. présents aussi a 24 h.

Croissance dans la phase planctonique

A 20° C, la phase planctonique contient 1,3 x 10*
a 7,56 x 10° UFC/ml de bactéries non-Legionella,
en fonction des matériaux en contact. Leurs nombres
sont moindres lorsque le cuivre est présent dans le
pilote expérimental (tableau 2-14). La présence de
cuivre réduit aussi les nombres de L. pneumophila
sous la limite de détection. (tableau 2-15).
Lorsque les matériaux plastiques sont présents,

L. pneumophila représente une faible proportion
de la flore planctonique, environ 0,1 %.

A 40° C, les populations planctoniques des bactéries,
autres que Legionella, varient de 1,42 x 10* a
3,90 x 10° UFC/ml, selon la composition des
matériaux présents. L. pneumophila se trouve
dans la phase planctonique a une concentration
comprise entre 2,99 x 10% et 7,50 x 10° UFC/ml
et représente jusqu’a 12 % de la population
microbienne. Encore une fois, la présence de cuivre
dans la phase aqueuse réduit a la fois la population
totale et les nombres de L. pneumophila.

A 50° C, la population totale des bactéries non-
Legionella est comprise entre 2,00 x 10* et 3,35 x 10°
UFC/ml. L. pneumophila représente moins de 0,7 %
de la population totale, avec des valeurs moyennes
comprises entre 1,00 x 10" et 3,45 x 10*> UFC/ml.
Le cuivre réduit a la fois la population totale
planctonique et les nombres de L. pneumophila.



A 60° C, L. pneumophila est absente dans la phase
planctonique. Les nombres de bactéries de la phase
planctonique sont faibles a cette température, entre
8,39 x 10% et 3,45 x 10* UFC/ml, avec des nombres
encore plus faibles en présence de cuivre.

Présence de cuivre dans la phase aqueuse
et dans les biofilms

Les échantillons prélevés dans la phase aqueuse
du pilote expérimental montrent des concentrations
négligeables de cuivre, les niveaux étant en
dessous de la limite de détection tout au long de
Pexpérimentation (> 1 ppm).

Le biofilm développé sur la surface du verre témoin
renferme 23,75 ug de cuivre total par cm?. Ceci
suggere que, bien que la phase planctonique montre
des niveaux indétectables d’ions cuivre, le cuivre
est libéré de la surface du coupon de cuivre et
s’accumule dans le biofilm présent a la surface du
coupon de verre témoin.

Microcopie du biofilm

Durant la colonisation initiale du polybuténe

a 20° C, les bactéries forment des microcolonies
qui sont isolées a la surface du matériau. Ces zones
deviennent de plus en plus denses et au bout

de 21 jours, les bactéries sont enchdssées dans

un polymere extracellulaire et recouvrent toute

la surface du matériau. Un méme modele de
colonisation est constaté a 40° C, avec de petites
régions, mais colonisées densément, déja observées
apres seulement 24 h d’immersion dans la culture
bactérienne.

Apres 24 b a 50° C, les matériaux plastiques
présentent une couche de biofilm bactérien dispersée
sur toute la surface en petites microcolonies. Ces
bactéries forment des biofilms de plus en plus denses
au cours de lessai. A 60° C, le dépéot de carbonate
de calcium empéche la visualisation du biofilm
bactérien.

biofilm formation and growth of Legionella pneumophila in a model

L’observation de micro-organismes sur le cuivre
est difficile en raison de la nature cristalline de
la surface ; toutefois, des empreintes de bactéries
peuvent étre observées sur les biofilms de cuivre
a40° C.

Legionella pneumophila est capable de survivre

et croitre, a la fois dans les phases planctonique et
biofilm, sur une large gamme de températures.

A 20° C, la bactérie est en faible quantité,
correspondant a un faible taux métabolique ;

a 40° C, elle est la plus abondante dans le pilote
expérimental, amplifiée par le consortium
bactérien et coincidant avec la diminution

de ses hotes potentiels, les protozoaires ; a 60° C,
elle est absente dans le pilote.

Le cuivre est le moins “encrassé” biologiquement
que pour les autres polybuténe et C-PVC

a toutes les températures examinées. Les nombres
de Legionella pneumophila sont plus faibles

a la surface du cuivre et la diversité microbienne
moindre, les ions cuivre ayant un effet inhibiteur
sur la croissance bactérienne. L’utilisation

de tubes en cuivre prévient la colonisation mais
peut aussi, par la libération d’ions cuivre, inhiber
la colonisation de composants ne contenant pas
de cuivre.

La viabilité des Legionella pneumophila est
maintenue sur de longues périodes, indiquant

que le biofilm les protége des hautes températures.
Ceci suggere que les systemes d’eau chaude
opérant a 50° C peuvent contenir un réservoir

de bactéries viables dans les biofilms ; la baisse de
la température a 40° C conduit a une croissance
rapide apres une courte période, entrainant

un risque accru d’infection.
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> Influence des matériaux de canalisations sur
la formation de biofilm et la croissance de Legionella
pneumophila dans des réseaux d’eau potable
Rogers J. et al. - 1994

Le méme pilote expérimental (pilote “biofilm” a
deux étages), décrit précédemment, est utilisé pour
étudier les influences possibles de 8 matériaux de
canalisations sur le développement de biofilm et la
croissance de L. pneumophila . Le pilote a été
congu pour étudier la croissance microbienne dans
des conditions réalistes, simulant celles rencontrées
dans les réseaux d’eau potable.

2 L evaluation du biofilm au contact des mateériaux

Les résultats

Les dénombrements de micro-organismes
présents dans le biofilm et la phase planctonique
sont présentés sur le tableau 2-16.

Les micro-organismes planctoniques

La flore planctonique du pilote expérimental contient
une flore microbienne totale de 10* a 10° UFC/ml,
avec des nombres de Legionella pneumophila
compris entre 10° et 10* UFC/ml dans la plupart des
essais (tableau 2-16). Une exception est observée
apres inclusion du latex et de Iéthylene-propylene

TABLEAU 2-16 : comparaison des nombres

de micro-organismes dans les phases biofilm et planctonique

du pilote expérimental

Valeurs moyennes des numérations des micro-organismes
Organismes Matériau Biofilm phase planctonique ratio
(UFC/cm?) (UFC/ml) biofilm/planctonique
Flore totale Acier inoxydable 2,13 x 10° 3,79 x 10° 0.96
Polypropyléne 4,54 x 109 2,87 x 10% 1.01
C-PVC 5,14 x 10° 2,63 x10° 0.83
PVC-U 6,23 x 10° 9,18 x 104 10.35
Acier doux 1,69 x 106 4,30 x 10° 7.58
Polyéthylene 2,75 x 10¢ 3,68 x 10¢ 1.70
Ethyléne - propyléne 1,08 x 107 2,40 x 10° 14.47
Latex 5,50 x 107 8,43 x 10° 29.4
Legionellae Acier inoxydable 1,03 x 10% 5,30 x 10° 1.94
Polypropyléne 2,10 x 10* 3,42 x 10° 6.14
C-PVC 2,24 x 104 1,23 x 10° 18.21
PVC-U 7,75 x 10° 1,06 x 10° 7.31
Acier doux 2,06 x 104 5,30 x 104 3.89
Polyéthyléne 6,76 x 103 6,68 x 10* 1.01
Ethylene - propyléne 1,44 x 10° 1,80 x 10 80
Latex 2,20 x 10° 1,38 x 10* 12.2




dans la culture. Un léger accroissement du nombre
total de micro-organismes est observé dans certains
cas, avec des réductions concomitantes des nombres
de Legionella pneumophila. La diversité microbienne
dans la phase planctonique est maintenue durant les
essais, avec le maintien de tous les micro-organismes
initialement présents.

Encrassement biologique
des matériaux de canalisations

Tous les matériaux sont rapidement colonisés par
des micro-organismes apres insertion dans le pilote
expérimental ; la concentration microbienne

la plus faible est de 5,24 x 10* UFC/cm? sur lacier
inoxydable apres seulement 24 heures. Les surfaces
des élastomeéres (latex et éthylene-propylene) sont
le plus rapidement encrassées et présentent une
population microbienne supérieure a 1,0 x 10" UEC/
cm? apres la méme période. L'acier inoxydable et
les matériaux plastiques portent des biofilms qui
contiennent 10° a 10° UFC/cm? apres 24 heures.

Le latex et I’éthylene-propylene restent les plus
fortement colonisés tout au long de I'expérimentation,
avec respectivement des nombres maximaux de
8,9 x 107 et 2,9 x 107 UFC/cm? (tableau 2-17). Ils
sont significativement plus colonisés que les autres
matériaux testés (limite de confiance 95 % ).
Lacier inoxydable porte le plus petit nombre de
micro-organismes dans les biofilms, en comparaison
des autres matériaux, avec une valeur maximale de
flore récupérée a 6,45 x 10° UFC/cm?. A linverse,
Pacier doux (qui a présenté une corrosion) porte
un biofilm qui contient jusqu’a 4,95 x 10° UFC/cm?.

Parmi les matériaux plastiques, le polyéthylene
apparait comme le plus fortement colonisé, avec
une microflore récupérée de 1,3 x 107 UFC/cm?
apres 4 jours dans le pilote expérimental. Les nombres
totaux de micro-organismes présents sur la surface
des autres matériaux plastiques restent compris entre
10° et 10° UFClcm? pendant la durée de Uexpérimen-
tation, avec, selon un ordre croissant de colonisation,
le polypropylene, le C-PVC et le PVC-U.

of Legionella pneumophila in potable water systems

Durant lexpérimentation, les surfaces des élastomeres
portent des nombres de micro-organismes plus
élevés que ceux des surfaces du verre témoin. La
surface du verre présente moins de 1,4 % des
micro-organismes associés a la surface du latex et
moins de 7,1 % des micro-organismes associés a
la surface de I’éthylene-propylene. Les surfaces du
polypropyléne et du C-PVC présentent des nombres
de micro-organismes plus élevés que ceux des
surfaces du verre. Bien que la colonisation initiale
du polyéthlene et du PVC-U soit plus rapide que
celle de la surface du verre témoin, elle ne se main-
tient pas et il n’y a pas de différence significative
entre les niveaux de colonisation de ces matériaux
et du verre pour les 27 jours suivants.

Toutes les surfaces des matériaux (a I'exception
du polyéthylene et du PVC-U) portent des flores
totales significativement plus élevées que celles
du verre témoin (limite de confiance 95 %).

Inclusion de Legionella pneumophila
dans les biofilms

L. pneumophila est trouvée dans les biofilms

de tous les matériaux apres seulement 24 heures
d’exposition a I’eau renfermant la bactérie. Les
nombres UFC de L. pneumophila incluses dans
les biofilms ne sont pas corrélés avec le nombre
total de micro-organismes présents (tableau 2-16).
Les biofilms des élastomeres contiennent les plus
grands nombres de L. pneumophila pour I'ensemble
de lexpérimentation, avec plus de 2 x 10° UFC/cm?.
Toutefois, L. pneumophila ne représente seulement
qu’un maximum de 3,5 % de la communauté
bactérienne totale sur les surfaces des élastomeres.
Inversement, plusieurs matériaux ont une proportion
plus élevée de L. pneumophila dans le biofilm, et
notamment, de grandes quantités de cette bactérie
apparaissent dans le biofilm du C-PVC apres 7 jours.

Les nombres UFC de L. pneumophila varient
dans les biofilms développés sur les surfaces

des matériaux plastiques. Le polypropyléne porte
un biofilm contenant jusqu’a 6,6 x 10* UFC/cm?,
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ce qui représente 10,3 % de la flore totale du
biofilm. Le polyéthylene contient des UFC

de L. pneumophila moins nombreuses, avec un
maximum de 2,3 x 10* UFC/cm?, ce qui représente
4 % de la flore totale du biofilm. Le PVC-U porte
un biofilm avec un maximum de 1,0 x 10* UFC/cm?
en L. pneumophila, ce qui représente seulement 1 %
des micro-organismes. A I'inverse, le biofilm

du C-PVC contient 7,8 x 10* UFC/cm? en

L. pneumophila, qui représentent 15 % de la flore
totale du biofilm. Les biofilms des métaux contiennent
une forte proportion de L. pneumophila, qui
représente 11 % de la population sur lacier
inoxydable et 31 % de la population sur lacier doux.

Les biofilms qui se développent sur les matériaux
contiennent beaucoup plus de L. pneumophila que
ceux des surfaces du verre témoin. Sans exception, les
matériaux testés ont des nombres de L. pneumophila
dans leurs biofilms significativement plus élevés
que pour le verre (limite de confiance 95 %). Les
surfaces de verre contiennent moins de la moitié

du nombre de L. pneumophila apparaissant sur
les surfaces des matériaux.

Comparaison des niveaux de colonisation
de différents matériaux avec le verre

Lorsque les valeurs moyennes sont comparées, tous
les matériaux ont des niveaux de colonisation
totale plus élevée et des nombres plus importants de
L. pneumophila que le verre (immergé dans le pilote
expérimental sans aucun autre matériau) (tableau
2-17). Les élastomeres portent les plus grands
nombres de la flore totale et de L. pneumophila,
mais I'augmentation de I'encrassement total des
matériaux est plus grand que I'augmentation du
nombre de L. pneumophila. Les matériaux plastiques
ont des augmentations des flores du biofilm de 2,4 a
14,5 fois par rapport au verre. De maniere identique
aux données précédentes de la flore planctonique,
les nombres de L. pneumophila dans les biofilms
des matériaux plastiques ne sont directement reliés
a laugmentation de la flore totale ; par exemple,
le C-PVC a une augmentation de 3 fois de la flore

totale par rapport au verre, mais une augmentation
différente de L. pneumopbhila, qui est 13 fois plus
importante. L'acier inoxydable est le moins colonisé
des matériaux, mais I'augmentation des nombres
de L. pneumophila dans le biofilm dépasse ceux
du PVC-U et du polyéthylene malgré le fait qu’ils
portent des flores totales plus élevées.

Les nombres de L. pneumophila sur Pacier doux
sont plus élevés que ceux sur I'acier inoxydable,
ce qui peut étre due a la disponibilité accrue du
fer en relation avec la corrosion de I'acier doux.
Le fer est un nutriment essentiel de croissance et
sa disponibilité est habituellement limitée dans les
systemes aquatiques.

Composition des flores
du biofilm et planctonique

Les valeurs moyennes des flores totales du biofilm
et les nombres moyens de L. pneumophila dans
les phases planctoniques sont comparés (tableau
2-16). Dans la plupart des cas, le biofilm contient
de plus grands nombres par unité de surface que
dans la phase planctonique par unité de volume.
Les ratios biofilm/phase planctonique les plus
élevés sont retrouvés en présence de PVC-U, acier
doux, éthylene-propylene et latex. Inversement,
les plus grands ratios biofilm/phase planctonique
associés a L. pneumophila apparaissent en
présence de polypropylene, C-PVC, PVC-U,
éthylene-propylene et latex.

Ces données suggerent que L. pneumophila peut
souvent étre détectée en nombres plus élevés dans
le biofilm que dans la phase planctonique, bien
que ceci varie selon le temps et le matériau testé.
L’analyse de la qualité de I’eau dans les systemes
aquatiques ne comprend souvent que le prélevement
d’eau, en partie a cause de la facilité d’acces et
d’étude. Toutefois, une analyse plus précise
pourrait étre possible si les biofilms étaient aussi
prélevés, particulierement dans des systemes

avec de grands ratios surfacelvolume (par exemple,
les tous aéroréfrigérantes).

—
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TABLEAU 2-17 : comparaison des matériaux sur leur aptitude

a développer un biofilm et a la colonisation par Legionella pneumophila

Micro-organismes présents sur les matériaux
apres 24 heures

Les micro-organismes qui colonisent les surfaces
des matériaux varient dans leur composition en
especes. Apres 24 b, la communauté microbienne
sur lacier doux est dominée par les Pseudomonas
qui représentent 52 % de la flore ; les principales
especes sont P. testosteroni et P. paucimobilis. D’autres
micro-organismes apparaissent en grand nombre
sur ce matériau comprenant Methylobacterium,
Acinetobacter et Klebsiella spp. Sur lacier inoxydable,
les Pseudomonas représentent 61 % des especes
présentes apres 24 b, avec la présence de P. paucimobilis,

Colonisation (moyenne UFC/cm?) Ratio de colonisation*
Matériau Flore totale L. pneumophila Flore totale L. pneumophila
Verre 1,90 x 10° 1,70 x 10° 1 1
Acier inoxydable 2,13 x 10° 1,03 x 10% 1.1 6.1
Polypropyléne 4,54 x 109 2,10 x 10¢ 2.4 12.4
C-PVC 5,14 x 10° 2,24 x 104 2.7 13.1
PVC-U 6,23 x 10° 7,75 x 10° 3.3 4.6
Acier doux 1,69 x 106 2,06 x 104 8.9 12.1
Polyéthyléne 2,75 x 10¢ 6,76 x 10° 14.5 4.0
Ethyléne - propylene 1,08 x 107 1,44 x 10° 56.8 84.7
Latex 5,50 x 107 2,20 x 10° 289 129
* le ratio de colonisation est le nombre d'UFC/cm2 de la flore totale ou des Legionellae trouvé pour chaque matériau comparé a celui du verre

P. testosteroni, P. stutzeri et P. vesicularis.
Le seul micro-organisme le plus abondant est un
Acinetobacter sp. (2,6 x 10* UFC/cm?).

Une diversité de Pseudomonas est présente sur

le C-PVC apres 24 b, comprenant P. acidovorans,
P. mendocina, P. paucimobilis, P. stutzeri et

P. xylesoxydans. Des actinomycetes sont aussi
présents. La colonisation initiale du polyéthylene
montre aussi en prédominance des Pseudomonas.
Les principales especes sont P. fluorescens,

P. acidovorans et un Acinetobacter sp. Au contraire,
les Pseudomonas et d’autres bactéries Gram négatif
apparaissent en proportions égales dans le biofilm
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formé sur le polypropyléne. Les micro-organismes
les plus abondants sont P. diminuta

et un Acinetobacter sp., avec la présence de

P. fluorescens, P. mendocina, un Alcaligenes sp.,
un Flavobacterium sp., un Methylobacterium sp.,
et des actinomycétes représentant une petite
proportion de la flore du biofilm. Sur le PVC-U,
les biofilms sont composés d’'un mélange de bacté-
ries a Gram négatif (principalement P. acidovo-
rans et P. vesicularis) et d’actinomycétes.

La surface du latex est initialement colonisée

par une flore mixte, comprenant P. xylesoxydans,
un Acinetobacter sp. et des actinomycetes. Sur
Péthylene-propyléene, la communauté microbienne
est initialement dominée par Acinetobacter,
Aeromonas, Flavobacterium, et Alcaligenes spp.
Environ 15 % du biofilm est composé de
Pseudomonas, avec P. diminuta et P. maltophilia
en nombres équivalents.

Communautés de micro-organismes
présents apres 21 jours sur les matériaux

Les Pseudomonas continuent de dominer dans les
biofilms développés sur Pacier doux, représentant
62 % de la flore totale. Toutefois, Pseudomonas
aeruginosa et P. vesicularis remplacent P. mendocina,
P. testosteroni et Klebsiella spp. qui étaient
précédemment sur la surface. Une proportion
similaire de Pseudomonas est présente sur la
surface de Pacier inoxydable, ou un Aspergillus sp.
et un Alcaligenes sp. remplacent un Flavobacterium
sp. et un P. mendocina.

La diversité des micro-organismes dans le biofilm
du latex est accrue par I'ajout d’'un P. paucimobilis
et d’un P. stutzeri sur la surface ; toutefois, les

Pseudomonas ne représentent que 11 % de la flore.
Une aussi faible proportion de Pseudomonas dans

la flore est observée sur I’éthylene-propylene, et le
biofilm mature comprend de grands nombres
d’Aspergillus sp. et d’actinomycetes. A linverse,
les Pseudomonas composent entre 37 et 49 % les
communautés du biofilm sur les matériaux plastiques.

Microscopie des biofilms

Le latex et I'éthylene-propylene sont compléetement
recouverts d’une fine couche de biofilm apres
seulement 24 b d’immersion dans la culture. Le
biofilm peut étre observé sans agrandissement

et varie en épaisseur sur la surface mais présente
une épaisseur d’au moins 200 um. Le biofilm est
composé d’une variété de micro-organismes
comprenant des bactéries de diverses morphologies
et d’amibes, qui sont engluées dans une matrice
extracellulaire. Des craquelures, liées a la préparation,
apparaissent dans le biofilm et le substrat peut
étre observé sous le biofilm dans quelques zones.

De maniere comparable aux résultats de récupération
des micro-organismes, les biofilms sur les surfaces des
matériaux plastiques se forment moins rapidement
que ceux sur les élastomeres. Les micro-organismes
présents sur les matériaux plastiques apparaissent
initialement sous forme de micro-colonies sur la
surface, qui se développent ensuite en zones plus
denses de biofilm, particulierement dans les
crevasses de la surface. A la maturation des biofilms,
les espaces entre les micro-colonies se réduisent et
au 284 jour, la plupart des surfaces des matériaux
plastiques sont recouvertes de biofilm ; toutefois,
des canaux (oun I'eau et les nutriments peuvent
circuler) sont encore mis en évidence par la procédure
de microscopie utilisée. Des amibes et protozoaires
altérés peuvent étre observés dans certains échantillons.

Lacier doux est fortement corrodé apres 24 b
d’immersion dans la culture, et quelques micro-



organismes sont observés dans les produits de
corrosion. L’'accumulation de débris a la surface
de l'acier inoxydable rend aussi 'observation
difficile, mais une croissance microbienne associée
peut étre discernée.

Amibes et autres protozoaires dans les biofilms

Les organismes au repos et mobiles, présents
dans les biofilms, sont identifiés a Rotari neptunia.
D’autres protozoaires incluant le prédateur
Lacrymaria spp. sont connus pour ingérer

les amibes. Les amibes isolées des cultures
comprennent Hartmannella vermiformis,
Hartmannella cantabrigiensis, et Verillifera
bacillipedes.

Libération de nutriments
par les surfaces des matériaux

L’incubation des matériaux dans I'eau produit des
niveaux élevés en carbone organique total (COT)
par tous les matériaux. Les surface du latex,
éthylene-propylene et polyéthylene augmentent
les concentrations de COT a plus de 150 mg/I.

Le cuivre et les autres matériaux plastiques
augmentent faiblement la quantité de COT dans
Peau.

