BTS METIERS DE L'EAU
SESSION 2002

EPREUVE : BIOCHIMIE, BIOLOGIE ET MICROBIOLOGIE DES EAUX

Durée : 4 heures Coef : 4
Calculatrice interdite

Influence de la nature des matériaux des canalisations sur la
prolifération bactérienne.

Ce sujet traite, a partir de l’article paru dans la revue Techniques Sciences et Méthodes de
Jfévrier 1998 (voir annexe 1), de ['évaluation de la prolifération bactérienne dans les réseaux
d’adduction d’eau potable et de l'influence de la nature des matériaux des canalisations sur celle-
ci. Pour certaines questions, il faudra se référer a 'article de [’'annexe 1. La lecture de la totalité de

I'article n’est pas nécessaire. Les paragraphes et tableaux auxquels il faudra se référer seront
indiqués dans les questions.

1. Prolifération bactérienne (20 points).

1.1. Présenter, sous forme d’un schéma détaillé et 1égendé, 1’organisation structurale d’un

biofilm mature au niveau des parois des canalisations des réseaux d’adduction d’eau
potable.

Citer des facteurs favorisant le développement du biofilm.
1.2. Indiquer les conséquences de la prolifération bactérienne sur la qualité de 1’eau distribuée.

Comme il est indiqué dans l'introduction de I’article, certains matériaux favorisent le dépét et la
croissance de bactéries pathogenes spécifiques et/ou opportunistes dans le réseau.

1.3. Definir les termes “pathogene spécifique” et “opportuniste”. Donner des exemples de

bactéries pathogeénes spécifiques et opportunistes responsables de pathologies d’origine
hydrique.

1.4. Citer les moyens de lutte permettant de limiter la prolifération de ces bactéries et dégager,
dans ce cadre, I’intérét de I’étude présentée en annexe 1.

2. Mise en ceuvre des tests d’évaluation de la prolifération bactérienne (48 points).
Afin d’évaluer la prolifération bactérienne induite par les matériaux des canalisations, deux
méthodes sont utilisées et comparées : le test anglais et le test hollandais.

2.1. Le test anglais.

2.1.1 Déterminer, a 1’aide des paragraphes 1 et 2 de 1’article de ’annexe 1, les formes de
complémentation de 1’azote et du phosphore dans le test au cours des essais.

Justifier cette complémentation ainsi que 1’incubation a 1’obscurité des tests.
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2.1.2.Expliquer l'intérét de la mesure de la consommation en oxygéne dissous, MDOD (voir
paragraphe 2.4) pour évaluer la prolifération bactérienne.
Décnire le role de I'oxygeéne dans le métabolisme énergétique des bactéries hétérotrophes
aérobies.
Indiquer le site cellulaire responsable de l'utilisation de 'oxygene.

2.1.3. Preciser, en vous référant au paragraphe 2, le moyen utilisé pour éliminer les protozoaires

. o
predaygnrc de 'inoculum

LS Wi 4 kad ilile

Donner une définition des protozoaires et quelques exemples.
Expliquer la présence de ces protozoaires dans une eau de riviére en précisant leur rdle.
Donner un exemple précis de protozoaire prédateur pouvant étre rencontré dans une eau
de riviere.

2.1.4.Conclure par rapport au tableau II du paragraphe 3 sur linfluence des différents
matériaux testés sur la prolifération bactérienne.

Remarque : Le verre est le témoin négatif et la paraffine le témoin positif de
prolifération bactérienne.

2.2. Le test hollandais.

2.2.1. A partir du paragraphe 1 de I’article figurant en annexe 1

- Indiquer les différentes étapes du mode opératoire utilisé pour quantifier le biofilm
présent sur les différents matériaux.,
- Préciser 'intérét de 'utilisation des ultrasons.

2.2.2.Donner la structure chimique simplifiée (formule chimique non obligatoire) de UATP et
montrer la relation entre cette structure et le role de ’ATP dans la cellule.

Expliquer I'intérét de la quantification de ’ATP pour évaluer la prolifération bactérienne.

2.2.3.Le document réponse DR 1, détaille une des voies métaboliques les plus utilisées par les
bactéries hétérotrophes pour dégrader le glucose.

Compléter le document a rendre avec la copie et :

- Préciser le numéro des étapes dans lesquelles intervient ’ATP.

- Faire le bilan en ATP de cette voie.

- Décrire, sans les détailler, les voies métaboliques complémentaires permettant aux
bacteries aérobies hétérotrophes de produire de ’ATP supplémentaire.

Le test hollandais utilise le dénombrement bactérien par épifluorescence (voir paragraphe 2.7).

2.2.4. Décrire le principe du dénombrement des bactéries par épifluorescence.
Indiquer un avantage et un inconvénient de cette technique par rapport a la méthode
normalisée de dénombrement des micro-organismes revivifiables par culture en milieu
solide.

2.2.5. A partir du tableau III du paragraphe 4, déterminer :

- leffet des différents matériaux sur la croissance bactérienne dans la phase eau ;
- P’effet des différents matériaux sur la croissance du biofilm.
Relier entre-elles ces deux observations.
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3. Conclusions de I’