Les matériaux testés dans cette étude favorisent
tous le développement de biofilm, et tous
contiennent Legionella pneumophila. Toutefois,
les biofilms différent en diversité, abondance

et morphologie, et sont influencés par le matériau
support. Les matériaux des canalisations

peuvent indirectement causer une augmentation
de Legionella pneumophila dans I’environnement
aquatique en favorisant la croissance du biofilm
sur la surface.

of Legionella pneumopbhila in potable water systems

Les biofilms les plus développés sont observés
avec les élastomeres, qui libérent des nutriments
de croissance microbienne. Les matériaux
plastiques sont capables d’apporter des nutriments
mais la colonisation microbienne des surfaces

est surtout favorisée par I’état de surface

des matériaux.

Les données présentées dans cette étude démontrent
que les nombres de Legionella pneumophila

ne peuvent étre prédites a partir des nombres
totaux de bactéries présentes dans le biofilm.

Il serait néanmoins préférable d’utiliser des
matériaux qui ne favorisent pas le développement
de biofilm qui pourrait ensuite aider

a la croissance de Legionella pneumophila.




Les micro-organismes, qui se multiplient dans les
réseaux intérieurs de distribution d’eau, posent
des probléemes de qualité d’eau et/ou d'impact
sanitaire. Les micro-organismes les plus fré-
quemment observés sont présentés ci-dessous.

3.1|Legionelle
"~ pneumophila

En 1976, 182 personnes logeant dans un hotel
de Philadelphie sont atteintes d'une infection
respiratoire provoquant 34 déces. La plupart des
malades participaient a la 56®™ convention de
UAmerican Legion, d’ou les noms de “maladie du
légionnaire” donné a cette pneumopathie (au-
jourd'hui légionellose) et de “Legionella™ a la
nouvelle bactérie identifiée.

Les bactéries du genre Legionella sont des
bacilles a Gram négatif aérobies, qui mesurent
de 0,23 0,9 pm de large sur 2 a 20 pm de long.
Elles ne sont ni capsulées, ni sporulées, et peuvent
étre mobiles grace a un ou deux flagelles polaires.
Elles appartiennent a la famille des Legionellaceae.
Une soixantaine d’espéces de Legionella ont été
identifiées, mais la plus fréquemment isolée en
pathologie humaine est Legionella pneumophila.
Ces espéces sont divisées en 70 sérogroupes
et Legionella pneumophila en comprend 16. Le
sérogroupe 1 de Legionella pneumophila est
aussi divisé en sous-types, selon les propriétés
immunologiques et génomiques, par exemple,
Pontiac, Philadelphie, Bellingham, Paris, Lens,...

Les Legionella sont caractérisées par une crois-
sance relativement lente et ont besoin pour se
multiplier d'un acide aminé, la L-cystéine et de
fer (Fe? ou Fe®). Dans les milieux hydriques,
leur survie et leur croissance sont influencées
par de nombreux parameétres :

e la température : croissance optimale a 35° C,
multiplication entre 20 et 45° C ; survie entre
bet66°C;

e le pH : tolérance d'une large gamme de pH
entre 5,5 et 10 ;

¢ les concentrations en ions fer et zinc ;

e les conditions hydrauliques, notamment la stag-
nation de l'eau ;

e la présence d'autres micro-organismes : pro-
tozoaires, cyanobactéries, biofilms.

Chez 'homme, la contamination s’effectue par
Uinhalation d'un aérosol composé de fines gout-
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telettes d'eau contaminée. Linfectiosité d'un
aérosol est liée a différents parametres : ses
caractéristiques physiques, dont la taille des
gouttelettes, sa concentration en Legionella et
leur capacité de survie dans l'aérosol. Un aérosol
ne peut étre infectieux que si les gouttelettes
d’eau qui le composent sont suffisamment fines
pour atteindre les alvéoles pulmonaires (diamétre
inférieur ou égal a 5 um) (Bollin et al. 1985 ;
Girod et al. 1982) et assez grandes pour contenir
une ou plusieurs cellules bactériennes (diamétre
supérieur a 2 um) (Baron and Willeke, 1986).

Apres avoir pénétré dans larbre pulmonaire,
Legionella pneumophila établit un foyer infectieux
au sein de lalvéole pulmonaire ou la bactérie
interagit avec les macrophages et les cellules
épithéliales (Mody et al. 1993). Sur les modéles
expérimentaux animaux, un important accroisse-
ment de l'inoculum bactérien est observé dans
le cul-de-sac alvéolaire, jusqu’a la 48%me - 78éme
heure apres linoculation. Aprés multiplication
des Legionella pneumophila, la cellule infectée
est lysée, entrainant d'importantes lésions au
niveau de la barriére alvéolo-capillaire, la diffusion
a d’'autres zones pulmonaires et la dissémination
par voie hématogene de la bactérie a des com-
partiments extrapulmonaires (Ader et al. 2008 ;
Brieland et al. 1997).

La dose infectante chez 'lhomme est inconnue.
Seules sont connues les doses infectantes obte-
nues sur des modeles expérimentaux animaux
(cobayes, souris consanguines et primates),
apres exposition a un aérosol contaminé ou par
instillation intra-trachéale directe (Ader et al.
2008 ; Berendt et al.1980 ; Breiman et al. 1990 ;

Brieland ez al. 1997). La dose nécessaire pour

induire une infection in situ a pu étre évalué :

e un inoculum de 10¢ unités formant colonies
provoque un syndrome pseudo-grippal (fiévre de
Pontiac), avec une survie de 100 % des animaux
exposeés ;

e un inoculum de 107 unités formant colonies
provoque une infection, avec un taux de morta-
lité de 10 a 25 % (proche de celui observé chez
lhomme) ;

e un inoculum supérieur ou égal a 108 unités
formant colonies est systématiquement Létal
pour lanimal.

Ces observations ne prennent pas en compte

certains parameétres tels que le taux de transfert

bactérien air-alvéoles et les modifications anatomo-
fonctionnelles induites par les pathologies broncho-
pulmonaires chroniques (tabagisme,...).

Il est admis que le développement et la gravité
de la maladie sont conditionnés par le niveau
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de protozoaires, de biofilms ou autres
cyanobactéries peut influer sur la survie, la
protection, le développement et la dissémination
de Legionella (Declerck, 2010).

a. association avec les protozoaires

Les eaux douces sont généralement colonisées
par de nombreux protozoaires, parmi lesquels
figurent au 7Dremier rang les amibes libres et les
ciliés (Cavalier-Smith, 1993 ; Finlay and Esteban,
1998).

Les amibes libres sont des protozoaires de taille
variant entre 10 um et 1 mm de longueur (200 -
500 um en moyenne). Elles vivent en milieu
aqueux, dans lequel elles se déplacent le plus
souvent par reptation a 'aide de pseudopodes,
voire a l'aide de flagelles. Elles se reproduisent
par division binaire et se nourrissent par
phagocytose de microalgues, de protozoaires
plus petits et de bactéries (Corsaro et al. 2010).
Dans leur milieu naturel, les conditions affectant
leur croissance sont le pH, la température, la
salinité et la teneur en soufre (acide sulfurique)
(Rodriguez-Zaragoza, 1994). Les amibes libres
sont capables de se développer a des températures
tres variées, dans des plages spécifiques a chaque
espece (Griffin, 1972). La température moyenne
de croissance pour le genre Acanthamoeba se
situe entre 30 et 37° C, avec des variantes
thermorésistantes susceptibles de croitre a des
températures plus élevées (De Jonckheere, 1980).

Les ciliés sont des protozoaires binucléés pouvant
atteindre 2 mm de long et caractérisés par la
présence constante ou provisoire de cils vibratiles
a leur surface. Ils sont présents dans les eaux
douces, saumadtres et marines ou ils existent sous
diverses formes : formes libres nageuses, formes
fixes pédonculées, Zormes coloniales, formes
parasitaires non pathogenes ou formes symbiotiques.
Les ciliés sont hétérotrophes et se nourrissent de
particules organiques, de bactéries, d’autres ciliés,
de flagellés, voire d’animaux microscopiques
(Baroin-Tourancheau et al. 1992 ; Lynn and
Corliss, 1991).

La relation entre Legionella et protozoaires a été
étudiée pour Legionella pneumophila avec des

amibes libres des genres Naegleria ou Acanthameoba
(Kuiper et al. 2004) ou des ciliés du genre
Tetrahymena (Faulkner et al. 2008).

Ces protozoaires sont des hotes naturels de
Legionella, voire leur principal réservoir dans
Penvironnement (Fields et al. 2002) et constituent
un microenvironnement propice a leur multiplication
dans un milieu extérieur defavorable (par exemple,
carence en nutriments, températures élevées,
présence de désinfectant, etc.) (Holden et al.
1984 ; Rowbotham, 1983), les Legionella résistant
a la digestion par 'amibe (Fields, 1996). Les
amibes conferent une protection aux Legionella
qu’elles hébergent ; cette protection augmente
encore dans I'amibe enkystée. L'implication des
amibes dans le développement de nombreux
micro-organismes pathogenes est désormais avérée
(Pagnier et al. 2009).

Le maintien ou la croissance des Legionella dans
les protozoaires et leur dissémination se produisent
grace aux vésicules digestives :

e chez les ciliés, il y a formation d’une “pelote”,
contenant des Legionella digérées et d’autres
intactes, potentiellement infgectieuses, qui est
relarguée dans le milieu extérieur (Garduno
et al. 2006) ;

® chez les amibes libres, la vésicule, o les Legionella
se multiplient activement en perdant leur mobilite,
envahit peu a peu le cytoplasme. Elle est
susceptible de se rompre, entrainant la lyse de
Pamibe et la libération de Legionella redevenues
mobiles. Dans certains cas, 'amibe libere
[e;galement des vésicules encore intactes, de

iametre compris entre 1 et 5 ym (Berk et al.
1998), qui seraient des vecteurs particulierement
efficaces d’infection par les Legionella (Philippe
et al. 2006). Leur petite taille les rend aptes a
étre inhalées profondément dans larbre bronchique
et la membrane amibienne qui les entoure
est suspectée de favoriser leur fusion avec la
membrane des cellules de I’épithélium pulmonaire
(Berk et al. 1998). Par ailleurs, la survie de ces
vésicules dans I'environnement peut étre
extrémement longue (supérieure a plusieurs mois,
ce qui en accentue la dangerosité (Bouyer et al.
2007).

La température joue un role important dans
Passociation amibes - Legionella : Legionella
pneumophila infecte de maniere optimale les
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formes trophozoites d’Acanthamoeba a des
températures supérieures a 25°C (Berk et al.
1998) tandis que c’est a 35°C que le relarguage
des vésicules par les trophozoites est optimal
(Fields et al. 2002). Une baisse de température
(inférieure a 20°C) favorise le phénomene
d’enkystement et de relarguage des vésicules
amibiennes, non ou partiellement digérées,
renfermant de nombreuses Legionella infectieuses
(Ohno et al. 2008).

Les protozoaires constituent un réservoir

de Legionella et contribuent a leur protection
contre les stress environnementaux, notamment
les traitements de désinfection, favorisent leur
multiplication et leur revivification, et semblent
accroitre leur pathogénicite pour ’homme.

b. association avec le biofilm

Legionella pneumophila est capable de survivre
dans les biofilms présents a Uintérieur de réseaux
d’eau (Declerck, 2010, Moritz et al. 2010). La
proportion de Legionella pneumophila cultivables,
dans la phase biofilm et dans la phase planctonique,
libre dans 'eau, dans une installation simulant
une canalisation d’eau potable, varie avec la
température (Rogers et al. 1994) :
® 0 20° C, Legionella pneumophila représente
une faible proportion (0,1 %) de la population
bactérienne cultivable dans les deux phases ;

® 0 40° C, Legionella pneumopbhila représente
12 % des bactéries de la phase planctonique
et 50 % du biofilm ;

® a 50° C, Legionella pneumophila ne représente
plus que 0,7 % des bactéries de la phase
planctonique et 0,1 % du biofilm ;

e 0 60° C, la bactérie est indétectable dans les
deux phases.

Legionella pneumophila peut se multiplier dans
les biofilms en présence de protozoaires comme
I’amibe Hartmanella vermiformis (Moritz et al.
2010). 1l est possible également que la bactérie
puisse se multiplier grace au complexe nutritif
que représente le biofilm, en debors d’une cellule
de protozoaire hote (Fields et al. 2002).

Le biofilm constitue un réservoir de Legionella
et contribue a leur survie et leur protection
contre les stress environnementaux, notamment
les traitements de désinfection.

La présence et le développement de nombreux
protozoaires dans le biofilm, le biofilm lui-méme,
pourraient contribuer a la persistance des
Legionella et a la recontamination plus rapide
des installations apres un traitement de
désinfection.

d’exposition. Plus 'aérosol véhicule un nombre
important de Legionella viables, plus Uinoculum
atteignant les voies aériennes inférieures serait
important et plus l'impact serait important sur
la morbi-mortalité.

Les conséquences médicales des expositions
aux Legionella sont soit une infection non-
pulmonaire de type grippal (Fiévre de Pontiac)
dont lissue est généralement favorable, soit une
infection pulmonaire (légionellose).

La légionellose est une pneumopathie sévére.
La période d’incubation étant de lordre de 2
a 10 jours, les symptomes de la légionellose

peuvent paraitre dans les 2 a 10 jours apres
l'exposition aux légionelles. La létalité, bien que
plus faible que par le passé, atteint 11 %. La
guérison nécessite un traitement antibiotique
précoce et spécifique (macrolides, fluoroquino-
lones] ; elle est obtenue souvent apres plusieurs
semaines voire plusieurs mois.

La légionellose est, depuis 1987, une maladie a
déclaration obligatoire auprés des autorités
sanitaires : prés de 1 200 cas de légionellose
sont notifiés chaque année en France, sous forme
de cas isolés, plus rarement de cas groupés.
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La légionellose concerne des personnes agées,
des personnes avec des facteurs de risque com-
me le tabagisme et des personnes fragilisées,
notamment par une immunodépression, une
transplantation, un diabéte ou une insuffisance
cardiaque. Elle concerne aussi un nombre im-
portant de personnes, notamment des jeunes
adultes, sans facteur de risque identifié.

Le diagnostic de la légionellose s'appuie sur
Uexistence d'une pneumonie confirmée radio-
logiquement. Le diagnostic clinique est suivi
d’un diagnostic biologique qui peut étre réalisé
selon différentes méthodes : isolement de la
bactérie dans un prélevement bronchique,
présence d'antigenes solubles dans les urines,
augmentation des titres d’anticorps par quatre
entre deux prélévements sanguins successifs.

3.2| Pseudomonas
" aeruginosa
et autres
Pseudomonas

Le groupe des Pseudomonades comprend des
bacilles a Gram négatif, droits ou légerement
incurvés, de 0,5a 1,0 ym de large sur 1,53 5,0 ym
(ou plus) de long, non sporulés, ni capsulés. Ces
bactéries sont trés généralement mobiles grace
a un ou plusieurs flagelles polaires.

Les Pseudomonas sont des bactéries aérobies,
a métabolisme strictement respiratoire. La gamme
de croissance est étendue puisque certains
Pseudomonas peuvent étre considérés comme
psychrotrophes avec une température minimale
de croissance voisine de 3° C ; d’autres comme
thermophiles modérés avec une température
maximum voisine de 45° C. Globalement, tous sont
capables de se multiplier a 28° C et pour des valeurs
de pH supérieures a 4,5. Leur caractéristique
majeure reste la diversité et la pluralité des
substrats carbonés qu'ils sont capables d'utiliser
et leur richesse en enzymes hydrolytiques (pro-
téases, lipases, estérases, etc.).

Dans leur grande majorité, les Pseudomonas
produisent des sidérophores (pyocyanine, pyorubine,
chlororaphine, oxyphénazine), macromolécules
chélatrices des ions ferriques qui sont synthéti-
sées en réponse a une carence en fer du milieu.

Legionella et légionellose

> En France, les données de I’Institut National de Veille
Sanitaire (InVS) sur 11 147 cas confirmés de légionellose
entre 1988 et 2008 montrent que 88 % des cas diagnostiqués,
par Pensemble des analyses (tests d’antigénurie, sérologie et
culture), sont dus a Legionella pneumophila sérogroupe 1.
Pour 18 % de I'ensemble des cas diagnostiqués par culture,
les prélevements des sécrétions re;]pimtoires ont permis
d’isoler Legionella pneumophila dans 98 % des cas et le
sérogroupe 1 dans 93 % des cas (Campese et al. 2010).

En Europe, les données sur 10 715 cas déclarés de légionellose
en 2007 et 2008 rapportés par 34 pays montrent que 79,6 %
des cas étaient dus a Legionella pneumophila sérogroupe 1,
15 % a un autre sérogroupe de Legionella pneumophila ez
5,4 % a une autre espece de Legionella. Sur les 1 042 souches
identifiées, 86,0 % étaient des Legionella pneumophila
sérogroupe 1, 7,5 % des Legionella pneumophila sérogroupes
2-16 avec une prédominance du sérogroupe 3 (3,2 %) et
du sérogroupe 6 (1,2 %), et 3,6 % étaient des Legionella
pneumophila de sérogroupe non déterminé ou des Legionella
non identifiées (Joseph et al. 2010).

Dans une étude internationale réalisée par Yu et al. (2002),
sur 508 cas confirmés par culture, I'espéce Legionella
pneumophila constituait 91,5 % des isolats et le sérogroupe 1
était responsable de 84,2 % des cas.

La prédominance de Legionella pneumophila sérogroupe 1
en pathologie humaine ne semble pas liée a une prédominance
environnementale, ce sérogroupe représentant moins de
30 % des Legionella identifiées dans I’environnement
(Doleans et al. 2004). Elle pourrait étre lice a une plus
grande infectiosité de ce sérogroupe pour I’homme. Les
Zpopolysaccharides déterminant le sérogroupe 1, présents

ans la paroi bactérienne, joueraient un role dans la haute
prévalence de la légionellose humaine.

Une vingtaine d’especes de Legionella autres que pneumophila
ont été impliquées dans au moins un cas de légionellose, par
exemple, Legionella longbeachae, Legionella bozemanii.
Elles ont été surtout identifices chez des individus souffrant
d’une immunodépression préexistante sévere.
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Prévalence de Pseudomonas
aeruginosa dans les _
eaux de distribution publique

2 La prévalence de Pseudomonas aeruginosa dans ’eau
distribuée au robinet en France a été évaluée a partir des
données de la base SISE-Eaux (Systéme d’Information en
Santé-Environnement sur les Eaux) du Ministére chargé

de la santé. Cette base rassemble les données du contréle
sanitaire des eaux d’alimentation.

Entre 1996 et 2009, la prévalence de Pseudomonas
aeruginosa dans les 2 085 échantillons de 100 ml analysés
est de 3,2 %. La médiane des concentrations mesurées est
de 8 UFC/100 ml et le 90°" percentile est de 200 UFC/100 ml
pour les échantillons positifs.

Pour les 541 échantillons de 250 ml, la prévalence est

de 6,8 %, la médiane des concentrations mesurées est de
1,6 UFC/100 ml et le 90° percentile est de 32 UFC/100 ml.

Certaines de ces molécules sont souvent consi-
dérées comme caractéristiques d’especes telle la
pyocynanine, pigment vert-bleu de Pseudomonas
aeruginosa.

Le genre Pseudomonas possede une extréme
diversité phénotypique. Si plus de 150 espéeces
ont été différenciées grace a lapport des tech-
niques de la phylogénétique moléculaire, les
souches bactériennes ont un tel pouvoir adaptatif
que chaque isolat peut étre considéré comme une
bactérie originale. Le remarquable potentiel géné-
tique et physiologique adaptatif des Pseudomonas
se traduit par des propriétés de résistance a de
nombreux antibiotiques, a certains agents chimiques
et physiques (biocides, sels de bore, de chrome et
métaux lourds, rayonnements ultraviolets, etc.),
aux bactériophages et a certaines bactériocines.
Cette capacité d’adaptation est responsable de
la distribution universelle des Pseudomonas
dans les environnements naturels et artificiels
(Spiers et al. 2000).

Les Pseudomonas sont capables de former des
biofilms sur des matériaux tels que le polychlorure
de vinyle (PVC] (Vess et al. 1993), le verre (Rao et

al. 1997) ou lacier inoxydable (Percival et al.
1998). Aprés 5 mois de circulation d’eau dans un
réseau pilote, les Pseudomonas représentent
entre 56 et 93 % des genres identifiés dans les
biofilms constitués sur les aciers 304 et 316.
Pseudomonas aeruginosa survit plusieurs se-
maines dans le biofilm de canalisations en EPDM
(éthyléne propyléne diéne monomere) et en PE Xb
(polyéthylene réticulé), mais non sur les canali-
sations en cuivre (Moritz et al. 2010).

Pseudomonas aeruginosa a des capacités a sur-
vivre en milieu oligotrophe, a se développer dans les
biofilms et a résister a de nombreuses substances
actives dont des biocides ; ce qui lui conféere un fort
potentiel de colonisation des surfaces humides.
Il peut étre présent dans des eaux résiduaires,
des eaux de surface, des eaux destinées a la
consommation humaine (eaux du réseau de
distribution publique et eaux conditionnées), des
eaux récréatives, des eaux de bain bouillonnant
et de spa insuffisamment traitées, ou des eaux
distillées (Mena et Gerba, 2009). Il peut étre
associé a la robinetterie et aux siphons, aux objets
et linge de toilette, aux dispositifs médicaux conte-
nant des liquides (par exemple, humidificateurs
des respirateurs artificiels). Il peut également
contaminer certains produits alimentaires tels
que le lait cru ou le fromage (Gennari et Dragotto,
1992], les légumes dont les salades (Dejli ez al.
2000 ; Soriano et al. 2000).

Pseudomonas aeruginosa constitue un marqueur
de la qualité générale de Uentretien des réseaux de
distribution d’eau et de sa contamination par des
activités humaines.

Pseudomonas aeruginosa est Uespéce la plus
fréquemment rencontrée chez 'homme en por-
tage sain, au niveau du tractus digestif, des voies
oto-rhino-laryngologique (ORL] et de la peau
(mains). Néanmoins, lincidence de colonisation
chez 'homme sain est assez faible, mais elle
augmente lors d'une prescription d'antibiotiques
(Hentges et al. 1985). La bactérie peut étre isolée
dans les feces de 2 a 8 % de la population générale
(Hardalo et Edberg, 1997).

Apres le gavage de souris pendant 60 jours avec
10° UFC de Pseudomonas aeruginosa, il n'est pas
observé, 14 jours apres, de colonisation digestive
et la bactérie n'est pas retrouvée en quantité im-
portante dans les selles (George et al. 1989). Par
voie orale, la dose médiane infectante serait de
108 UFC chez la souris et de 10 a 10¢ UFC chez
la souris soumise a une antibiothérapie, selon
la nature de lantibiotique (Mena et Gerba, 2009).
Par voie intra-nasale, 1,6.10” UFC sont nécessaires
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pour que la bactérie soit retrouvée dans le tube
digestif. Par cette voie, la Dose Létale 50 %
(DL50) est de 2,7.107 UFC et la mortalité de la
souris est certaine dans les 24-36 heures apres
inoculation de 2,2.10° UFC (George et al. 1991).

Chez trois volontaires sains, l'ingestion de diffé-
rentes souches de Pseudomonas aeruginosa,
d’origines diverses (environnementale, fécale,
alimentaire et respiratoire), et dans des quantités
variant de 5.102 a 2.108 UFC par administration,
il n'est pas constaté de signes cliniques. La
souche ingérée est retrouvée dans les selles
pour des ingestions de plus de 10° UFC et ne donne
pas lieu a une colonisation, mais a un simple
transit. Seule ladministration concomitante d'anti-
biotiques a entrainé pour l'un des volontaires la
colonisation du tractus intestinal (Buck et Cooke,
1969). Par voie orale, la dose médiane infectante
serait de Uordre de 10 UFC chez l'homme sain
et 107 UFC chez lhomme soumis a un traitement
antibiotique par ampicilline (Rusin et al.1997).
Elle serait plus faible chez le patient immuno-
déprimé profond sans qu’une valeur puisse étre
fixée. La relation dose-réponse est donc fonction
du terrain de la personne exposée et des théra-
peutiques qu’elle peut éventuellement recevoir
mais également du génotype de la souche étudiée.

Aucune épidémie n'est reliée a des fontaines a
eau contaminée par Pseudomonas aeruginosa
(Chaidez et Gerba, 2004). Sur 20 épidémies
recensées aux Etats-Unis entre 2005 et 2006 et
liées a la consommation d’eau du robinet, aucune
n'a incriminé la présence de Pseudomonades
(Yoder et al. 2008). Une épidémie d’infections a
Pseudomonas aeruginosa liée a de U'eau condition-
née est rapportée chez des patients en réanimation
(Eckmanns et al. 2008). Les patients exposés
présentaient de graves pathologies sous-jacentes
et Ueau était utilisée pour ingestion par sonde
nasogastrique, préparation de médicaments et
réalisation de soins oropharyngés.

Par d’'autres voies d’exposition, Pseudomonas
aeruginosa peut provoquer une grande variété
d’infections. Le contact prolongé avec de l'eau
contaminée peut entrainer, chez des personnes
saines, des infections oculaires de type kérato-
conjonctivite (nettoyage des lentilles de contact),
des voies ORL (otites liées a la fréquentation des
piscines) et de la peau (folliculites aprés bains).
Chez des personnes ayant un facteur prédisposant,
on décrit des colonisations de sites cutanés,
aprés bralure ou intervention chirurgicale (in-
fections du site opératoire], des infections du
systeme respiratoire de personnes souffrant de
maladie sous-jacente [mucoviscidose) et des

infections oculaires apres griffure de la cornée
(Sarlangue et al. 2006). A partir de ces sites, la
bactérie peut passer par voie sanguine et se
disséminer dans différents organes. Cette bac-
térie est surtout une cause fréquente d'infection
nosocomiale du fait de sa présence possible dans
tous les environnements humides hospitaliers
(Exner et al. 2005) a partir desquels le matériel
ou les mains des soignants peuvent étre conta-
minés. Limmunodéficience (patients atteints de
cancer, d'agranulocytose ou de SIDA] est un fac-
teur prédisposant aux infections nosocomiales
(Mena et Gerba, 2009).

2 Par voie orale, il n’existe aucune preuve que I'usage
normal d’eau de boisson contaminée par Pseudomonas
aeruginosa puisse étre source d’infection dans la [Dopulation
génerale. Les cas rapportés sont liés a des populations
Zensibles et des usages particuliers dans des établissements
e santé.

Lorganisation Mondiale de la Santé (OMS, 2008) considere
Pseudomonas aeruginosa comme une bactérie pathogene
d’origine hydrique a impact modéré sur la santé, en raison
de son faibledpouvoir infectieux. Les Pseudomonas ne sont
pas retenus dans la liste des contaminants de 'eau potable
de I’Agence de protection de I'environnement des Etats-
Unis (US-EPA, 2009) en raison de I'absence de preuve
épidémiologique de maladies liées a I'ingestion d’eau
potable. Pour I’Institut national de veille sanitaire, les
Pseudomonas ne sont a rechercher qu’en deuxieme intention
dans les eaux en cas d’infection (Beaudeau et al. 2007).

La caractérisation du risque par voie orale pour la po/mlatz'on
générale révele un risque tres faible de pathologie lice

a Pseudomonas aeruginosa pour les concentrations
classiquement retrouvées dans I’eau de boisson en France
et, pour les personnes ne présentant pas de facteurs

de sensibilité particuliers (Rapport Anses, 2010).

En cas d’immunodépression ou de cumul de facteurs
de risque (antibiothérapie et immunodépression), le risque
existe mais n’a pas pu étre estimé.

Faute de données dans la littérature, il n’apparait pas
possible d’évaluer le risque pour les enfants.

Le manque de données pour les autres especes

de Pseudomonades ne permet pas de procéder a une
évaluation des risques pour les Pseudomonades
dans leur globalite.
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Facteurs de virulence
de Pseudomonas aeruginosa

>l peuvent étre divisés en deux catégories :

1. les facteurs d’adhésion aux cellules épithéliales,
qui comprennent :

e les filaments PstS qui joueraient un role dans adhérence,
la déstabilisation des barrieres épithéliales et I'induction
d’un phénotype bypervirulent (Long et al. 2008 ;
Zaborina et al. 2008)

e la lectine soluble PA-I qui favoriserait 'adbérence,
Paugmentation de la perméabilité de la barriere épithéliale
et la cytotoxicité (Bajolet-Laudinat et al. 1994)

e les lipopolysaccharides (LPS) membranaires qui pourraient
favoriser ladhérence ou permettre une certaine résistance
a des facteurs anti-microbiens de I’hote (Kob et al. 2005)

2. les métabolites secondaires, toxines ou enzymes
excreles ou secretes, qui comprennent :

e 'exoenzyme U qui est cytotoxique et provoque le clivage
des acides gras membranaires (Phillips et al. 2003)

e les rhammnolipides (hémolysines) qui permettent d’inhiber
la motilité des cils vibratiles des cellules épithéliales et
d’augmenter la libération des mucines (Adler et al. 1986)

e exotoxine A qui agit sur la synthese protéique
(Iglewski et al. 1977), qui possede des propriétés
immunosuppressives et se révéle toxique pour
les macrophages

® une entérotoxine (exotoxine tres labile) qui provoque
une accumulation hydrique dans les cellules épithéliales
(Baljer et Barret, 1979).

e des sidérophores (pyoverdine et pyocheline) qui permettent
la chélation du fer, indispensable a la croissance bactérienne.
La pyoverdine formerait un complexe quinolone
(Xiao et al. 2006) avec les ions Fe’+ et les rbammnolipides,
particulierement toxique (Zaborin et al. 2009)

La plasticité génomique de Pseudomonas aeruginosa
engendre une multitude de variants génétiques distincts
ayant, selon la configuration génétique sélectionnée
(acquisitions ’ADN, réarrangements génomiques, mutations
particulieres) une plus ou moins forte transmissibilité,
virulence ou adaptation au milieu colonisé. Il existe donc
dans cette espece des génotypes qui provoqueront des
symptomes infectieux plus séveres selon I'organe colonisé.

Les expositions par voies cutanée (hygiéne cor-
porelle) ou respiratoire (douche) ne doivent pas
étre négligées, en particulier pour des patients
immunodéprimés, atteints de mucoviscidose ou
porteurs de plaies et d'autres effractions cutanéo-
mugqueuses.

Le risque élevé d’infection a Pseudomonas aeru-
ginosa dans les établissements de santé a conduit
certains pays, notamment la France, I'Allemagne
et la Grande-Bretagne, a proposer une valeur
paramétrique (absence dans 100 ml) pour les
eaux destinées a l'usage alimentaire et aux soins
(Ministere de la Santé et des Solidarités, 2005).

D’autres espéces de Pseudomonades, ou plus
spécifiqguement certaines souches de ces espéces,
sont décrites dans la littérature comme des patho-
genes opportunistes dans diverses infections :
pulmonaires, oculaires, digestives, cutanées ou
oto-rhino-laryngologiques, Leurs facteurs de
virulence sont mis en évidence, sans toutefois
qu’un lien direct avec la pathologie soit établi.

3.3/ Les mycobacteries
non tuberculeuses

Les mycobactéries non tuberculeuses (nommées
aussi atypiques) sont des bacilles acido-résistants.
Elles ont une paroi riche en acides mycoliques
a longue chaine. Ces lipides leur conférent un
caractere hydrophobe qui favorise l'attachement
des cellules bactériennes sur les surfaces et la
constitution de biofilm. Oligotrophes, elles peuvent
proliférer dans des milieux pauvres en éléments
nutritifs et sont capables d'utiliser de nombreuses
composés organiques volatils dont les acides
humique et fulvique présents dans les eaux et
les sols. Leur croissance est plus lente que celle
d’autres bactéries (temps de génération de 8 a
15 heures), en raison de la synthése des acides
mycoliques et des difficultés d’acces des nutri-
ments hydrophiles.

Elles possedent des caractéristiques microbio-
logiques et un pouvoir pathogéne expérimental
et surtout clinique bien établis qui les distinguent
des mycobactéries pathogénes pour lhomme
dites “classiques” : Mycobacterium tuberculosis,
Mycobactérium africanum et Mycobacterium
bovis [responsables de la tuberculose humaine),
Mycobacterium leprae (responsable de la lepre
humaine). Elles se caractérisent par une forte



itaire

activité catalasique thermostable, une absence de
pouvoir pathogene pour le cobaye et une résistance
a la plupart des antibiotiques antituberculeux
classiques.

Plus de 50 espéces de mycobactéries non tuber-
culeuses ont été identifiées. Toutefois, en pratique
clinique, les espéces isolées se réduisent a une
douzaine potentiellement pathogénes pour lhom-
me et dix habituellement non pathogenes. Leur
identification repose sur une classification en
quatre groupes (Runyon, 1959), selon deux carac-
téres structuraux, la vitesse de croissance (rapide
avec une culture en moins de 7 jours au laboratoire
ou lente] et la pigmentation des colonies (chro-
mogeéne). Ils sont complétés par la distinction
entre espéces potentiellement pathogénes pour
lhomme de celles qui ne le sont habituellement pas.

Les températures optimales favorisant la crois-
sance des mycobactéries non tuberculeuses sont
variables. Si elles tolérent une gamme étendue
de températures, elles présentent des zones
optimales de croissance différentes selon les
especes. Certaines mycobactéries comme Myco-
bacterium xenopi sont thermophiles ; d'autres
comme Mycobacterium marinum ne le sont pas.
Peu sensibles aux variations de pH, elles sont

TABLEAU 3-1 : principales espéces de mycobactéries non tuberculeuses

présentes dans U'environnement et pouvant étre isolées en clinique humaine

isolées dans des environnements acides et des
eaux alcalines.

Les mycobactéries non tuberculeuses sont
ubiquitaires dans l'environnement (tableau 1) et
se caractérisent par de grandes capacités
d'adaptation. Elles sont largement répandues
dans le sol, la végétation, la poussiére et toutes
catégories d'eau. L'étude menée pendant 2 ans
(2007 - 2008) sur les filiéres de traitement, les
réservoirs et les points de distribution sur le ré-
seau public de la ville de Paris confirme la large
répartition des mycobactéries non tuberculeuses
dans les circuits d’eau. Cette ubiquité révele une
tolérance élevée vis-a-vis des variations des pa-
rametres physicochimiques et microbiologiques
du milieu. Certaines espeéces, telles M. avium,
peuvent se multiplier a lintérieur de protozoaires,
hotes habituels des milieux hydriques.

Les mycobactéries non tuberculeuses sont par-
ticulierement résistantes aux agents physiques
et chimiques, en raison de la richesse en lipides
de la paroi bactérienne. Le Ct 99,9 % du chlore
libre est 1 000 fois plus élevé que pour les bac-
téries d'origine fécale (Escherichia coli) et celui
de Uozone est 50 fois plus élevé pour M. avium.
Des différences de sensibilité existent selon les

M. aurum Sol M. marinum Eau de mer, estuaires,
piscines, aquarium

M. avium Sol, eau, poussiere, végétation M. parafortuitum Sol

M. chelonae Sol, eau douce, potable, distillée M. smegmatis Sol, eau de mer, piscine

M. flavescens Eau de mer, eau douce M. szulgai Eau de piscine

M. fortuitum Sol, eau, poussiére, végétation M. terrae Sol, eau de mer, eau douce,
végétation

M. gordonae Sol, eau, nappes souterraines M. vaccae Sol, eau de mer, eau douce

M. intracellulare Sol, eau M. xenopi Eau potable, eau distillée

M. kansasii Eau potable et distillée, piscine

2 Toutes les catégories d’eau : eau de mer, étangs, eau potable, piscines, eau distillée.




especes : M. fortuitum et M. chelonae sont
beaucoup plus résistantes au chlore libre que
M. gordonae. Le traitement par rayonnement ul-
traviolet appliqué a une dose de 400 J/m? assure
globalement une efficacité du méme ordre pour
les mycobactéries non tuberculeuses que pour
les autres bactéries sous forme végétative. Des
différences existent selon les especes : M. avium
(réduction de 4 log pour une dose de 200 J/m?),
M. terrae (2 log avec 100 J/m?), M. fortuitum
(3 log avec 500 J/m?).

Les données épidémiologiques mettent en évidence
le role de l'eau dans la transmission des infections
a mycobactéries non tuberculeuses au travers de
linhalation, laspiration, l'inoculation ou le contact.

L'espéce la plus pathogeéne est Mycobacterium
kansasii, capable de provoquer une maladie en
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l'absence de cause favorisante si la charge bac-
térienne est élevée. Les autres mycobactéries
non tuberculeuses se comportent comme des
saprophytes mains certaines d’entre elles sont
des pathogenes opportunistes. Elles deviendront
pathogenes dans trois circonstances :

e introduction accidentelle dans lorganisme
(p.ex. M. marinum, par contact avec l'eau d’un
aquarium) ou nosocomiale (p, ex. M. xenopi et
spondylodiscites) ;

e lésions préexistantes pulmonaires (p.ex. M. xe-
nopi ou M. avium sur tuberculose ou dilatation
des bronches) ;

e immunodépression (p.ex. sida, maladie systé-
mique, traitements immunosuppresseurs).

Une composante génétique pourrait expliquer
la variabilité individuelle de susceptibilité a

Prévalence des mycobactéries non tuberculeuses

dans les réeseaux de distribution d’eau de Paris

<1 000 UEC/I
> 1 000 UFC/I

2 Prévalence des mycobactéries non tuberculeuses
dans les réseaux de distribution d’eau de Paris
(2007 - 2008) Dubrou et al. 2010

o UDI alimentée en eau souterraine :
sortie de réservoir : dénombrements

point du réseau : 22 % des dénombrements

La flore mycobactérienne des eaux d’origine
superficielle est plus diversifiée (10 especes
identifiées, dont 6 mycobactéries a croissance
rapide non chromogenes) que celle des eaux
souterraines (6 especes identifiées dont 5§ myco-
bactéries a croissance rapide non chromogenes).

Pres de 95 % (492/520) des échantillons d’eau
prélevés sur les 30 points du réseau public
présentent une flore mycobactérienne. Les
concentrations dans le réseau augmentent

des qu’on s’éloigne du réservoir :

e UDI alimentée en eau de surface :
sortie de réservoir : 74 % dénombrements
100 a > 1 000 UEC/I
point du réseau : 83 % dénombrements
100 a > 1000 UEC/I

Lidentification des souches de mycobactéries

a croissance rapide non chromogenes identifiées
dans le réseau de distribution parisien en

2007 - 2008 est présenté ci-apres :

Réseau alimenté en eaux souterraines
(nombre de souches = 72)

M. llazerense : 22 (31 %)
M. chelonae : 15 (21 %)
M. sp. : 12 (17 %)
M. setense : 11 (15 %)
M. peregrinum : 6 (8 %)
M. salmoniphilum : 6 (8 %)

Réseau alimenté en eaux souterraines
(nombre de souches = 113)

M. chelonae : 47 (41 %)
M. llazerense : 29 (25 %)
M. sp. : 14 (12 %)
M. setense : 13 (12 %)
M. peregrinum : 44 %)
M. salmoniphilum : 4 (4 %)
M. septicum : 2(2 %)



Uinfection. Le déficit en récepteurs de linter-
féron-gamma (IFN-gamma) comme celui en
interleukine-12 (IL-12), qui touchent Uenfant et
l'adulte, est marqué par une susceptibilité sévere
et sélective vis-a-vis des mycobactéries peu
virulentes.

L'épidémie de sida a été responsable, non seulement
d’une augmentation de fréquence des infections
cliniques a mycobactéries non tuberculeuses,
surtout pulmonaires, mais d'une plus grande
fréquence d’isolement en laboratoire de ces
bactéries, ainsi que d'une profonde modification
de la distribution des espéces potentiellement
pathogénes pour lhomme : Mycobacterium avium-
intracellulare est responsable de plus de 80 %
des mycobactérioses du sida, alors que Myco-
bacterium kansasii et Mycobacterium xenopi
infectent avec prédilection les sujets qui n'ont
pas la sida. Chez l'homme, 95 % des infections
sont liées a M. kansasii, M. avium, M. xenopi,
M. chelonae, M. scrofulaceum et M. marinum.

Chez l'homme, les voies aériennes supérieures,
le tractus digestif et la peau sont les tissus les
plus souvent colonisés. A partir de ceux-ci, une
infection a distance peut se développer surtout
en cas d'immunodépression. Les mieux documen-
tées sont les infections cutanées a M. marinum qui
affectent avec prédilection les aquariophiles, les
professions en contact avec les poissons et le
public fréquentant les piscines. M. abscessus est
a lorigine d'infections pulmonaires chez des
patients porteurs d’anomalies de l'arbre respi-
ratoire (mucoviscidose,...].

En milieu hospitalier, la colonisation par M.
fortuitum des voies aériennes supérieures est
constatée chez des patients aprés contamination
de Ueau. Une épidémie de pneumopathies a M.
xenopi est décrite chez 19 malades d'un méme
hopital ou le réseau d'eau était contaminé. Les
douches, par la formation d'aérosols, peuvent
avoir un role dans la propagation de telles
épidémies. Des infections nosocomiales liées a
des actes médicaux ou chirurgicaux peuvent
également survenir ; il en est ainsi des actes
d'endoscopie, des gestes invasifs de types
tatouage ou piercing, de la dialyse péritonéale,
des transplantations ou de la pose de prothéses,
mais aussi de la mésothérapie. La source de
lUinfection se trouve souvent dans des solutions
désinfectantes, utilisées pour désinfecter le
matériel utilisé. Une épidémie de spondylodis-
cites a Mycobacterium xenopi est survenue dans
une clinique parisienne apres des nucléotomies
percutanés. Certains nucléotomes étaient rincés,
apres leur désinfection au glutaraldéhyde et

avant réutilisation, avec une eau microfiltrée que
'on croyait a tort stérile. L'eau était contaminée
par M. xenopi par lintermédiaire du réseau
d’eau de la clinique. M. xenopi, habituellement
peu virulente, présente en grande quantité dans
les réseaux d'eau potable, peut devenir agent
pathogéne dés lors qu’elle sera introduite par le
nucléotome dans le disque intervertébral.

3.4/ La flore microbienne
revivifiable

Les micro-organismes “hétérotrophes” ont besoin
de composants organiques pour leur croissance
et jouent un rdle essentiel dans le cycle de la
matiere organique dans lenvironnement tellurique,
aquatique, aérien, végétal.

La population microbienne hétérotrophe, pré-
sente dans les eaux destinées a la consommation
humaine, est mesurée par la norme NF EN ISO
6222 (dénombrement des micro-organismes
revivifiables a 22° C et a 36° C) ou autrefois par le
test HPC (Heterotrophic Count Plate) qui utilisent
un milieu de culture nutritif gélosé non sélectif.
L'analyse ne peut mesurer qu’'une fraction des
micro-organismes hétérotrophes présents dans
'eau, c'est-a-dire ceux qui sont cultivables dans
les conditions choisies ; ce pourcentage peut
8tre inférieur a 1 %, voire 1 %o du nombre total
de micro-organismes comptés aprées coloration
par l'acridine orange. Elle ne peut distinguer les
micro-organismes pathogénes de ceux qui ne le
sont pas. Certaines bactéries d'intérét sanitaire,
comme les Legionella ou les mycobactéries non
tuberculeuses, ne peuvent pas se développer
dans les conditions de cette analyse.

Le dénombrement des micro-organismes revivi-
fiables est habituellement utilisé pour contréler
Uefficacité des traitements de l'eau destinée a la
consommation humaine, en particulier de la
désinfection, et pour surveiller la qualité de Ueau
traitée au cours de la distribution et du stockage.

Des dénombrements élevés en micro-organismes
revivifiables, dépassant les criteres définis dans
la réglementation, sont le signal le plus commu-
nément observé d'une dégradation de la qualité
microbiologique des systéemes de distribution
d’eau. L'accroissement de la flore microbienne
revivifiable entre l'eau analysée a lentrée d'un
batiment et l'eau analysée au point d’'usage té-




moigne d’anomalies techniques du réseau intérieur
de distribution ou d’'une contamination du point
d’usage. La croissance de ces micro-organismes
est associée a des conséquences esthétiques
(présence de flocs, d’une turbidité ou d’organismes
invertébrés) et organoleptiques, altérant le go(t
et lodeur de l'eau (Burman et Colbourne, 1977 ;
Schoenen et Scholer, 1983 ; Van Lieverloo et al. 1994).

ILn’existe actuellement aucune donnée indiquant
que les micro-organismes hétérotrophes puissent
8tre directement associées a un risque pour la
santé du consommateur (Leclerc, 2003). Le dé-
nombrement des micro-organismes revivifiables
ne peut en conséquence étre utilisé comme un
critére de santé publique. Il ne peut davantage
étre unindicateur de la présence de micro-orga-
nismes pathogénes opportunistes (Schubert et
Blum, 2002 ; Galassi et al. 2002).

3.5/ Les Aeromonas

Les Aeromonas comprennent deux groupes :
une espece psychrophile, Aeromonas salmonicida,
responsable de maladie chez les poissons, en
particulier les salmonidés, et les 16 espéces
mésophiles, a lorigine d’'infections humaines,
dont Aeromonas hydrophila (Nichols et al. 2002).

Les Aeromonas sont des hotes naturels de Uen-
vironnement aquatique, principalement des eaux
douces, qui peuvent atteindre de numérations
de 104 10° UFC/ml dans les eaux de riviére et de
10¢a 108 UFC/ml dans les eaux usées domestiques
(Schubert, 1991). Les Aeromonas colonisent les
canalisations d’eau avec des fréquences et des
numérations trés variables selon les réseaux
(Leclerc et Buttiaux, 1962 ; Havelaar et al. 1990 ;
Schubert, 1991 ; Krovacek et al. 1992 ; WHO 2002)
ou leur présence peut étre confondue avec celle des
bactéries coliformes. En dépit de leur relative
sensibilité aux produits chlorés, ils se fixent dans
les biofilms et entrent en compétition avec les
bactéries indigenes pour utiliser les multiples
composés organiques de l'eau.

Les Aeromonas sont des pathogénes opportunistes
ou nosocomiaux, incriminés dans des infections de
plaies a la suite de contact avec l'eau (baignade,
péche, canotage,...), d’infections pulmonaires
aprés noyade, de bactériémies chez des sujets
fragilisés ou immunodéprimés et dans des
gastro-entérites ou d’entérites banales, de faible
durée et autolimitantes, aprés consommation
d’eau ou d'aliments contaminés.
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Selon Edberg et Allen (2002), il n'y aurait pas
d'arguments suffisants pour considérer les
Aeromonas des eaux d'alimentation comme des
bactéries entéropathogenes, méme si des
facteurs de virulence ont été décrits chez un
faible pourcentage de souches : une béta-hémo-
lysine d’activité cytotoxique, dermonécrotique et
létale pour la souris, une entérotoxine cytoto-
nique, des protéases (Stelma et al. 1986 ; Janda,
1991). Dans les enquétes épidémiologiques, il y
a peu de similitude entre les souches isolées de
l'eau et les cas de diarrhées.

3.6/Bacteries coliformes

Les coliformes dits “totaux” constituent un groupe
hétérogene de bactéries d'origines fécale et
environnementale. La plupart des espéces de
bactéries coliformes se trouvent naturellement
dans le sol et la végétation, telles que Enterobacter
spp., Klebsiella spp., Serratia spp.

La croissance des bactéries coliformes peut étre
favorisée par des sédiments et des interactions
entre les composés organiques de l'eau et la
surface de canalisations corrodées (Baylis, 1930 ;
Camper et al. 1999). Certains matériaux tels que
le bois, le cuir, les enduits, les lubrifiants favorisent
également leur croissance (Burman et Colbourne,
1977 ; Seidler er al. 1997 ; Ellgas et Lee, 1980 ;
Schoenen et Scholer, 1983).

La présence de coliformes totaux n’indique pas
une contamination fécale, ni un risque sanitaire,
mais plutot une dégradation de la qualité micro-
biologique de l'eau. Cette dégradation témoigne
d'une vulnérabilité du systéme de distribution
d’eau a la pollution environnementale ; elle peut
étre attribuée, entre autres facteurs, a une infil-
tration d’eau de surface dans un réservoir, a des
travaux ou a une contamination du point d'usage.

La présence de coliformes thermotolérants
(Escherichia coli) représente un danger pour le
consommateur par l'apparition de symptémes
gastro-entéritiques : diarrhées et vomissements.
Les données épidémiologiques montrent que
ces symptomes sont a faible bruit, ne sont pas
identifiés par le systéme médical et ne sont mis
en évidence qu'au travers d'études spécifiques
de populations exposées.



Les difféerents états physiologiques des bactéries

> Depuis Pasteur et jusqu’a ces derniéres années,
la viabilité cellulaire chez les bactéries a Gram
positif et a Gram négatif non sporulantes était
donnée comme équivalente a la cultivabilite. Ainsi,
toutes bactéries incapables de former une colonie
visible par 'observateur étaient considérées comme
non viables ou mortes.

En fait, les bactéries peuvent se trouver
sous différents états :

L’¢tat viable : la viabilité est associée a la capacité
de la bactérie a se multiplier ou a exprimer des
caracteres physiologiques qui suggerent 'existence
d’une intégrité membranaire, d’une activité
meétabolique (activité enzymatique intracellulaire,
activité respiratoire, etc.).

L’¢tat cultivable : la cultivabilité est la faculté que
présente une bactérie a former en un temps
donné, et sur un milieu de culture gélosé défini,
une colonie visible par I'observateur. Cette
définition integre des notions de développement,
de temps, de sensibilité, et de qualité du milieu de
culture utilisé. Dans les cultures en milieu liquide,
la croissance se traduit par une turbidité du milieu.
Létat viable non cultivable (VBNC) : il caractérise
les bacteéries qui perdent leur cultivabilité, tout
en conservant une certaine forme de viabilité se
traduisant par la conservation de lintégrité
membranaire structurale et/ou des activités
meétaboliques. La présence de bactéries viables non
cultivables est généralement observée en association
avec des conditions environnementales particulieres
ou liée a des stress. La perte de cultivabilité peut
étre une réaction adaptative a ces conditions (état
de quiescence) ou au contraire un processus
dégénératif (¢état transitoire vers la mort cellulaire)
ou encore inhérent a la méthode de culture utilisée.
Dans certaines conditions de culture ou a la suite
des modifications de I'environnement, les bactéries
viables non cultivables peuvent retrouver leur
cultivabilité.

Différents facteurs chimiques et environnementaux
sont soupconnés de provoquer I’état VBNC, dont
Pindisponibilité des nutriments ou les traitements
chimiques et thermiques de I’eau (Oliver, 2000 ;
Oliver, 2009). En plus de la capacité a survivre
dans les biofilms, et éventuellement au sein des
protozoaires, I'entrée en état VBNC constitue

pour la bactérie une forme de survie dans des
conditions environnementales défavorables. La
résistance réelle de la bactérie sous ’état VBNC
aux traitements chimiques n’est pas connue,
mais celle-ci serait potentiellement accrue par
rapport a celle de I’état cultivable. En effet, une
augmentation de la résistance a des substances
chimiques, telles que des antibiotiques, et une
capacité améliorée a surmonter divers stress
thermiques ou acides, ont été décrits pour de
nombreuses especes bactériennes lorsqu’elles

sont dans I’état VBNC (Oliver, 2009).

Seules les bactéries viables peuvent étre a 'origine
d’infections humaines et représenter un enjeu
sanitaire. Parmi les bactéries viables, il est difficile
de démontrer Uinfectiosité des bactéries VBNC,
car il w’est actuellement pas possible de démontrer
que 100 % des bactéries sont dans I’état VBNC
dans une culture travaillée pour en produire
(Delgado-Viscogliosi, 2005). 1l est toutefois
probable que les bactéries VBNC puissent
représenter un risque sanitaire, car elles peuvent
retrouver leur capacité de multiplication lorsque
les conditions sont favorables (Bej et al. 1991 ;
Huwang et al. 2006 ; Dusserre et al. 2008 ;
Delgado-Viscogliosi et al. 2009). En outre, il a été
démontré que les Legionella pneumophila VBNC
peuvent retrouver leur cultivabilité au contact
d’amibes de I'espece Acanthamoeba castellanii
(Steinert et al. 1997). Legionella pneumophila
peut aussi retrouver sa cultivabilité, perdue apres
un traitement de désinfection au chlore, par un
passage dans I'amibe Acanthamoeba polyphaga
(Garcia et al. 2007 ; Oliver, 2009).

L’existence de I’état VBNC pourrait expliquer en
partie les recontaminations rapides parfois observées
apres le traitement d’un circuit d’eau par choc
thermique ou chloration (Steinert et al. 1998 ;
Thomas et al. 2004), alors que la recherche de
Legionella par culture est négative. Pour évaluer
son réle exact, il est également nécessaire de prendre
en compte une possible présence de Legionella
(cultivable ou non) dans le biofilm ou dans les
amibes (Allegra et al. 2008).

L’état non viable : il est caractérisé par la perte
de la cultivabilité, de 'intégrité structurale et des
activités métaboliques (bactéries lysées ou mortes).
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Le code de la santé publique (CSP)

Le code de la santé publique (article L.1321-1)
précise que “toute personne qui offre au public
de 'eau en vue de Palimentation humaine, a titre
onéreux ou a titre gratuit, et sous quelque forme
que ce soit, y compris la glace alimentaire, est
tenu de s’assurer que cette eau est propre a la
consommation. Lutilisation d’eau impropre a la
consommation pour la préparation et la conserva-
tion de toutes denrées et marchandises destinées a
Palimentation humaine est interdite”.

Le code de la santé publique (article R.1321-1)
définit les eaux destinées a la consommation
humaine comme :

e toutes les eaux qui, soit en l'état, soit apres
traitement, sont destinées a la boisson, a la
cuisson, a la préparation d'aliments ou a
d’autres usages domestiques, qu’elles soient
fournies par un réseau de distribution, a partir
d’'un camion-citerne ou d'un bateau-citerne,
en bouteilles ou en conteneurs, y compris les
eaux de source.

2 | Dans un avis du 5 septembre 2006, le Conseil
Supérieur d’Hygiene Pu lfj[ue de France a proposé
une définition des usages domestiques :

“la notion d’usages domestiques recouvre généralement :

e les usages alimentaires : boisson, préparation
des aliments, lavage de la vaisselle,

e les usages liés a I’hygiene corporelle : lavabo, douche,
bain, lavage du linge,

e les usages dans I’habitat (évacuation des excréta,
lavage des sols,...) et usages connexes (arrosage
des espaces verts, arrosage du potager, lavages des sols
et des véhicules,...”

—

e toutes les eaux utilisées dans les entreprises
alimentaires pour la fabrication, la transforma-
tion, la conservation ou la commercialisation
de produits ou de substances, destinées a la
consommation humaine, qui peuvent affecter
la salubrité de la denrée alimentaire finale, y
compris la glace alimentaire d'origine hydrique.

4 Les methodes de lutte contre la contamination

Les réseaux intérieurs de distribution d’eau

Outre les installations de production, les instal-
lations de distribution d’eau comprennent, selon
larticle R.1321-43 du code de la santé publique :

1. les réseaux publics de distribution, qui incluent
les branchements publics reliant le réseau
public au réseau intérieur de distribution.

2. les installations non raccordées aux réseaux
publics de distribution dont les résultats ont
obtenu l'autorisation préfectorale de préleve-
ment d’eau dans le milieu naturel a des fins
de consommation humaine.

3. le réseau intérieur de distribution équipant
les immeubles desservis par les réseaux ou
installations précédentes, mentionnées en 1-
et 2-, qui comprend :

e Uinstallation privée de distribution d'eau
destinée a la consommation humaine, c'est-
a-dire les canalisations et appareillages ins-
tallés entre les robinets qui sont normalement
utilisés pour la consommation humaine et
le réseau public de distribution, qu'elle four-
nisse ou non de l'eau au public ;

e les autres réseaux de canalisations, réser-
voirs et équipements raccordés de maniére
permanente ou temporaire.

Dans la conception des réseaux intérieurs, il est
souvent nécessaire de distinguer un plus grand
nombre de réseaux-types (RT) afin de mieux as-
surer leur protection mutuelle et d’en permettre
leur exploitation rationnelle et leur surveillance
efficace.

Selon les types de batiments, l'organisation des
réseaux intérieurs ne sera pas toujours la
méme. Elle doit cependant respecter les régles
suivantes :

e séparation des réseaux-types véhiculant une
eau destinée a la consommation humaine et
des réseaux-types distribuant une eau desti-
née a d'autres usages. L'eau chaude sanitaire
est classée parmi les eaux destinées a la
consommation humaine.

e de maniere plus générale, individualisation
des réseaux-types véhiculant une eau de ca-
tégorie différente (tableau 4-1) ;

e séparation des réseaux intérieurs alimentés
par le réseau public et des réseaux intérieurs
alimentés par d'autres ressources en eau ;
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TABLEAU 4-1 : organisation d’un réseau intérieur en réseaux-types

Code Définition Observation
RT1 Réseau d’eau destinée a la consommation humaine,
parfois appelé “réseau sanitaire”
RT1a Réseau d’eau froide sanitaire - partie collective Réseau-type partant du compteur
RT1b Réseau d’eau froide sanitaire - partie privative Piqué sur RT1a
RT1c Réseau d’eau chaude sanitaire - partie collective Piqué sur RT1a
RT1d Réseau d’eau chaude sanitaire - partie privative Piqué sur RT1a ou RT1c
RT1e Réseau d’eau traitée pour des usages particuliers Piqué sur RT1a
occasionnant une exposition humaine directe (ex. piscine,
dialyse) ou indirecte (ex. stérilisation, four vapeur)
RT2 Réseau d’eau destinée a des usages techniques
(usages liés au remplissage des circuits de chauffage,
a la climatisation - eau glacée - ainsi qu’'au lavage et/ou
a larrosage lorsqu’il est fait appel a des robinets
de puisage situés en élévation a une hauteur d’au moins
0,40 m du sol avoisinant)
RT3 Réseau d’eau destinée a la protection incendie Un compteur et un branchement séparés
sont recommandés
RT4 Réseau d’eau destinée a l'arrosage par hydrant
sur le sol ou enterré
RT5 Réseau d’eau destinée a des activités spécifiques (activités
de type industriel, buanderies, portiques de lavage,...)

e détermination d'un nombre raisonnable de
réseaux-types ;

e respect d'une taille critique de réseau-type
afin d'en assurer le renouvellement par le
tirage naturel d’eau.

Les obligations réglementaires

Les propriétaires des réseaux d’eau intérieurs
des immeubles et des établissements sont
tenus de respecter les obligations réglemen-
taires du code de la santé publique (articles
L.1321-1, R.1321-1 et suivants) relatives aux
eaux destinées a la consommation humaine.

Ces obligations portent notamment sur les
points suivants.

1. le respect des limites et références de qualité
réglementaires

L'eau distribuée doit respecter, au niveau de
lensemble des robinets des usagers, les limites
et références de qualité réglementaires ; ces
exigences de qualité portent a la fois sur des
paramétres microbiologiques (tableau 4-2) et
des paramétres physico-chimiques, témoins en
particulier de la non-altération de la qualité de
leau par les matériaux des réseaux d'eau (fer,
cuivre, nickel, plomb,...].



4 Les methodes de lutte contre la contamination

TABLEAU 4-2 : Paramétres microbiologiques des eaux destinées
a la consommation humaine pour la population générale

Parameétres microbiologiques Limite de qualité

Référence de qualité

Escherichia coli (E. coli) 0/100 ml

Entérocoques 0/100 ml

Bactéries coliformes

0/100 ml

Bactéries sulfito-réductrices
y compris les spores*

0/100 ml

Numeération de germes aérobies
revivifiables a 22° Ceta 37° C

Variation dans un rapport de 10
par rapport a la valeur habituelle

de micro-organismes pathogénes, par exemple des Cryptosporidium.

* Ce parameétre doit &tre mesuré lorsque U'eau est d’origine superficielle ou influencée par une eau d’origine superficielle. En cas de non- respect de cette
valeur, un enquéte doit étre menée sur la distribution d’eau pour s’assurer qu’il n’y a aucun danger potentiel pour la santé humaine résultant de la présence

2 Les critéres de qualité des eaux destinées a la
consommation bumaine sont définis par les articles
R.1321-2 et R.1321-3 du code de la santé publique :

e ¢lles doivent ne pas contenir un nombre ou une
concentration de micro-organismes, de parasites ou de
toute autre substance constituant un danger potentiel
pour la santé des personnes, et étre conformes aux
limites de qualité pour les parametres microbiologiques
et les substances chimiques dont la présence dans I'eau
présente des risques immédiats ou a plus long terme
pour la santé du consommateur ;

e ¢t satisfaire a des références de qualité, valeurs indicatives
établies a des fins de suivi des installations de production
et de distribution d’eau et d’évaluation de risques pour
la santé des personnes. Ces substances, sans incidence
directe sur la santé aux teneurs normalement présentes dans
Peau, peuvent mettre en évidence un dysfonctionnement
des installations de traitement ou étre a I’origine
d’inconfort ou de désagrément pour le consommateur.

2. la surveillance permanente de la qualité de
Ueau délivrée au consommateur

Cette surveillance intégre nécessairement l'exa-
men périodique des installations de distribution
d’eau, la tenue et la mise a jour réguliére d'un
carnet sanitaire des installations, et éventuelle-
ment la réalisation d’analyses complémentaires
en fonction des dangers identifiés (article CSP
R.1321-23).

3. linformation du consommateur et des autorités
sanitaires

Le propriétaire d'un réseau d'eau intérieur d'un
immeuble ou d'un établissement est tenu d'informer
le consommateur en cas de probleme de qualité
de l'eau distribuée et les autorités sanitaires en
cas d’incident pouvant avoir des conséquences
pour la santé publique (article CSP L.1321-4). IL
est tenu également de mettre en ceuvre des
analyses complémentaires a la demande des
autorités sanitaires, notamment en cas de risques
pour la santé en relation avec l'usage de l'eau
distribuée.
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4. la construction des réseaux avec des matériaux
conformes

Les matériaux et objets en contact avec l'eau
doivent étre conformes a des dispositions spé-
cifiques définies par arrété du ministre chargé
de la santé (article R.1321-48 du code de la
santé publique - décret du 11 janvier 2007). Les
dispositions spécifiques a respecter pour les dif-
férents groupes de matériaux et objets entrant
en contact avec l'eau sont celles définies par les
annexes de lUarrété du 29 mai 1997 modifié. Les
matériaux et objets de type organique doivent
avoir une attestation de conformité sanitaire.

5. lutilisation de produits et procédés de traitement
de Ueau autorisés

Les dispositifs de traitement complémentaire de
la qualité de U'eau sont réglementés par larticle
R.1321-55 du code de la santé publique. Ils doivent
respecter les dispositions de la circulaire
DGS/VS4 n°99-360 du 21 juin 1999 relative aux
appareils individuels de traitement des eaux
destinées a la consommation humaine au robinet.

Lorsque ces dispositifs de traitement complé-
mentaires de la qualité de l'eau utilisent des
produits et procédés de traitement, ceux-ci doivent
bénéficier d'une autorisation du ministre chargé
de la santé, prise apres avis de l'agence nationale
de sécurité sanitaire (Anses] (article R.1321-48
du code de la santé publique). Sont autorisés les
produits et procédés de traitement (i) figurant
dans la circulaire n°2000/166 du 28 mars 2000
relative aux produits et procédés de traitement
des eaux destinées a la consommation humaine
(i) figurant dans les annexes 2 et 3 de la circulaire
du 7 mai 1990 relative a la mise a jour de la liste
des produits et procédés de traitement des eaux
destinées a la consommation humaine (iii) et, le
cas échéant, ceux bénéficiant d'une autorisation
d’utilisation ponctuelle délivrée par le ministre
chargé de la santé.

Les produits utilisés pour le nettoyage et la dés-
infection des installations de distribution d'eau
destinée a la consommation humaine doivent
respecter les dispositions de larticle R.1321-50
du code de la santé publique qui prévoit que ces
produits doivent étre composés de constituants
autorisés dans les conditions fixées par le décret
n°73-138 du 12 février 1973 modifié. L'arrété du
8 septembre 1999, pris pour lapplication de larticle
11 du décret précité, liste les constituants autorisés
dans les produits de nettoyage des matériaux et
objets destinés a étre mis en contact des denrées
alimentaires. Des produits ont fait l'objet d’auto-

> Le programme de surveillance D1 comprend outre

les parametres microbiologiques cités précédemment, un
certain nombre de parametres physico-chimiques :
couleur, turbidité, saveur, chlore libre et total (ou tout
autre parametre représentatif du traitement de désinfection),
température de I’eau froide sanitaire, pH, conductivité,
aluminium (lorsqu’il est utilisé comme agent de floculation),
ammonium, nitrates (si plusieurs ressources en eaux

au niveau de I'unité de distribution dont une au moins
délivre une eau dont la concentration en nitrates est
supérieure a 50 mgll).

Les analyses complémentaires du programme de surveillance
D2 comprennent les parametres chimiques suivants :
plomb, cuivre, cadmium, zinc, chrome, nickel, fer total,
carbone organique total.

risation individuelle et l'utilisation faite de ces
produits doit étre conforme aux préconisations
prévues dans l'autorisation.

6. la possibilité pour le consommateur d’avoir
accés a une eau froide non traitée

Chaque consommateur doit avoir acces a une
eau froide non soumise aux traitements complé-
mentaires mis en ceuvre sur les réseaux d’eau
de limmeuble ou de l'établissement (article CSP
R.1321-53). Par exemple, chaque consommateur
doit disposer d'un point d'eau non traitée
lorsque l'eau froide distribuée fait l'objet d'un
traitement d’adoucissement.

Les textes spécifiques

En complément des dispositions générales du
code de la santé publique, des dispositions spéci-
fiques incombent aux responsables d'immeubles
(habitations, locaux de travail) et d’établissements
qui accueillent des populations particulierement
vulnérables aux risques liés a la présence de
légionelles ou d’autres micro-organismes pa-
thogenes opportunistes dans les réseaux d’eau
intérieurs.

La prévention de la légionellose

® Maitrise de la température

Les propriétaires des réseaux d’eau intérieurs
des immeubles et des établissements sont
tenus de mettre en place les mesures néces-
saires a une bonne maitrise de la température
de l'eau qui doit constituer un objectif essentiel
a la prévention de la prolifération des légionelles
dans les réseaux d'eau. Les obligations régle-
mentaires relatives a la température de l'eau
sont les suivantes.
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> La température de I'eau froide sanitaire doit
étre inférieure a 25° C (hors départements d’outre-
mer). 1l s’agit de la référence de qualité mentionnée
dans Parrété ministériel du 11 janvier 2007 relatif
aux limites et aux références de qualité des eaux
brutes et des eaux destinées a la consommation
humaine.

Pour l'eau chaude sanitaire, les consignes

de température ont été précisées dans Iarrété
interministériel du 30 novembre 2005 relatif
aux installations fixes destinées au chauffage et
a lalimentation en eau chaude sanitaire des
batiments d’habitation, de bureaux ou locaux
recevant du public. Elles s’appliquent a 'ensemble
des réseaux d’eau neufs ou entierement rénovés
a partir du 15 décembre 2006. Les modalités
d’application de cet arrété sont explicitées dans
la circulaire DGS/DSC/DGUHC/DGE/DPPR
n°126 du 3 avril 2007.

1. Afin de limiter le risque de briilure :

e dans les pieces destinées a la toilette, la
température maximale de I'eau chaude sanitaire
est fixée a 50° C aux points de puisage ;

® dans les autres pieces, la température de I'eau
chaude sanitaire est limitée a 60° C aux points
de puisage ;

® dans les cuisines et les buanderies des établissements
recevant du public, la température de I'eau
distribuée pourra étre portée au maximum a

90° C en certains points faisant l'objet d'une
signalisation particuliere.

2. Afin de limiter le risque li¢ au développement
des legionelles dans les systemes de distribution
d'eau chaude sanitaire sur lesquels sont susceptibles
d'étre raccordés des points de puisage a risque
(douches, douchettes), les exigences suivantes
doivent étre respectées pendant l'utilisation des
systemes de production et de distribution d'eau
chaude sanitaire et dans les 24 heures précédant
leur utilisation :

e Jorsque le volume entre le point de mise en
distribution et le point de puisage le plus éloigné
est supérieur a 3 litres, la température de I'eau
doit étre supérieure ou égale a 50° C en tout
point du systeme de distribution, a l'exception
des tubes finaux d'alimentation des points de
puisage. Le volume de ces tubes finaux
d'alimentation est le plus faible possible, et
dans tous les cas inférieur ou égal a 3 litres ;

e Jorsque le volume total des équipements de
stockage est supérieur ou égal a 400 litres, I'eau
contenue dans les équipements de stockage,

a l'exclusion des ballons de préchauffage, doit
étre en permanence a une température
supérieure ou égale a 55 °C a la sortie des
équipements ou étre portée a une température
suffisante au moins une fois par 24 heures
(cas des ballons a accumulation) (tableau 4-3).

TABLEAU 4-3 : durée minimale d’élévation quotidienne de la température
de leau dans les équipements de stockage, a Uexclusion des ballons de préchauffage

Temps minimum de maintien de la température

Température de Ueau (°C)

2 minutes

supérieure ou égale a 70 °C

4 minutes

65°C

60 minutes

60°C




Surveillance des légionelles dans les installations
d’eau chaude sanitaire

Larrété du 1er février 2010 relatif a la surveillance
des légionelles dans les installations collectives
de production, de stockage et de distribution d'eau
chaude sanitaire fixe les prescriptions techniques
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applicables aux installations qui alimentent les
établissements de santé, les établissements
sociaux et médico-sociaux, les établissements
pénitentiaires, les hotels et résidences de tou-
risme, les campings et les autres établissements
recevant du public qui possédent des points
d'usage a risque (douches, douchettes, bains a

remous ou a jets).

7

sont respectés en permanence au niveau de tous
les points d'usage a risque. Lorsque ces seuils ne

au rétablissement de la qualité de 'eau et a la
protection des usagers. Les déenombrements en

1 000 unités formant colonie par litre d’eau au

> Le responsable des installations met en ceuvre
une surveillance de ses installations afin de vérifier
que les objectifs cibles en Legionella pneumophila

sont pas respectés, le responsable des installations
prend sans délai les mesures correctives nécessaires

Legionella pneumophila doivent étre inférieurs a

niveau de tous les points d'usage a risque (norme
NF T90-431 réalisée par un laboratoire accrédité).
Dans les établissements de santé, les dénombrements
en Legionella pneumophila doivent étre inférieurs

au seuil de détection au niveau de tous les points
d'usage a risque accessibles a des patients identifiés
par le comité de lutte contre les infections nosoco-
miales ou toute organisation chargée des mémes
attributions comme particulierement vulnérables
au risque de légionellose. Cette surveillance repose
notamment sur des mesures de la température de
I'eau et des campagnes d'analyse de légionelles dans
chacun des réseaux d'eau chaude sanitaire, aux
fréquences de controle minimales précisées dans
le tableau 4-4 pour les établissements de santé et
dans le tableau 4-5 pour les autres établissements.
Le choix des points de surveillance releve d'une
stratégie d'échantillonnage qui tient compte du
nombre de points d'usage a risque.

TABLEAU 4-4 : Fréquences minimales des analyses de légionelles et des mesures

de la température de leau chaude sanitaire dans les établissements de santé

Points de surveillance

Mesures obligatoires pour chacun des réseaux
d’eau chaude sanitaire

Sortie de la/des production(s) d’eau chaude sanitaire
(mise en distribution)

Température de leau :
1 fois par jour (ou en continu])

Fond de ballon(s) de production et de stockage
d'eau chaude sanitaire, le cas échéant

Analyses de légionelles : 1 fois par an
- dans le dernier ballon si les ballons sont installés en série
- dans l'un d’entre eux si les ballons sont installés en paralléle

Point(s) d'usage a risque le(s] plus représentatif(s)
du réseau et point(s) d'usage le(s) plus éloigné(s)
de la production d’eau chaude sanitaire

Analyses de légionelles : 1 fois par an

Analyses de légionelles : 1 fois par an
Température de Ueau : 1 fois par semaine (ou en continu)

Points d'usage représentatifs situés dans les services
accueillant des patients identifiés par le comité de lutte
contre les infections nosocomiales (ou toute autre
organisation chargée des mémes attributions) comme
particulierement vulnérables au risque de légionellose

Analyses de légionelles : 1 fois par an
Température de l'eau : 1 fois par semaine (ou en continu])

Retour de boucle (retour général, le cas échéant

S ——————————————————————

Analyses de légionelles : 1 fois par an
Température de l'eau : 1 fois par jour (ou en continu)
au niveau de chaque boucle




4 Les methodes de lutte contre la contamination

TABLEAU 4-5 : Fréquences minimales des analyses de légionelles et des
mesures de la température de U'eau chaude sanitaire dans les établissements
sociaux et médico-sociaux, les établissements pénitentiaires, les hotels, les
résidences de tourisme, les campings et les autres établissements recevant

du public

Points de surveillance

Mesures obligatoires pour chacun des réseaux
d’eau chaude sanitaire

Sortie de la/des production(s) d’eau chaude sanitaire
(mise en distribution)

Température de Ueau : 1 fois par mois

Fond de ballon(s) de production et de stockage
d’eau chaude sanitaire, le cas échéant

- dans le dernier ballon si les ballons sont installés en série
- dans l'un d’entre eux si les ballons sont installés en parallele

Analyses de légionelles : 1 fois par an

Point(s) d'usage a risque le(s] plus représentatif(s)
du réseau et point(s) d'usage le(s) plus éloigné(s)
de la production d’eau chaude sanitaire

Analyses de légionelles : 1 fois par an
Température de Ueau : 1 fois par mois

Retour de boucle (retour général, le cas échéant

Analyses de légionelles : 1 fois par an
Température de Ueau : 1 fois par mois
au niveau de chaque boucle

Dans le cas on les réseaux d'eau chaude
sanitaire ne sont pas utilisés pendant plusieurs
semaines, des prélevements pour 'analyse

de légionelles sont réalisés apres la purge des
réseaux et dans les deux semaines qui précedent
l'accueil du public. Les prélevements sont
programmeés de telle sorte que les résultats
d'analyses de legionelles soient connus du directeur
de l'é¢tablissement avant I'accueil du public.

Le responsable des installations assure

la tracabilité de cette surveillance. 1l consigne
les modalités et les résultats de cette surveillance
avec les éléements descriptifs des réseaux d'eau
chaude sanitaire et ceux relatifs a leur

Maitrise du risque de développement des
légionelles

maintenance dans un fichier sanitaire des
installations, qui est tenu a disposition des
autorités sanitaires.

La surveillance est renforcée par le responsable
des installations en cas d'incident ou de
dysfonctionnement sur le réseau d'eau chaude
sanitaire de nature a favoriser la prolifération
des légionelles. Elle est également renforcée

par le responsable des installations a la demande
du directeur général de I'agence régionale

de santé, notamment lorsque la qualité de I'eau
ne respecte pas les objectifs cibles définis
en Legionella pneumophila ou lorsqu'un
signalement de cas de légionellose est mis
en relation avec l'usage de I'eau distribuée.

Uhydraulique des réseaux d’eau chaude sanitaire
afin de maitriser les débits et les températures
dans lobjectif de limiter la prolifération des légio-

Le Guide technique du CSTB - Ministere de la
santé “Maitrise du risque de développement des
légionelles dans les réseaux d’eau chaude sanitaire”,
paru en janvier 2012, rappelle les points-clés de

nelles. Il propose des méthodologies d'autodiagnostic
du fonctionnement des boucles d’eau chaude
sanitaire : le constat température, le constat débit/
perte de charge et l'autodiagnostic hydraulique
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simplifié. ILdonne également des préconisations
pour la rédaction d’un cahier des charges de ré-
habilitation et de maintenance d’un réseau.

Afin de lutter efficacement contre la formation de
biofilm, il est indispensable d’assurer un fonction-
nement hydraulique satisfaisant dans les boucles
d’eau chaude sanitaire et ainsi maintenir leau a
une température élevée, supérieure a 50° C, en
tout point de canalisations maintenues en circu-
lation par la pompe, depuis la production jusqu’au
piquage des antennes. Pour cela, le dimension-
nement ne doit pas se baser uniquement sur le
calcul des pertes thermiques. Le calcul des pertes
de charge du réseau d'eau chaude sanitaire, le
respect des vitesses de circulation dans les ca-
nalisations et des plages de fonctionnement des
organes d’équilibrage sont tout aussi importants
pour un bon dimensionnement des boucles d'eau
chaude sanitaire.

La réalisation des actions de prévention limite,
voire supprime la nécessité de réaliser des inter-
ventions curatives sur les réseaux d’eau chaude
sanitaire qui ne garantissent pas une efficacité
a long terme. De plus de tels traitements peuvent
avoir pour conséquences un déséquilibre de la
flore microbienne et une dégradation des instal-
lations (corrosion), favorisant ainsi la création de
nouveaux gites favorables a la prolifération des
légionelles.

Les etablissements de santé

Le Guide technique de I'eau dans les établissements
de santé, diffusé par la circulaire DHOS/DGS
n°2005-417 du 9 septembre 2005, récapitule
lensemble des obligations réglementaires rela-
tives a leau dans les établissements de santé et
donne des recommandations de bonnes pratiques.

Ce guide a pour objet :

e d'identifier les principaux dangers et risques
sanitaires liés aux divers usages de l'eau ;

e de proposer des éléments d'organisation pour
la gestion de ces risques, par la mise en place
par les établissements d'une démarche glo-
bale de gestion de la qualité de l'eau ;

e de donner des recommandations sur la qualité
de lUeau requise selon les différents usages
(tableau 4-6) et de proposer un programme de
surveillance de cette qualité ;

e d'identifier les principaux modes de défaillance
dans la production et la distribution de l'eau ;

e de définir les régles générales de conception
et de réalisation des installations de distribution
d'eau;

e de proposer un programme d’entretien et de
maintenance de ces installations.

La circulaire DGS/DHOS n°2002-243 du 22 avril
2002 relative a la prévention du risque lié aux
légionelles dans les établissements de santé
préconisait de mettre en ceuvre un plan d’action
de prévention de la légionellose . Celui-ci com-
prend Uexpertise des installations avec la mise
en place d'un programme de surveillance
(recherche des légionelles et mesure réguliére
de la température de l'eau chaude sanitaire],
U'élaboration et le suivi du carnet sanitaire, la
mise en place de protocoles de gestion dans le
cas de présence de légionelles, de patients a
haut risque et de cas de légionellose, la planifi-
cation des travaux de réfection des réseaux, les
protocoles de nettoyage et de désinfection des
réseaux d’eau ainsi que les actions curatives a
entreprendre lors du dépassement du niveau
d’'action en Legionella pneumophila (1 000 UFC/L).
Le groupe Eau - Santé a publié trois ouvrages sur
les “Eaux des établissements de santé” :

e qualité de leau des réseaux intérieurs (décembre
2000)

e qualité de l'eau aux points d'usage (mai 2003)

e lexique pratique (septembre 2006)

Le premier ouvrage présente les qualités d'eau
froide et d’eau chaude des réseaux intérieurs
ainsi que la qualité de Ueau des systemes de
traitement d'air ; il donne aussi quelques éléments
de maitrise des process de traitement de 'eau
et les démarches conduisant a l'élaboration du
Systeme Qualité des réseaux.

Le deuxieme ouvrage porte sur la qualité de
l'eau aux points d'usage. Il traite de la qualité de
l'eau aux points d'usage et des méthodes de
prélevements et d'analyse. Sont envisagés ensuite
les divers usages de l'eau dans les établissements
de santé : eaux en contact avec le patient (usage
alimentaire, hygiene et soins des patients, hémo-
dialyse et hémodiafiltration, oxygénothérapie et
aérosolthérapie, unités dentaires et piscines
médicales), eaux en contact avec le personnel
soignant (lavage et désinfection des mains), eaux
en contact avec les dispositifs médicaux (traitement
des dispositifs médicaux, eaux alimentant les
autoclaves). Il est ainsi précisé les définitions,
les rappels réglementaires, la connaissance des
risques, la qualité de l'eau exigée ou recomman-
dée, les moyens d’'obtention et de maintien de la
qualité, le controle de la qualité et les actions
correctives.
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TABLEAU 4-6 : paramétres microbiologiques (niveaux cible)
des différentes catégories d’eau des établissements de santé

Catégories  Flore aérobie Flore Coliformes  Pseudomonas Legionella Staphylo- Endo-
d’eau aérobie aérobie totaux aeruginosa  pneumophila coccus toxines
revivifiable  revivifiable aureus

22°C 36°C
Eau a usage 100 UFC/mL 10 UFC/ml <1UFC/100 ml <1 UFC/100 ml
alimentaire
Eau pour <100 UFC/ml <10 UFC/ml <1UFC/100 ml <1 UFC/100 ml

soins standards

Eau bactério <1 <1 < 250*
logiquement  UFC/100 ml UFC/100 ml UFC/L
maitrisée Lp non
détectées
Eau chaude <1000
sanitaire UFC/L
Eau des <100 <1 <1 <1
piscines de UFC/ml UFC/ml UFC/100 ml UFC/100 ml

rééducation

Eau des bains <100 <1 <1 <250 <1
3 remous et UFC/ml UFC/100 ml UFC/100 ml UFC/L UFC/100 ml
douches a jets Lp non

détectées
Eau pour
hémodialyse
- hémodialyse <100 <1 <0,25
conventionnelle UFC/ml UFC/ml Ul/mt
- hémodia- <100 <0,25
filtration UFC/L Ul/mt
en ligne

* Pour les patients a haut risque dans les établissements de santé, l'eau soutirée au niveau des points a risque doit viser en permanence l'absence
de Legionella pneumophila (dénombrement de légionelles inférieur a 250 UFC/L et Legionella pneumophila non détectées)
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2 | Dinnocuité de leau d’entrée doit étre garantie
vis-a-vis de la population de I’établissement mais
aussi vis-a-vis des ouvrages de transport. Elle ne
doit pas véhiculer de polluants a des doses toxiques
ou de micro-organismes pathogenes ou opportunistes.
Elle doit éviter la corrosion ou I'entartrage excessif
des canalisations et permettre la diffusion du résiduel
de désinfectant. 1l est conseillé de surveiller chaque
point d’alimentation en eau d’entrée. Une fréquence
trimestrielle est conseillée.

Pour l'eau a usage alimentaire, il est recommandé
d’adopter une fréquence minimale d’un contréle
bactériologique par tranche de 100 lits et par an,
avec un minimum de 4 controles par an pour
Pensemble de I'établissement de santé.

Pour eau pour soins standards, il est recommandé
de réaliser un controle trimestriel sur les points
d’usage considérés comme représentatifs de la
qualité de I'eau distribuée.

Pour I'eau bactériologiquement maitrisée (soins
spécifiques), les controles doivent étre effectués
en fonction du systeme d’assurance qualité mis
en place dans I’établissement (fréquence minimale

Paramétres <200

2002a 1000

trimestrielle). Les systemes de microfiltration a
usage unique ne justifient pas de réaliser des
controles bactériologiques des lors que le procédé
a été valide et que ses modalités d’utilisation
sont régulierement contrélées.

Les contréles de I'eau des piscines de rééducation
et des bains a remous et des douches a jets doivent
étre réalisés mensuellement.

L’eau pour hémodialyse “classique” est controlée
selon le nombre de séances de traitement par an
(circulaire DGS/DH/AFESSAPS n° 2000/337 du
20 juin 2000 relative a la diffusion d’un guide
pour la production d’eau pour hémodialyse des
patients insuffisants rénaux)

L’eau pour I’hémodiafiltration “en ligne”

est controlée une fois par mois au minimum
(une fois par semaine pendant 1 mois

au démarrage (circulaire DGS/DH/AFSSAPS
n°311 du 7 juin 2000 relative aux spécifications
techniques et a la sécurité sanitaire de la pratique
de I’hémofiltration et de I’ hémodiafiltration

“en ligne” dans les établissements de santé).

1000 a 10 000 >10000

Conductivité

Calcium

Nitrates

Substances oxydables
Aluminium
Microbiologie
Endotoxines

1 fois/an

2 fois/an

4 fois/an 12 fois/an

e’

Les établissements
pour personnes agées

Les établissements sociaux et médico-sociaux
d’hébergement pour personnes agées doivent
suivre les consignes mentionnées dans la circulaire
DGS/DHOS/DGAS n° 2005-493 du 28 octobre
relative a la prévention du risque lié aux légionelles.
Les consignes sont proches de celles relatives

aux établissements de santé. Les plans d’action
integrent notamment la surveillance de la qualité
de Ueau vis-a-vis des légionelles, Uexpertise des
installations de distribution d'eau et la définition,
le cas échéant, des travaux de réfection.

Plusieurs facteurs contribuent a rendre les
personnes agées fragiles et donc vulnérables
vis-a-vis de linfection : le vieillissement des
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tissus et organes, et particulierement du systéeme
immunitaire, le cumul des pathologies chroniques
et/ou dégénératives (insuffisance respiratoire,
cardiaque,...), la dénutrition, la malnutrition et la
déshydratation qui altérent les défenses immuni-
taires, limmobilité qui favorise la stase urinaire,
colique et bronchique, les traitements médica-
menteux liés aux diverses pathologies (sédatifs
qui prédisposent aux infections pulmonaires et
urinaires, antiacides aux infections digestives,
antibiotiques et altération de la flore digestive,...).

Ainsi, d'une maniere générale, les personnes
agées sont susceptibles de développer diverses
infections dont certaines peuvent étre d'origine
hydrique : infections respiratoires (légionellose,
mycobactériose), diarrhées et gastro-entérites,
infections cutanées aprés colonisation de la peau
ou immersion.

L'ouvrage du groupe Eau - Santé “Eau des établis-
sements pour personnes dgées - Maitrise des
risques sanitaires”, paru en mai 2008, présente
les éléments indispensables a connaitre sur les
réseaux d'eau intérieurs (obligations réglemen-
taires, recommandations d’actions courantes

et recommandations d’actions spécialisées,
traitements de leau, protection des réseaux,
fréquences d’entretien) et la gestion des instal-
lations a risque (brumisateurs, bains a remous,
installations décoratives, humidificateurs, net-
toyeurs a haute pression,...).

Les établissements thermaux

Les établissements thermaux doivent suivre les
dispositions précisées dans l'arrété du 19 juin 2000
relatif au contréle des sources d'eaux minérales
naturelles et dans la circulaire DGS n°2000-336
du 19 juin 2000 concernant la gestion du risque
microbien.

Les établissements thermaux dispensent des
soins utilisant l'eau minérale comme agent thé-
rapeutique, a des patients dont les défenses
parfois affaiblies peuvent les rendre vulnérables
aux infections. Cette eau doit donc répondre aux
caractéristiques particuliéres de qualité micro-
biologique et de sécurité exigées pour tout produit
a usage thérapeutique. Les micro-organismes

TABLEAU 4-7 : critéres de qualité microbiologique

de Ueau minérale naturelle (valeurs impératives)

Emergence

Points d'usage

(1) (2) (3)

Coliformes a 37° C dans 250 ml Absence Absence Absence Absence
Coliformes thermotolérants (Escherichia coli) a 44,5° C Absence Absence Absence Absence
dans 250 ml

Streptocoques fécaux (entérocoques) dans 250 ml Absence Absence Absence Absence
Anaérobies sporulés sulfito-réducteurs dans 50 ml Absence Absence Absence Absence
Legionella/Legionella pneumophila dans 1 litre < Au seuil < Au seuil < Au seuil < Au seuil

de la détection de la détection de la détection de la détection
de la méthode de la méthode de la méthode de la méthode

Pseudomonas aeruginosa dans 250 ml

Absence

Absence Absence Absence

(1) Soins en contact direct avec les muqueuses respiratoires ou susceptibles de provoquer un contact avec les muqueuses oculaires et respiratoires.
(2) Soins en contact avec les autres muqueuses internes et ingestion d'eau minérale naturelle.
(3) Soins externes individuels (bains, douches) ou collectifs (couloir de marche).
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revivifiables a 22° C et a 37° C ne doivent mon-
trer aucune variation ou augmentation anormale
(valeurs guides). Les autres micro-organismes
recherchés ont des valeurs impératives (tableau
4-7).

Al'émergence et a la source, le contréle micro-
biologique est effectué 4 fois par an, pour les
établissements ouverts plus de 7 mois, dont un
controle avant Uouverture, et 3 fois par an, pour
ceux ouverts moins de 7 mois, dont un contréle
avant l'ouverture.

La fréquence des analyses aux points d'usage

est différente selon le type de soins effectués :

e pour les soins en contact direct avec les mu-
queuses respiratoires ou susceptibles de
provoquer un contact avec les muqueuses
oculaires et respiratoires, une analyse micro-
biologique mensuelle (type BMO), avec
recherche de Legionella (BM1) est demandée.

e pour les soins en contact avec les autres mu-
queuses internes, l'ingestion d'eau minérale,
et pour les soins externes individuels ou col-
lectifs, une analyse microbiologique mensuelle
(BMO] et la recherche de Legionella (BM1) au
moins trimestrielle.

Si, aprés un an de surveillance, aucune conta-
mination microbiologique de l'eau n'est mise en
évidence pour les parameétres Escherichia coli et
autres coliformes, Pseudomonas aeruginosa et
Legionella sp., le nombre des controles aux points
d'usage pourra étre diminué, sans toutefois étre
inférieur a un par trimestre.

4.2 La sécurite

" sanitaire de Ueau
dans les batiments
(OMS)

Les directives présentées dans ce document de
'Organisation Mondiale de la Santé, paru en juillet
2011, portent sur la gestion de l'approvisionne-
ment en eau dans les batiments, comportant
des équipements publics ou collectifs, ol l'eau
est destinée a des usages tels que la boisson, la
préparation des aliments, la lessive, la toilette, la
baignade (ou d'autres activités récréatives), mais
aussi ou des personnes peuvent étre exposées
a des aérosols produits par des dispositifs utilisant
de leau [comme les tours aéroréfrigérantes).
Ces usages se rencontrent dans les immeubles

> Afin de limiter les développements microbiens et les

risques sanitaires et de respecter les exigences de qualité de

Peau distribuée par les réseaux intérieurs, il est nécessaire :

e d’assurer une circulation équilibrée de I'eau, en évitant
la faible circulation ou la stagnation de I’eau provoquée
par les bras morts du réseau, les bouclages, les réservoirs
ou les équipements terminaux et en favorisant l'utilisation
réguliere de I'eau aux points d’usage ;

e de lutter contre I'entartrage et la corrosion par une
conception et un entretien régulier, adaptés a la qualité
de l’eau et aux caractéristiques de I'installation ;

® d’avoir une bonne gestion de la température de I'eau
dans les réseaux d’eau chaude et d’eau froide sanitaires.

Ces procédures et les informations recueillies doivent étre

formalisées et tenues a jour dans un carnet sanitaire des

installations (circulaire du DGS/DHOS n°2002-243

du 22 avril 2002 relative a la prévention du risque lié aux

legionelles dans les établissements de santé).

Le carnet sanitaire des installations de distribution d’eau est un systeme
documentaire, véritable “outil de gestion”, qui apporte les preuves que
les dispositions prévues sont mises en ceuvre et qu’elles sont efficaces.
Il regroupe U'ensemble des informations existantes qui concernent la
conduite, la surveillance, U'entretien ou maintenance de routine, la
maintenance préventive et les réparations des installations d’eau
froide et d’eau chaude sanitaire.

Il comprend différents volets qui doivent étre régulierement tenus a jour :

* renseignement relatifs a l'organisation, aux intervenants, aux respon-
sabilités des personnes concernées : entreprises intervenantes,...

* documents de présentation des installations de distribution d’eau :

- schéma descriptif actualisé du réseau : circuits, systemes de pro-
tection, points d’injection de produit, points de prélévement, points
de purges,...

- caractéristiques principales : matériaux constitutifs des canalisations,
état des canalisations, systeme de production d’eau chaude, appareils
de traitement d’eau,...

- travaux de modification, de rénovation ou d’extension des installations
de distribution d’eau.

¢ liste des différents postes utilisateurs d’eau dans U'établissement,
classés par type d’'usage (alimentaire, sanitaire, soins, technique,...)

 procédures et protocoles concernant :

- la maintenance et Uentretien des installations : nature, fréquence

- la surveillance des installations (modalités de prélévement, niveaux
d’intervention, a respecter pour la qualité de leaul),

- les consignes d’intervention (mesures curatives), en cas de dépas-
sement,

- la stérilisation ou le remplacement des filtres terminaux et des pré-
filtres,

- la vérification des ensembles de protection.

¢ le journal d’intervention comprenant :
- le registre des interventions effectuées : fiche d’entretien (nature de
lintervention, date, intervenant, commentaire), fiche de traitement
- le relevé des consommations d’eau
- le relevé de températures de l'eau froide et de l'eau chaude
- le relevé des prélevements et des analyses d’eau

¢ le programme d’amélioration des installations de distribution d’eau,
avec échéancier




les plus divers : hopitaux, écoles, créches et jar-
dins d’enfants, résidences pour personnes agées,
centres médicaux et dentaires, hotels, immeubles
d’habitation, centres sportifs, immeubles a usage
commercial, terminaux de transport.

Les directives formulées dans ce document se
fondent sur le cadre fourni par les Directives de
qualité pour I'eau de boisson (OMS, 2008), ainsi que
sur les documents supports traitant des aspects
suivants :

e Guidelines for safe recreational water environ-
ments volume 2 : swimmings pools and similar
environments (WHO, 2006a) ;

e Health aspects of plumbing (OMS/WPC, 2006) ;

2 Les directives de qualité de eau de boisson
comportent quatre sections :

® |a section 2 est constituée de brefs textes introductifs
exposant les principaux problemes liés a la sécurité
sanitaire de I’eau dans les batiments. Elle est organisée
en sous-sections traitent des dangers et des risques, des
usagers des batiments et différents types de batiments.

la section 3 traite du role et des responsabilités des parties
prenantes influant sur la sécurité sanitaire des réseaux
d’eau dans les batiments. Les parties prenantes peuvent
étre impliquées dans la planification, la conception,

la construction et la rénovation des batiments, dans
Iélaboration de Plans de gestion de la sécurité sanitaire
de I’eau (PGSSE) et dans la maintenance et I'exploitation
courantes des réseaux d’eau.

® a section 4 décrit les étapes de ’élaboration et de la mise
en ceuvre des PGSSE, et fournit des exemples de la facon
dont ces principes clés peuvent étre appliqués aux batiments.
Cette section est organisée en sous-sections expliquant
comment constituer les équipes ; comprendre un réseau
d’eau ; identifier les dangers et évaluer les risques ; mettre
en place les mesures de maitrise des risques, la surveillance
opérationnelle et les procédures de gestion, et établir les
programmes de vérification et d’appui.

la section § est consacrée aux dispositifs d’appui qui, bien
que n’affectant pas directement la qualité de I'eau,
favorisent la fourniture d’eau sans risque sanitaire. Cette
section est organisée en sous-sections traitant des modalités
d’inspection et de surveillance techniques indépendantes,
de la surveillance des maladies et de la détection des
flambées de maladies, des cadres réglementaire et politique,
ainsi que du développement des capacités et de la formation.

—
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e Heterotrophic plate counts and drinking-water
safety : the significance of HPCs for water quality
and buman bealth (Bartram et al., 2003) ;

e Legionella and the prevention of legionellosis
(Bartram et al., 2007) ;

e Pathogenic mycobacteria in water : a guide to
public health consequences, monitoring and
management (Bartram et al., 2004).

Une gestion inappropriée de l'eau dans les bati-
ments peut avoir des effets considérables sur la
santé, et d'importantes répercussions économiques
et sociales directes et indirectes. L'Organisation
mondiale de la Santé (OMS) a établi que les bé-
néfices liés aux diverses interventions visant a
réduire les risques sanitaires liés a leau dépassaient
largement les colts correspondants (Hutton &
Haller, 2004). Dans les établissements de soins,
les colits des infections nosocomiales, y compris
celles qui sont transmises par l'eau, sont extré-
mement élevées, et sont en augmentation - qu'il
s'agisse des co(ts directs ou des conséquences
pour la réputation des établissements (Anaissie
et al., 2002). Les voyages et les séjours a U'hdtel
sont reconnus comme facteurs de risque de
légionellose (Bartram et al., 2007). En Europe,
pres de 20 % des cas de légionellose détectés
sont considérés comme liés aux voyages (Joseph,
2002 ; Bartram et al., 2007). Certains cas de
légionellose dans des hotels ont fait Uobjet d'une
publicité aux conséquences économiques désas-
treuses pour les établissements concernés.

Les directives du présent document sont fondées
sur le Cadre destiné a garantir la salubrité de
PPeau de boisson, tiré des Directives de qualité
pour Peau de boisson (OMS, 2008). Il comprend
les éléments suivants :

e fixer des objectifs d'ordre sanitaire, comme
“normes de référence” pour la définition de la
sécurité sanitaire de l'eau de boisson ;

e assurer la sécurité par ['élaboration et la mise
en ceuvre d'un Plan de gestion de la sécurité sa-
nitaire de I'eau ([PGSSE) permettant ['évaluation
et la gestion systématiques des risques ;

e établir un systéme de surveillance indépendant,
pour vérifier que les PGSSE fonctionnent effi-
cacement et assurent la fourniture d’eau
conforme en permanence aux objectifs d’ordre
sanitaire.

Les PGSSE sont le moyen le plus efficace d’assurer
de facon cohérente la sécurité de l'approvision-
nement en eau de boisson, par une démarche
globale de gestion des risques couvrant toutes
les étapes, de la source a la distribution aux
consommateurs en passant par le traitement. Les
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Le Plan de gestion de la sécurité sanitaire de U'eau (PGSSE])
des batiments : les points cles

2. Description du réseau d’eau
e fonctions des réseaux d’eau a l'intérieur
des batiments
® usages et modes d’utilisation de 'eau

> Le Plan de gestion de la sécurité sanitaire de
Peau (PGSSE) des batiments : les points clés

1. Constitution de I’équipe PGSSE

Comprendre et décrire la conception du réseau d’eau

Les éléments suivants, notamment, doivent étre examinés et consignés :

« point(s) d’entrée dans le batiment, y compris les traitements éventuels

aux points d’entrée ;
« éventuelles sources d’eau propres au batiment, et traitements associés ;
* canalisations, systéemes de stockage et connexions entre réseau
d’eau potable et non potable, notamment connexions intentionnelles
(entre réseaux d’eau de boisson et réseaux de lutte contre Uincendie,

. Identification des dangers
et événements dangereux
® dangers microbiens

® dangers chimiques

. Evénements dangereux
® approvisionnement en eau contaminé
ou intermittent
® pénétration d’une contamination
e gestion déficiente des mesures de traitement
de l'eau
e prolifération microbienne et biofilms
® dangers provenant de matériaux
et d’équipements
e utilisations spécifiques de I'eau
® défauts de gestion (utilisation intermittente)
® travaux de construction, rénovations
et réparations
® situations d’urgence conduisant a une
contamination de l'approvisionnement externe

. Evaluation des risques

® nombre de personnes exposées, leur
vulnérabilité et type d’exposition

® informations a prendre en compte (figure 4-1)

® matrice d’estimation et de classement des
risques (tableaux 4-8 et 4-9)

. Mesures de maitrise des risques

® mesures préventives : intégrées a la conception,
a la planification, a la construction et a la
réception de 'installation ;

par exemple) et non intentionnelles (entre réseaux d’eau de boisson
et réseaux d’eaux usées ou recyclées, par exemple) ;

o dispositifs de chauffage et de fourniture d’eau chaude ;

e réseaux de distribution d’eau chaude ;

« équipements installés aux points d’utilisation (lave-vaisselle, lave-linge,
fontaines d’eau de boisson, par exemple) ;

* systéemes de traitement de U'eau aux points d’utilisation.

® mesures de traitement : filtration, désinfection,

adoucissement, par exemple ;

® mesures techniques régulation de la
température, procédures de maintenance,
par exemple ;

® mesures touchant aux comportements :
mesures influant sur le mode d’utilisation
de I’eau, notamment.

7. Surveillance opérationnelle des mesures
de maitrise des risques
® sur quels points doit porter la surveillance ¢
® comment est réalisée la surveillance ¢
® ou intervient la surveillance ¢
® guand et a quelle fréquence ?
® qui assure la surveillance ¢

® qui doit recevoir les résultats pour les analyser

et veiller, s’il y a lieu, a la mise en ceuvre
de réponses appropriées ¢

8. Procédures de gestion et actions correctives

9. Procédures de gestion dans le cas
de batiments neufs ou d’importants
travaux de modernisation

10. Vérifications
® tests de qualité d’eau
* audits des plans de gestion
de la sécurité sanitaire de I'eau
11. Programmes d’appui

12. Revues périodiques




Evenements dangereux
e contamination

de l'approvisionnement externe

e traitement inadapté
d’un approvisionnement privé

e contamination du réseau interne

Vie du réseau

e conception et
construction

e modes d’utilisation

* maintenance

e utilisation

¢ modification

Eléments du systeme

* points d’entrée (et traitements
aux points d’entrée)

e sources d’eau privées

e canalisations et stockage

e prolifération microbienne
ou biofilms

e corrosion et entartrage
e matériaux inadaptés

e rénovation

e usages spécifiques

Dangers
e microbiens
e chimiques
e physiques
(entartrage)

Mesures
de maitrise
des risques

e dispositifs de production
d’eau chaude
e conduites d’eau chaude
e équipements
e traitements aux points d’utilisation

Figure 4-1 : types d’information a prendre en compte dans l'évaluation des risques

4 Les methodes de lutte contre la contamination

Usagers
du batiment

TABLEAU 4-8 : exemple simple de matrice d’estimation

et de classement des risques

Gravité des conséquences

Probabilité Insignifiantes

Mineures

Modérées

Presque certain

Probable

Modérément
probable

Majeures

Improbable

Rare

Catastrophiques
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TABLEAU 4-9 : exemples de définitions des niveaux de probabilité

et de gravité des conséquences applicables pour l'estimation des risques

Définition

Item

Niveaux de probabilité

Presque certain Une fois par jour

Probable Une fois par semaine

Modérément probable Une fois par mois

Improbable Une fois par an

Rare Une fois tous les cing ans

Niveaux de gravité

Catastrophique Potentiellement Létal pour tous les usagers du batiment,
groupes vulnérables compris (patients immunodéprimés,
nourrissons et personnes agées, par exemple)

en cas d’exposition aigué

Majeure Potentiellement nocif pour tous les usagers du batiment en
cas d’exposition aigué

Modérée Potentiellement nocif pour les groupes vulnérables
(patients immunodéprimés, nourrissons et personnes agées,
par exemple) en cas d’exposition chronique

Mineure Potentiellement nocif pour tous les usagers du batiment en

cas d’exposition Chronique

Insignifiante

PGSSE destinés aux batiments doivent couvrir a
la fois les réseaux d'eau de boisson et les dispo-
sitifs et équipements connectés a ces réseaux.
Fondée sur lidentification de tous les risques signi-
ficatifs pour la santé publique, la démarche PGSSE
assure la mise en place de mesures de maitrise
des risques et des barrieres efficaces pour réduire
ces risques a un niveau acceptable, et vérifie que
ces mesures et barriéeres sont opérationnelles
et que la sécurité est préservée.

L'élaboration et la mise en ceuvre de PGSSE peut
8tre du ressort de différentes parties prenantes :
alors que les PGSSE applicables au traitement et
a la distribution publics d’eau sont classiquement
du ressort des producteurs et distributeurs d’eau,
les PGSSE des batiments relévent de la respon-

Impact nul ou non détectable

sabilité des propriétaires et gérants des batiments,
avec le soutien de diverses autres parties prenantes.

Les PGSSE sont généralement élaborés aprés
la conception et la construction des réseaux
d’approvisionnement en eau. Cependant, lorsque
c’est possible, les réseaux neufs ou rénovés
devraient étre concus et réalisés de facon a
favoriser la mise en ceuvre des PGSSE. Quel que
soit le moment ou ils sont élaborés, les PGSSE
doivent étre des documents de travail, qu’il
convient de mettre a jour et de réviser périodi-
quement pour qu'ils restent actuels. Les PGSSE
doivent étre révisés en cas de changements
importants dans U'approvisionnement en eau ou
dans les usages de l'eau.
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Les procédés et produits de traitement de la
contamination des réseaux intérieurs peuvent
étre distingués en deux catégories :

e les procédés et produits utilisés pour le net-
toyage (lutte contre les dépdts et incrustations)
et la désinfection des installations de distribution
d’eau. Ils correspondent a un traitement choc
du réseau, mis hors service. Ces opérations
peuvent également étre suivies d'un traitement
de protection, si l'état du réseau le nécessite
(lutte contre le tartre et la corrosion).

e les procédés et produits de traitement de l'eau
appliqués, dans un réseau en service, pour un
traitement complémentaire de Ueau distribuée.

® les traitements de nettoyage et de désinfection
ne sont efficaces que dans les réseaux ou 'eau circule
correctement.

® le traitement de désinfection est d’autant plus efficace
qu’un nettoyage a été effectué au préalable.

® la maitrise de la température en tout point du réseau
en circulation peut permettre de s’affranchir de tout
traitement de désinfection.

® les interventions curatives ne garantissent pas
une efficacité a long terme.

® les traitements peuvent avoir des conséquences néfastes
sur le réseau, c'est-a-dire en créant un déséquilibre de
Pécosyteme microbien avec I’émergence de micro-
organismes particuliers et en dégradant les matériaux
des installations (corrosion), favorisant aussi
de nouveaux gites de développement microbien.

—

Lefficacité des différents procédés et produits de
traitement dépend de nombreux parameétres. La
technique ainsi que le choix des procédés et des
produits doivent donc étre adaptés au cas par
cas, notamment en fonction :

e de l'état général et de la conception du réseau
de distribution. Il faut savoir que les traitements
mis en ceuvre sont d’autant plus efficaces et faciles
aréaliser si le réseau a été bien concu a lorigine ;

e de l'état et de la composition des dépots dans
les installations. Il faut savoir que les biofilms
et/ou les dépots de produits de corrosion, du

fait de leur constitution, nuisant a l'action des
désinfectants.

e des matériaux constitutifs des installations. Il
faut savoir qu'il est fondamental d'étudier la
compatibilité entre ces matériaux et les produits
utilisés.

e des méthodes de nettoyage et de désinfection
utilisées (physiques, chimiques).

e des micro-organismes a atteindre.
e de la température de l'eau.

Ces différents parametres interférant entre eux,
l'effet de la désinfection dans un réseau peut étre
limité. Il est nécessaire, dans tous les cas, d’établir
un protocole précis des modalités de traitement
de l'eau ou des réseaux, voire de tester l'efficacité
de divers protocoles.

5.1 Les procédeés
et produits
de nettoyage
et de désinfection

Les procédés et produits de nettoyage et de dés-
infection des installations de distribution d'eau
ne concernent qu'un réseau mis hors service,
subissant un traitement choc, en systeme fermé.
Un réseau est mis hors service lorsqu’il n"assure
pas sa fonction de distribution d’eau : pendant
les opérations de traitement, l'eau ne doit pas
étre mise a la disposition des usagers.

Il est donc nécessaire, avant toute décision, de
s'assurer de la faisabilité du traitement choc.
La partie du réseau ou de linstallation que l'on
souhaite nettoyer et désinfecter doit étre correc-
tement isolée et il est nécessaire de respecter
les dispositions de rincage avant réutilisation.

Ces actions dites curatives peuvent étre rendues
nécessaires par la mise en évidence, dans eau, de
micro-organismes en concentrations excessives
ou bien lors de la survenue de cas d’infections dont
lorigine peut étre associée a une contamination
de l'eau distribuée.

Le traitement curatif consiste a mettre en ceuvre,
apres nettoyage, une désinfection “choc” ponctuelle
destinée a diminuer, de maniére tres significa-



tive, la concentration des micro-organismes en
suspension dans l'eau et de ceux fixés dans les
biofilms. Toutefois, ces actions curatives ne peuvent
qu’étre exceptionnelles et de courte durée, car,
en l'absence de mesures préventives générales
(relatives a la conception, la maintenance, la
température de l'eau, ...), le réseau se colonisera
a nouveau en quelques semaines.

Traitements de nettoyage
des installations d’eau

Les traitements de nettoyage sont utilisés soit
pour oter les dépots et les incrustations soit pour
retirer une partie de biofilm. Le nettoyage chimique
consiste a introduire dans la canalisation un
mélange de produits chimiques permettant la
dissolution des différents dépots. Ces derniers
sont en général constitués de carbonates de
calcium et/ou d’hydroxydes de fer.

Les mélanges utilisés sont constitués d’'un acide
(acide chlorhydrique ou acide sulfamide par
exemple), de réducteurs et d'un inhibiteur de
corrosion (acide phosphorique par exemple).

Les produits et procédés mis sur le marché et
destinés au traitement de l'eau destinée a la
consommation humaine doivent, dans les condi-
tions normales ou prévisibles de leur emploi,
étre conformes a des dispositions spécifiques
définies par arrété du ministre chargé de la
santé (article R.1321-50 du code de la santé
publique).

L'arrété du 8 septembre 1999, pris pour lapplication
de larticle 11 du décret n®73-138 du 12 février
1973 modifié, liste les constituants autorisés
dans les produits de nettoyage des matériaux et
objets destinés a étre mis en contact des denrées
alimentaires. Des produits ont aussi fait l'objet
d’autorisation individuelle par le ministere chargé
de la santé.

Le tableau 5-1 présente la liste des produits chi-
miques de nettoyage autorisés ainsi que leur
compatibilité avec les matériaux constitutifs des
installations d’eau.

Traitements de désinfection
des installations d’eau

Les méthodes de traitement sont de trois types :
chimiques et thermiques. Le tableau 5-2 pré-
sente la liste des produits et procédés autorisés
en France pour la désinfection choc curative des

on des reseaux interieurs

réseaux intérieurs de distribution ainsi que les
doses employées et les temps de contact. Les
concentrations de désinfectants sont données a
titre indicatif et il faut s'assurer au préalable de
la tenue des matériaux avec les types et les
doses de désinfectants utilisés.

Les traitements chimiques

Plusieurs agents oxydants sont utilisés pour la
désinfection choc curative sur un réseau mis hors
service. Toutefois, ce type de traitement peut ne
pas présenter une efficacité satisfaisante du fait
d’'une pénétration insuffisante des produits chi-
miques dans le biofilm (DeBeer et al., 1994) ou
dans les dépots de produits de corrosion et de
leur efficacité limitée vis-a-vis des des protozoaires
- amibes libres renfermant les micro-organismes

> Leffet des produits sur les matériaux doit faire Pobjet
d’une attention particuliere :

e les produits de nettoyage sont des produits a caractere
acide, qui permettent le détartrage et la désoxydation
des installations. Ce sont des produits a action trés
rapide (de 1 heure a 10 beures). Compte tenu de leur
agressivité, 'emploi de formulations contenant des
inhibiteurs de corrosion est souhaitable.

e la température d’utilisation des produits acides doit étre
limitée a 50° C en raison des effets sur les matériaux.

* [acier galvanisé ne résiste pas aux traitements avec
des produits acides, et, le cas échéant, un traitement
de protection doit étre envisagé apres emploi.

e les produits chimiques disponibles, utilisés pour
le nettoyage des conduites en acier galvanisé,
ne permettent pas d’éliminer la totalité des produits
de corrosion. Ceux-ci, méme apres un rincage prolongé,
peuvent adsorber les composés organiques (acides
notamment) ou les inhibiteurs tels que les phosphates
qui sont susceptibles ensuite de favoriser les
developpements microbiens.

Les mélanges de produits chlorés et de produits acides
sont a proscrire en raison du risque d’intoxication par
dégagement de chlore gazeux.

\—
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TABLEAU 5-1 : produits de nettoyage et compatibilité avec les matériaux

constitutifs des installations d’eau (selon le Guide technique de U'eau dans
les établissements de santé - 2005])

Produits acides de nettoyage

Produits alcalins de neutralisation ou de passivation

Matériaux Acide Acide Acide citrique Acide Hydroxyde  Hydroxyde  Carbonate  Poly- Ortho Silicates
constitutifs  chlorhydrique nitrique ou acide sulfamique de sodium  de potassium de sodium Phosphates phosphates de sodium
des passivé a ascorbique alcalins alcalins et de
installations lacide mélangé a" potassium
d'eau phosphorique!”

Ballons

Résine ? ? ? 0 ? ? 0 0 0 0
Organique

Mortier

ciment N N N N 0 0 0 0 0 0
adjuvanté

Email 0 0 0 0 0 0 0
Acier 0 0 0 0 0 0 0
galvanisé

Conduites

Acier 0 N 0 0 N N 0 0 0 0
galvanisé

Cuivre 0 0
Poly-éthylene O 0
réticulé

C-PVC 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Echangeur

Etain 0 N 0 0 0 0 0 0 0 0
Nickel N N N 0 0 0 0 0 0 0
Cuivre 0 N 0 0 0 0 0 0 0 0
Inox N 0 N 0 0 0 0 0 0 0
Raccord

Robinetterie

Bronze M M 0
Laiton M M 0 0 0
Nickel- M M 0 0 0 0 0 0
Chrome

Elastomeére O 0 0 0 ? ? 0 0 0 0

(joints)

0 = compatible

N = incompatibilité

M = mauvais comportement aux chocs répétés

? = la compatibilité est fonction du produit et doit &tre fournie par le fabricant

—

(cas notamment des légionelles) (Kilvington et
Price, 1990 ; Thomas et al.,2004) . Il peut aussi
entrainer une augmentation de la corrosion des
réseaux, créant ainsi de nouvelles zones de protec-
tion et de colonisation pour les micro-organismes
(Kim et al., 2002).

Compte tenu de son caractere ponctuel, ce type
de traitement n'a pas d'effet rémanent. Afin
d’obtenir un bon résultat, il peut étre nécessaire de
répéter ce traitement plusieurs fois, voire d"associer
un traitement thermique au traitement chimique
(cas par exemple, du Pseudomonas aeruginosal).



Aprés un temps de contact variant en fonction de
la nature du produit chimique et de la concen-
tration injectée, le réseau est alors vidangé et
rincé avec de l'eau du réseau public, jusqu’a dispa-
rition de toute trace de la solution désinfectante.
Le réseau remis en service doit délivrer une eau
conforme aux criteres de potabilité.

Le traitement thermique

Le traitement thermique utilisé pour la désinfection
choc curative sur un réseau mis hors service
consiste a faire circuler de l'eau a une température
de 70° C environ pendant 30 minutes dans l'en-
semble des réseaux intérieurs de distribution
d’eau. Cette opération est suivie d'une vidange
et d’un rincage soigneux des canalisations avec
de l'eau du réseau public.

on des reseaux interieurs

® la désignation des produits chimiques dans les listes
proposées n’implique pas la garantie de résultat du
procédé de traitement. Les résultats, en particulier sur
Pabattement des légionelles, sont notamment liés :
- aux conditions d’emploi (dilution, composition
de la préparation commerciale, mélanges de différents
constituants de cette liste,...)
- aux caractéristiques physico-chimiques de I'eau.
® tout produit de désinfection utilisé dans les réseaux intérieurs
de distribution d’eau destinée a la consommation humaine
doit, dans les conditions normales ou prévisibles de son
emploi, étre conforme aux dispositions spécifiques de
Particle R.1321-50 du code de la santé publique ou avoir
fait 'objet d’une autorisation du ministere de la santé.
® g la suite des traitements réalisés sur des réseaux hors
service, le réseau remis en service doit délivrer une eau
conforme aux criteres de potabilité (articles R.1321-1 a
R.1321-5 du code de la santé publique).

TABLEAU 5-2 : produits et procédés de désinfection utilisables pour le

traitement choc curatif des réseaux intérieurs de distribution hors service
(selon le Guide technique de U'eau dans les établissements de santé - 2005)

Produits

100 mg/l de chlore libre pendant 1 heure
ou 50 mg/L de chlore libre pendant 12 heures
ou 15 mg/l de chlore libre pendant 24 heures

Composés chlorés générant des hypochlorites
(hypochlorite de sodium ou de calcium, chlore gazeux,
hypochlorite de calcium)

100 mg/l en équivalent de chlore libre pendant 1 heure
ou 50 mg/l en équivalent de chlore libre pendant 12 heures
ou 15 mg/l en équivalent de chlore libre pendant 24 heures

Dichloro-isocyanurates
(de sodium ou de sodium hydratés)

Peroxyde d'hydrogene mélangé avec de l'argent* 100 a 1 000 mg/l de peroxyde d’hydrogéne**

1000 ppm en équivalent de peroxyde d’hydrogéne
pendant 2 heures

Acide peracétique en mélange avec
du peroxyde d’hydrogéne

Soude pH supérieur a 12 pendant au moins une heure***

Procédés

Choc thermique 70°C pendant au moins 30 minutes

* il est nécessaire de vérifier que le stabilisant a base d’argent est un produit autorisé par le ministére de la santé

**  pour un temps de contact en fonction de la concentration en désinfectant et pouvant aller jusqu’a 12 heures

*** cependant des précautions doivent étre prises pour la tenue des matériaux. Cette solution doit étre envisagée en dernier ressort et avec de grandes
précautions eu égard au risque encouru par le personnel. Les produits doivent étre neutralisés avant rejet dans les égouts.

—
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® lacier galvanisé n’est plus protégé de la corrosion des
que la température de I'eau est supérieure a 60° C : a
cette température, les produits de corrosion du zinc

qui ont réagi avec I'eau et ses constituants sont solubles
et ne procurent pas la protection constatée a une
température inférieure a 60°C. Le DTU 60-1 précise
que les chocs thermiques sont interdits pour les tubes
en acier galvanisé.

le domaine d’emploi des canalisations et raccords en
matériaux de synthese doit étre vérifié avant de réaliser
un choc thermique.

le choc thermique a un effet mécanique sur les surfaces
internes des canalisations et induit une mise en suspension

des particules qui peuvent provoquer le colmatage des
organes de réglage.

® les capacités thermiques des installations de production
et de distribution d’eau chaude sanitaire ne permettent
pas toujours d’atteindre les 70° C aux points les plus
éloignés de la production.

® ce type de traitement thermique nécessite de deployer
d’importantes mesures de protection pour éviter les
britlures pendant sa réalisation (tableau 5-3) : affichage
aux points d’usage, personnel présent aux points de
puisage,...).

e ce traitement de désinfection choc doit étre réalisé de
maniere exceptionnelle, dans I'attente de la mise en ceuvre
de solutions pérennes permettant notamment la maitrise
des débits de circulation d’eau dans le réseau et le respect
des consignes de températures de I’eau distribuée.

—

Cependant, les chocs thermiques n’ont qu'une
efficacité transitoire vis-a-vis de la contamination
microbienne (Kim et al., 2002 ; Farhat et al.,
2010). Moutchouri et al. (2007) ont montré que les
chocs thermiques dans des réseaux d’eau chaude
sanitaire pouvaient n'étre pas suffisamment
efficaces pour éliminer complétement les légio-
nelles a moins qu’ils ne soient appliqués tres
régulierement et associés a un traitement chloré.
Thomas et al. (2004) ont constaté que les amibes
libres résistent a des températures de 70° C et
représentent alors des refuges pour les légionelles.
Par ailleurs, le choc thermique peut ne conduire
qu’a un stress et non une destruction des bac-
téries ; celles-ci pouvant se retrouver dans les
antennes et les bras morts et se développer de
nouveau dans des conditions favorables.

Traitements de protection

Le traitement de nettoyage et de désinfection
des réseaux d’eau, mis hors service, peut étre
suivi d’'un traitement de protection si U'état du
réseau le nécessite. Le tableau 5-4 présente la
liste des produits utilisables.

Ces procédés et produits de traitement de l'eau
doivent figurer dans les circulaires n°2000/166
du 28 mars 2000 et du 7 mai 1990 (annexe 3)
relatives aux produits et procédés de traitement
des eaux destinées a la consommation humaine
ou bénéficier d'une autorisation du ministre
chargé de la santé, prise aprés avis de Anses
(articles R.1321-48 et R.1321-55 du code de la
santé publique).

TABLEAU 5-3 : correspondance entre la résistance thermique

des légionelles et le risque de brilure de la peau

Température de Ueau Temps d’exposition

Bralure profonde de la peau*

Destruction des légionelles

70°C 1 seconde 1 minute
60°C 7 secondes 30 minutes
50°C 8 minutes Croissance stoppée

* pour une personne adulte en bonne santé (valeurs publiées par la Société francaise d’étude et de traitement des brilures - 1992).

Le risque est plus important pour des personnes fragiles et les jeunes enfants.

e ce traitement de désinfection choc doit étre réalisé de maniere exceptionnelle, dans lattente de la mise en ceuvre de solutions
pérennes permettant notamment la maitrise des débits de circulation d’eau dans le réseau et le respect des consignes

de températures de l'eau distribuée.

—
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TABLEAU 5-4 : produits de protection utilisés pour les réseaux d’eau
chaude sanitaire en service

Produits de protection anticorrosion et antitartre pour les réseaux d’eau chaude sanitaire en service

Produits actifs Mélanges de produits

Polyphosphates alcalins

Orthophosphates

Silicates de sodium Les mélanges de polyphosphates alcalins,

Silicates de calcium d’orthophosphates, de silicates de sodium et d"hydroxyde
Sulfates ou chlorures de zinc de sodium sont autorisés, tout ou partie.

Aluminium par anode soluble*
Magnésium par anode soluble*

Les doses injectées doivent étre compatibles avec la réglementation des eaux destinées a la consommation humaine en
vigueur et notamment pour les éléments chimiques suivants :

* sulfates : 250 mg/l exprimé en SO,

e sodium : 200 mg/l exprimé en Na

e aluminium : 0,5 mg/l exprimé en Al

Il est recommandé que les doses injectées respectent les valeurs suivantes :
- silice : 10 mg/L exprimé en Si0p

- zinc exprimé en Zn

- phosphates : 5 mg/l exprimé en P05

Il est important de tenir compte de la qualité de 'eau du réseau public.

* la mise en ceuvre d’un traitement de protection par anode soluble (aluminium ou magnésium) nécessite une surveillance particuliére en raison de la
formation possible de nitrites (réduction des nitrates) et de l'émission dans U'eau d’une quantité d’aluminium excessive (cas des anodes en aluminium).
Les boues d’alumine formées dans les ballons peuvent étre le siége de développements biologiques et notamment de légionelles. Il convient donc de
pratiquer trés réguliérement des chasses en fond de ballon permettant d’éliminer ces dépéts.
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Legionella pneumophila dans un réseau d’eau chaude

sanitaire : quand engager les actions curatives ?

> La circulaire DGS du 21 décembre 2010
relative aux missions des Agences régionales

de santé dans la mise en ceuvre de larrété du

1¢ février 2010 apporte des informations aux
maitres d’ouvrage sur les actions curatives qui
peuvent étre engagées lorsque les objectifs

cibles sont dépassés, c'est-a-dire une quantité

de Legionella pneumopbhila supérieure a

1 000 UFC/l d’eau aux points d’usage a risque
(douches et douchettes notamment) et supérieure
au seuil de détection au niveau des points d’usage
a risque accessible aux patients particulierement
vulnérables au risque de légionellose.

Dans un établissement de santé, les interventions
a mettre en ceuvre par le responsable des installations
a la suite du dépassement des objectifs cible sont
celles mentionnées dans le guide technique de I’eau
dans les établissements de santé - 2005.

Actions préconisées en fonction des concentrations
en Legionella pneumophila dans Peau des
installations de distribution aux points d’usage
dans les établissements de santé

L’objectif cible est de maintenir la concentration
en Legionella pneumophila a un niveau inférieur
a 1 000 UFC/I d’eau par :
e Un entretien régulier des réseaux
et des équipements
e Une surveillance réguliere des parametres
physiques (température de eau,...) et
microbiologiques
Le fait d’atteindre 1 000 UFC/I en Legionella
pneumophila doit déclencher alerte et la mise
en place progressive des mesures suivantes :

1) Mesures de base

S’assurer que I'information est adressée sans délai
a Pensemble des personnels en charge de la gestion
de I'eau, du Comité de lutte contre les infections
nosocomiales, de I'équipe opérationnelle d’hygiene
et des services concernés

Comprendre I'origine des écarts avec les résultats
des analyses antérieures et rechercher les causes
de la prolifération

Evaluer I’étendue de la contamination du réseau
Mettre en ceuvre les mesures nécessaires a la maitrise
de la concentration en légionelles (détartrage,
purge, réglage de la température, travaux,...)

—

Renforcer la surveillance des parametres
physiques et microbiollogiques

2) selon importance de la prolifération

(10 000 UFC/I en Legionella pneumophila),

les mesures sont renforcées :

En fonction de I'analyse bénéficelrisque faite au
cas par cas, supprimer les usages a risque (bains
bouillonnants, douches,...) et mettre en ceuvre des
moyens permettant de limiter I'exposition aux
aérosols (lavage au gant, bain,...)

Mettre en ceuvre les actions curatives nécessaires
(nettoyage et désinfection, purge, montée en
température de I'eau,...)

Assurer une information adaptée des malades
accompagnée de conseils

Suivre Uefficacité des mesures mises en ceuvre

Pour les autres établissements recevant du public,
il pourra étre procédé en fonction de la situation
aux actions suivantes :

® interprétation contextuelle des résultats d’analyse :
vérification de l'origine des écarts par rapport
aux résultats d’analyses antérieures, recherche
des causes de dysfonctionnement, confirmation
du risque ;

® restriction des usages a risque (douches, bains
a remous, ...) ;

® mesures correctives (entretien) au niveau des
installations d’eau chaude sanitaire (production
oulet réseaux) ;

® renforcement des contrbles et mise a jour de la
stratégie d’échantillonnage ;

e intervention technique pour supprimer
Pexposition : ces actions sont prises en
application de larticle 4 de I'arrété du ler février
2010 qui prévoit que, lorsque le seuils en
légionelles ne sont pas respectés, “le responsable
des installations prend sans délai les mesures
correctives nécessaires au rétablissement de la
qualité de I’eau et a la protection des usagers”

e désinfection curative par choc thermique ou
chimique : elle ne doit intervenir que si elle est
nécessaire, a I’issue de la mise en ceuvre des
autres actions, notamment lorsque les mesures
correctives n’ont pas été suffisantes pour
assurer le rétablissement de la qualité de 'ean.




5.2 Procédés
et produits
de traitement
de Ueau

Afin de prévenir le développement des micro-
organismes et de maintenir leur concentration
dans l'eau a un niveau acceptable, des procédés et
produits peuvent étre mis en ceuvre en traitement
complémentaire de l'eau, continu ou discontinu,
dans les réseaux d’eau chaude sanitaire en service.

on des reseaux interieurs

Ces procédés et produits de traitement de l'eau
doivent figurer dans les circulaires n°2000/166
du 28 mars 2000 et du 7 mai 1990 (annexes 2 et
3) relatives aux produits et procédés de traitement
des eaux destinées a la consommation humaine
ou bénéficier d'une autorisation du ministre
chargé de la santé, prise aprés avis de lAnses
(articles R.1321-48 et R.1321-55 du code de la
santé publique).

Le tableau 5-5 présente la liste des procédés et
produits de désinfection utilisables en traitement
continu ou discontinu ainsi que les doses em-
ployées et les temps de contact.

TABLEAU 5-5 : produits et procédés de désinfection de U'eau utilisables

en traitement continu ou discontinu

Utilisation en traitementcontinu

Utilisation en traitement discontinu*

Produits

Composés chlorés générant

des hypochlorites (hypochlorite
de sodium ou de calcium, chlore
gazeux, hypochlorite de calcium)

=0,3mg/l et <1 mg/l de chlore libre
(selon le réseau, la qualité de l'eau
et le pH)

10 mg/L de chlore libre pendant 8 heures
(selon le réseau, la qualité de leau
et le pH)

Dichloro-isocyanurates
(de sodium ou de sodium hydratés)

non

10 mg/L en équivalent chlore libre
pendant 8 heures

Dioxyde de chlore

= 0,3 mg/l et <1 mg/l de chlore libre
(selon le réseau, la qualité de eau
et le pH)

non

Peroxyde d’hydrogene mélangé non 100 a 1 000 mg/l de peroxyde
avec de l'argent* d’hydrogéne**

Soude non pH > 12 au moins 1 heure***
Procédés

Traitement thermique

50° C dans le réseau et inférieur
a 50° C dans les pieces de toilette

70° C pendant au moins 30 minutes

ultraviolet (250-260 nm)

Filtration membranaire (seuil de oui non
coupure 0,2 pm) au point d'usage
Traitement par rayonnement oui oui

*  les modalités de désinfection préconisées pour les traitements discontinus n’ont été validées que pour de petits réseaux et les retours d’expérience
ne permettent pas de les valider actuellement pour les réseaux de taille plus importante

**  pour un temps de contact fonction de la concentration et pouvant aller jusqu’a 12 heures

*** cependant des précautions doivent étre prises pour la tenue des matériaux. Cette solution doit étre envisagée en dernier ressort et avec de grandes
précautions eu égard au risque encouru par le personnel. Les produits doivent étre neutralisés avant rejet dans les égouts.

—
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acceptable, sont notamment liés :

constituants de cette liste,...)
- aux caractéristiques de I'eau.

® |a désignation des produits chimiques dans les listes n’implique pas la garantie de résultat du procéde.
Les résultats sur le maintien des micro-organismes, et en particulier des légionelles, a une concentration

- aux conditions d’emploi (dilution, composition de la préparation commerciale, mélanges de différents

® tout produit utilisé dans les réseaux d’eau destinée a la consommation humaine doit étre autorisé par
le ministére chargé de la santé. Si une société soubaite commercialiser un produit dont les composés
ne sont pas indiqués dans les listes, une autorisation délivrée par le ministere de la santé est nécessaire.

Polyéthylene réticulé et dioxyde de chlore : un danger pour

les réseaux d’eau des etablissements de santé ?

> | Cette étude a consisté a réaliser un suivi
prospectif de la contamination par Legionella spp.
du réseau d’eau d’un batiment nouvellement
construit (2002 - 2004) accueillant des immuno-
déprimés (cancérologie, oncopédiatrie et
hématologie). Ce suivi analytique est corrélé aux
actions correctives entreprises dont la mise en
place d’un systeme de production de dioxyde de
chlore. Une expertise technique du réseau d’eau
et des analyses chimiques sont effectuées sur les
tuyaux en polyéthylene réticulé et cuivre (installés
uniquement sur la boucle oncopédiatrie et
hématologie).

Des lPouverture du batiment en 2005, malgré une
chloration choc, une contamination du réseau par
Legionella spp. a été détectée. Apres plusieurs actions
correctives sans efficacité et devant I'impossibilité
de réaliser des chocs thermiques, il est installé une
pompe a dioxyde de chlore fin 2006 sur I'eau froide
et chaude. Apres plus de 6 mois, on observe
Pefficacité du traitement d’eau avec négativation
des prélevements microbiologiques mais l'apparition
de fuites d’eau sur les pliures du polyéthylene réticulé.
La diminution des taux de dioxyde de chlore
stabilisait pour un temps la situation au prix d’une
remontée des taux de Legionella spp. Lors des mois
suivants, des fuites de plus en plus nombreuses
apparaissaient sur des parties de réseau normalement

—

Chord F. et al., 2010

sain. En 2008 et 2009, la situation s’aggrave avec
de nombreuses fuites entrainant d’importantes
dégradations des locaux.

Une recherche sur la nature de ces fuites a mis en
evidence la dégradation du polyéthylene réticulé
par le dioxyde de chlore. Mi-2009, on note
Papparition de fuites sur la boucle en cuivre,

ce dernier étant attaqué par les produits

de dégradation du polyéthylene réticulé sous
Paction du dioxyde de chlore.

Lexpertise technique a conclu, en 2009, en la
nécessité de changer I'ensemble du réseau d’eau
de établissement de santé.

Le traitement en continu du réseau d’eau pour
lutter contre le risque “légionelle” n’est pas
recommandé mais est parfois nécessaire dans

le cas de patients tres immunodéprimés. Dans
le cas relaté, le polyéthylene réticulé a été tres
rapidement dégradé par le dioxyde de chlore
entrainant de plus 'endommagement d’une boucle
en cuivre. De plus en plus d’établissements

en construction utilisent le polyéthylene réticulé
pour leur réseau d’eau. Au vu de 'expérience
décrite, les auteurs attirent I'attention

sur Pabsence de recul sur sa longévité et

sa compatibilité avec les traitements utilisés
pour lutter contre les légionelles.




Les traitements chimiques

Ils consistent a mettre en ceuvre de maniere
permanente un procédé ou une injection de
produit a faible dose (désinfection continue ou
discontinue) afin d’obtenir la maitrise de la pro-
lifération des micro-organismes en suspension
dans l'eau.

Ils doivent étre réservés a des situations excep-
tionnelles lorsque les autres mesures préventives
(relatives a la conception, la maintenance, la
température,...) ne peuvent étre mises en ceuvre
de maniére satisfaisante. En effet, il ne faut pas
négliger les inconvénients possibles de tels traite-
ments : risques liés aux sous-produits éventuels,
effets corrosifs sur les réseaux et modifications
de l'écosysteme microbien avec apparition de
micro-organismes particuliers.

on des reseaux interieurs

Le traitement thermique

Pour les installations de distribution d’eau chaude
sanitaire, le respect de températures suffisam-
ment élevées, selon l'arrété interministériel du
30 novembre 2005, permet de limiter le développe-
ment des légionelles. Les modalités d'application
de cet arrété sont explicitées dans la circulaire
DGS/DSC/DGUHC/DGE/DPPR n°126 du 3 avril 2007.

Le tableau 5-6 précise la compatibilité apparente
des produits et procédés de désinfection de l'eau
avec les matériaux constitutifs des installations,
dans la limite de concentrations et de temps de
contact définis par lagrément ou a défaut validés
par les fournisseurs.

TABLEAU 5-6 : Compatibilité entre les produits et procédés de désinfection

de Ueau, utilisés dans les réseaux en service, et les matériaux des installations

d’eau (selon le Guide technique de l'eau dans les établissements de santé - 2005)

Matériaux constitutifs Produits de désinfection utilisables Procédé de désinfection utilisable

des installations d’eau en traitement continu en traitement continu
Composés chlorés Dioxyde de chlore Température
générant des hypochlorites

Ballons

Résine organique 0 0 0

Mortier ciment adjuvanté 0 0 0

Email 0 0 0

Acier galvanisé 0 0 <60°C

Conduites

Acier galvanisé 0 0 <60°C

Cuivre 0 0 0

Inox 0 0 0

Polyéthylene réticulé 0 0 <70°C

CPVC 0 0 <70°C

Echangeur

Etain 0 0 0

Nickel 0 0 0

Cuivre 0 0 0

Inox 0 0 0

Raccord, robinetterie

Bronze 0 0 0

Laiton 0 0 0

Nickel-Chrome 0 0 0

Elastomére (joints) M M ?

0 = compatible M =mauvais comportement aux chocs répétés N =incompatibilité ? = la compatibilité est fonction du produit et doit étre fournie par le fabricant

—



Les traitements physiques

La filtration terminale (microfiltration sur mem-
brane a 0,22 micron) a pour objectif d'éliminer
la contamination bactérienne aux points d'usage
arisques. Il existe deux types de filtres :

e des filtres réutilisables un certain nombre de
fois (aprés stérilisation) Il faudra s'assurer du
maintien de la qualité des filtres dans le temps,
en tenant compte des indications du fabricant.

e des filtres dits a usage unique ou non réutili-
sables, qui doivent étre renouvelés au bout de
quelques jours ou semaines, selon les données
du fabricant.

Le filtre peut devenir un véritable nid microbien
et relarguer accidentellement des micro-organismes,
notamment en fonction des aléas de variation de
pression. Il doit étre mis en place, changé et entre-
tenu selon les procédures définies par le fabricant.

Le traitement par rayonnement ultra-violet
(longueur d’onde comprise entre 250 et 260 nm)
est souvent utilisé au point d’'usage, en raison de
son absence de rémanence (Squinazi et Pellet,
2009 ; Squinazi et al., 2011). Toute garantie de
désinfection par les UV impose une dose d'irra-
diation suffisante pour inactiver les micro-orga-
nismes. Les molécules organiques ou minérales,
les matieres en suspension ou les colloides, qui
absorbent les rayonnements, constituent une
interférence a leur efficacité.

Linstallation doit étre dimensionnée en fonction
des débits a traiter. Son fonctionnement doit
pouvoir étre controlé a tout moment. Les lampes
ou générateurs d'ultraviolets doivent étre rem-
placés suivant les indications du constructeur.
Un nettoyage régulier de linstallation doit étre
assureé.

La désinfection par les rayons ultraviolets est
soumise aux circulaires DGS/PGE/1D n°52 du 19
janvier 1987 et du 28 mars 2000.

5 Les methodes de traitement de la contaminati

Cas pratiques

A laide des cas pratiques suivants (encadrés],
on va pouvoir constater qu’il existe des causes
diverses a la contamination des réseaux inté-
rieurs de distribution d’eau. Il n’y a pas de re-
cette standard pour rendre une installation
irréprochablement hygiénique. Détecter les foyers
de contamination dans des installations complexes
est un véritable travail de détective. Par la suite,
des controles a long terme sont nécessaires pour
s'assurer que la contamination a définitivement
disparu.

Celavaut tant pour les nouvelles installations que
pour celles qui sont en service depuis des années.
Tout doit étre suivi dés la phase de planification.
Durant l'exécution, tous les éléments doivent en
outre étre manipulés et installés correctement,
afin de ne pas encrasser linstallation avant sa
mise en service.



on des reseaux interieurs

Pseudomonas dans une installation d’eau potable

(d’apreés Hygiéne de Ueau dans les installations résidentielles - Constatations des experts allemands -

Lentreprise, novembre 2010)

> | Une installation d’ean potable est transformée
apres une contamination a Legionella (concentrations
jusqu’a 140 000 UFC/L). Apres intervention,
la concentration chute drastiquement, d’abord
jusqu’a 1 000 UFC/L, puis jusqu’a la limite de
détection.

Dans le cadre d’un contréle de routine, une
contamination a Pseudomonas est détectée

dans un échantillon d’eau froide. Une enquéte
est réalisée ; elle permet de constater une
contamination systématique (méme une croissance
bactérienne proliférante) dans une colonne. 1l n’est
pas constaté de Pseudomonas dans le raccordement
d’eau froide de I’babitation.

Les premieres mesures d’assainissement (rincage)
n’ont pas d’effet, si bien qu’il est décidé de placer
apres le compteur d’eau une pompe de dosage avec
du dioxyde de chlore stabilisé pour un traitement
en continu. Par ailleurs, les douches sont condamnées
jusqu’a ce qu’on soit certain de efficacité des
mesures prises.

Les contréles laissent penser que le dosage du
dioxyde de chlore n’a aucun effet. C’est pourquoi
la colonne est nettoyée a 'eau chaude (80° C pendant
plusieurs beures). Toutefois, la contamination a
Pseudomonas persiste.

Les douches sont équipées de filtres au niveau de
la colonne, de maniere a pouvoir les remettre en
service.

Pour savoir si la contamination se situe dans

la robinetterie de douche ou dans les conduites,
les deux sont analysées séparément. Lors de
Panalyse de la robinetterie de douche, on trouve
des Pseudomonas sur toutes les pieces (filtres,
conduites internes, membranes des éléments
thermostatiques, etc.). Ce qui tendrait a prouver
que la contamination provient de la conduite
d’alimentation.

La conduite d’alimentation est encore une fois rincée
a Peau chaude. Une installation de désinfection est
montée pour briser le biofilm et les douches restent
équipées de filtres.

Des mesures effectuées lors du rincage, il ressort

clairement que la contamination se trouve en
amont de la robinetterie (chute partielle de la
concentration bactérienne apres rincage).

L’analyse systématique de la colonne démontre
une contamination du filtre a particules apres
Iinstallation de désinfection. Une fois le filtre
enlevé, on w’a alors plus constaté que quelques
contaminations dans certaines douches, la plupart
avec des quantités beaucoup plus petites en
bactéries.

Une nouvelle analyse des robinets de douche
démontre que les membranes des vannes a
aimant et des chambres de mélange, derriére
les membranes, sont tout aussi contaminées
par Pseudomonas.

Il apparait par ailleurs que la pompe doseuse de
Pinstallation de désinfection est contaminée. On
enleve cette installation.

D’autres parties contaminées de canalisations sont
encore découvertes, parfois méme de quelques
metres de long : alimentation en eau chaude

de la chaudiere, une partie au diametre variable.
Une fois ces parties remplacées, les traces

de Pseudomonas deviennent rares et en petites
concentrations.

Entre-temps, la désinfection au dioxyde de chlore
dans la conduite principale de 'eau froide démarre
de nouveau. Elle avait été interrompue lors de la
désinfection locale dans la colonne.

Apres quelques semaines, toute trace de Pseudomonas
a disparu, et la situation est ensuite restée stable.

Bien qu’il s’agisse d’un systeme de conduite
clairement court, la contamination a
Pseudomonas est apparue trés persistante. Il a
fallu beaucoup d’efforts pour détecter la cause.
Il s’est en outre passé deux ans environ entre
le moment ou on a constaté pour la premiére
fois la contamination et celui ou on a trouvé
la cause.

Méme de petits segments de conduite ou
d’appareils contaminés (ici des pompes doseuses
et des filtres a particules) peuvent étre une
source de contamination de longue durée.

—
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5 ILes méthodes de traitement
de la contamination des reseaux intérieurs

Contamination a la légionelle dans une installation d’eau

Cha Ude sSdan |ta ire (d’aprés Hygiéne de Ueau dans les installations résidentielles - Constatations
des experts allemands - L'entreprise, novembre 2010)

> Un hépital accueille durant deux mois huit
patients atteints de légionellose. Tous les patients
ont déja été hospitalisés 5 a 10 jours auparavant
dans ce méme établissement pour d’autres raisons.
Il s’agit d’un groupe hétérogene en termes de sexe,
d’age, d’état de santé général et de lieu d’habitation.
Deux cas ont dii étre admis aux soins intensifs ;
un des deux décede apres deux jours.

Un enquéte sur le réseau de canalisations d’eau de
I’bopital déemontre la présence de concentrations
élevées de Legionella dans les barres de douches
(plus de 10 000 UFC/L) et de concentrations plus
faibles en divers endroits dans les conduites d’eau
froide (moins de 1 000 UFC/L). L’eau chaude
sanitaire des conduites centrales (préparation et
conduites de circulation) est totalement exempte
de Legionella. Dans certains points de puisage
périphériques, de minimes concentrations sont
décelées (moins de 100 UFC/L).

Une analyse moléculaire de la souche de Legionella
démontre que le type de bactérie en question est
particulierement virulente. Les patients au systeme
immunitaire déficient courent donc un risque, méme
en cas de -relativement- faibles concentrations
en germes pathogenes dans I'eau froide.

Une premiere mesure est le remplacement des
barres et des tétes de douche dans les chambres
des patients. Les points de puisage sont équipés de
filtres stériles, tout comme dans la section “soins
intensifs”. Suite a cela, plus aucune contamination
n’est décelée.

Dans une deuxieme phase, on renouvelle le systeme
d’eau chaude, dont le volume passe de 5 000 a

1 000 litres. La nouvelle installation est en mesure
de garantir la température demandée de 60° C
jusque dans les zones les plus éloignées du systeme.
La température peut méme étre portée a 80° C
dans loptique d’une désinfection thermique. Dans
le cadre de la révision des canalisations d’eau, plus
de 190 zones mortes (zones de stagnation) sont
éliminées, pour une longueur de conduite allant

jusqu’a 30 m pour éviter la stagnation dans les
canalisations d’eau froide. Tous les points de
puisage sont rincés § minutes par jour. Les points
de puisage des chambres inoccupées sont ensuite
rincés a nouveau pendant 10 minutes, avant
Parrivée de nouveaux patients.

Apres ces opérations, la quasi-totalité des
échantillons d’eau recueillis sont exempts

de Legionella. On releve seulement de minimes
concentrations de 50 UFC/L dans quelques
échantillons d’eau froide.

En conséquence, les filtres sur les points

de puisage sont 6tés (sauf aux soins intensifs)
et un protocole de rincage est instauré. Chaque
point de puisage doit désormais étre rincé

au moins deux fois 10 minutes par semaine.

Plus aucune trace de Legionella n’est détectée

a la suite de ces mesures.

Au début de année, un cas suspect de légionellose
est découvert.

Etant donné que tous les échantillons d’eau chaude
et d’eau froide sont exempts de Legionella, les
douches sont analysées de maniere plus approfondie.
On y découvre alors de fortes concentrations en
Legionella, surtout dans le cas de douches qui ne
sont pas utilisées depuis plus d’un jour. Un régime
spécial de rincage est alors instauré pour ces
douches : le personnel de nettoyage devra chaque
jour rincer les douches a 'eau chaude durant au
moins 10 minutes. Tous les échantillons recueillis
sont ensuite exempts de Legionella.

La contamination via, par exemple, des barres
de douche, peut localement conduire a

des concentrations tres élevées en Legionella.
Avec ces bactéries dangereuses pour la santé,
cela peut conduire a des déces.

Toute stagnation doit alors étre évitée a I’aide d’un
régime de rincage adapté. Dans le cas présent,
un régime spécial fut nécessaire pour maintenir
la croissance de la bactérie sous contrdle.

—




En souvenir de Pascal LE GALLIC, disparu trop t6t, qui avait rédigé 'avant-propos de la premiére brochure “Biofilm et matériaux
des canalisations des réseaux de distribution d’eau” parue en mars 2004

La qualité de Ueau dépend de la qualité des réseaux

> Leau, élément essentiel a la vie, est un enjeu
capital de santé publique et la préservation de

la qualité de I'eau dans les réseaux intérieurs

de distribution des batiments devient une priorité
absolue.

La prolifération des bactéries, et notamment

des légionelles, dans les réseaux intérieurs de
distribution d’eau des établissements recevant du
public - hotels et surtout établissements de santé
- et des immeubles d’habitation, peut devenir un
risque sanitaire, en particulier chez les personnes
les plus fragiles.

La méconnaissance des parametres de dégradation
de la qualité de 'eau, et parfois méme la totale
ignorance des causes et des moyens de prévention
ainsi que la propagation répétée de contre vérités
évidentes ou de solutions miracles, peuvent
conduire a de nombreuses erreurs aux conséquences
facheuses pour des établissements abritant
notamment des personnes fragilisées (personnes
agées, malades,...).

Plusieurs facteurs participent a la dégradation
de la qualité de 'eau dans les réseaux intérieurs
de distribution : eaux stagnantes ou vitesses de
circulation insuffisantes, bras morts ou boucles,
températures entre 25 et 50° C, dépots et
concentrations de tartre, boues et sédiments dus
a la corrosion, concentrations, méme faibles, de
certains métaux tels que le fer, zinc et de substances
chimiques comme le potassium, vieillissement
des installations, entretien insuffisant, nature des
matériaux,...

Des recommandations ont été publiées ces dernieres
années*34, elles visent a réduire, voire supprimer
les risques de contamination dans les réseaux
intérieurs de distribution.

La sécurité des réseaux passe par une bonne
conception et une maintenance rigoureuse

des installations afin de répondre parfaitement
aux nouveaux impératifs sanitaires.

1 Gestion du risque lié aux légionelles - Conseil supérieur d’hygiéne publique de France - Editions Tec et Doc, Lavoisier 2002

2 Réseaux d’eau destinée a la consommation humaine a Uintérieur des batiments - Partie 1 : Guide technique de conception et de mise en ceuvre. CSTB 2003
3 Leau dans les établissements de santé - Guide technique. Ministére de la santé, de la famille et des personnes handicapées (a paraitre)

4 Groupe Eau - Santé : Eaux des établissements de santé - Laboratoire Viatris



Mieux vaut prévenir que gueérir

> La bonne conception du réseau et le choix
de matériaux limitant la corrosion et le tartre,
permettent de réduire des le départ les risques
de prolifération des bactéries dans les circuits.

Les réseaux d’eau chaude sanitaire

La circulaire DGS/DHOS n°2002-243 du 22 avril
2002, relative a la prévention du risque lié aux
legionelles dans les établissements de santé, a fixé
trois priorités :

e éviter la stagnation et assurer une bonne
circulation de l'eau ;

e lutter contre 'entartrage et la corrosion,
par une conception et un entretien adapté
a la qualité de 'eau et aux caractéristiques
de I'installation ;

® maintenir 'eau a une température élevée dans
les installations, depuis la production et tout
au long des circuits de distribution, et mitiger
Peau au plus preés possible des points d’usage.

La mise en ceuvre de ces actions préventives
limite, voire supprime la nécessité de réaliser des
interventions curatives ponctuelles sur le réseau,
tels que des traitements chocs par des désinfectants
chimiques (chlore,...) ou des chocs thermiques,
qui ne garantissent pas une réduction pérenne
de la contamination.

En outre, ces traitements chocs a répétition peuvent
avoir pour conséquence de modifier I'équilibre
microbien et de dégrader les installations,
conduisant ainsi a la création de nouveaux gites
favorables a la colonisation des bactéries.

Nettoyage et désinfection: d

> Les réseaux de distribution doivent étre congus
de maniere a limiter installation de biofilms et/
ou de dépots de produits de corrosion, qui,

du fait de leur constitution, nuisent d’une part a
Paction des désinfectants, et d’autre part, conduisent
a limiter Uefficacité de certains traitements curatifs.
En outre, les traitements mis en ceuvre sont

d’autant plus faciles a réaliser que le réseau a été

Ces actions curatives peuvent toutefois étre
nécessaires a la suite de la mise en évidence dans
PPeau de concentrations excessives en micro-
organismes (p.ex. légionelles) ou bien lors

de l'apparition de cas de maladie(s) infectieuse(s)
(p.ex. legionellose)dont Porigine peut étre associée
a la qualité de I'eau distribuée.

Lutilisation des désinfectants en continu, a faible
dose, dans de I'eau chaude sanitaire est a éviter
autant que possible (risques liés aux sous-produits
toxiques éventuels, effets corrosifs sur les réseaux,
apparition d’especes résistantes). Cependant cette
éventualité ne peut étre écartée et doit étre réservée
a des situations exceptionnelles lorsque les mesures
préventives ne peuvent étre mises en ceuvre de
maniere satisfaisante. Les produits et procédés
de traitement disposent d’une autorisation du
ministere chargé de la santé.

Lutilisation discontinue de désinfectants (p.ex.
tous les mois) en traitement choc, précédé, a un
rythme semestriel ou annuel, d’un nettoyage,
n’a été validée que pour des petits réseaux.

Les réseaux intérieurs d’eau froide

Ils peuvent aussi étre colonisés si les canalisations
sont anormalement réchauffées, soit par contact
avec le réseau d’eau chaude, soit en raison d’'une
température élevée des locaux, soit par arrivée d’eau
chaude dans I'eau froide au niveau des mitigeurs
d’eau.

Il convient donc de veiller a ce que la température
de I’eau froide ne dépasse pas 20° C, et a ce que
les canalisations d’eau froide et d’eau chaude
soient calorifugées séparément.

es précautions indispensables

bien congu a l'origine et que les matériaux ont
été choisis de maniere raisonnée.

Leeffet des produits de désinfection sur les matériaux
doit faire 'objet d’'une attention particuliere.

Par exemple, de nombreux matériaux synthétiques
(comme les polyoléfines) et métalliques (y compris
I’inox) ne résistent pas aux traitements avec des



Nettoyage et desinfection : des précautions indispensables

produits acides et, le cas échéant, un traitement
de protection doit étre envisagé apres emploi.

Toutes les opérations de réparation via
Iinstallation de nouvelles conduites doivent étre
effectuées de telle sorte qu’elles n’induisent pas une
contamination du réseau. A I'achevement

des travaux, des purges permettent d’éliminer
les particules et les souillures induites et une
désinfection finale permet de garantir la qualité
de eau séjournant dans le réseau.

Un avis du Conseil supérieur d’hygiene publique
de France, en date du 8 juillet 2003, préconise
pour les réparations sur des conduites en PVC
ou C-PVC un séchage au minimum d’une heure
suivi de 10 ringages d’un volume équivalent

a celui compris entre la réparation et le point

de puisage.

Les réseaux d’eau, en particulier d’eau chaude
sanitaire, nécessitent un entretien rigoureux

et régulier. Les opérations d’entretien se font
sur des réseaux hors service et comprennent le
nettoyage des installations (lutte contre le tartre
et la corrosion), et, souvent la désinfection des
installations. Ces opérations peuvent étre suivies
d’un traitement de protection si I’état du réseau
le nécessite.

Traitements de nettoyage

Ils sont utilisés soit pour dissoudre les dépots

et incrustations (constitués de carbonates

de calcium et/ou d’hydroxydes de fer), soit pour
retirer tout ou partie du biofilm. Le réseau doit
étre impérativement détartré et nettoyé pour que
la désinfection soit efficace.

Différentes techniques peuvent étre utilisées :
essentiellement par méthode chimique, plus
rarement a lair et a leau ou a Peau seule.

Dans certains cas (réseau atteint par la corrosion),
la meilleure solution peut étre de procéder

a la rénovation du réseau avec des matériaux
présentant des risques d’entartrage moindres

et insensibles a la corrosion.

Traitements de désinfection

Ils ne sont applicables qu’a la condition que

le réseau traité soit en bon état (absence de tartre,
de produits de corrosion, de bras morts).

Deux méthodes sont proposées :

e —————————————————————————————————————————————————

Le traitement thermique

Il consiste a faire circuler de I'eau a une
température a 70° C environ pendant 30 minutes
dans I'ensemble des réseaux de distribution,

de la production jusqu’au point de puisage. Cette
opération doit étre suivie d’un rincage soigneux
des installations.

Ce traitement nécessite :

® la présence de matériaux supportant
le traitement thermique,

® une capacité thermique des installations pour
atteindre 70° C aux points les plus éloignés,

® des mesures importantes de protection
pour éviter les britlures pendant son utilisation
(affichage, personnel présent au point
de puisage,...)

Le traitement chimique

Les produits de traitement des installations

de distribution utilisables sont :

® les composés chlorés générant des hypochlorites
et les dichloroisocyanurates : 100 mg/l de chlore
libre pendant 1 heure ou 50 mg/l de chlore libre
pendant 12 heures ou 15 mg/l de chlore libre
pendant 24 heures,

e le peroxyde d’hydrogene mélangé a I'argent
100 a 1 000 mg/l jusqu’a 12 heures,

* lacide peracétique en mélange avec Hy0) :
1 000 ppm en équivalent H»0, pendant
2 heures,

® la soude : pH >12 au moins une heure.

Les résultats sont liés, d’'une part aux conditions
d’emploi, d’autre part aux caractéristiques de I'eau.
Il convient de vérifier la parfaite compatibilité a
certains produits chlorés du commerce pouvant

contenir des additifs dont on devra s’assurer de

leur neutralité vis-a-vis de certains matériaux.

Ce type de traitement peut ne pas présenter

une efficacité satisfaisante vis-a-vis des bactéries
situées dans le biofilm ou dans les dépots

de produits de corrosion. Afin d’obtenir un bon
résultat, il peut étre nécessaire de répéter

ce traitement plusieurs fois.

Dans tous les cas, un rincage suffisant doit étre
réalisé in fine jusqu’a disparition de toute trace
de la solution désinfectante afin que le réseau
remis en service délivre une eau conforme aux
criteres de potabilité en vigueur.
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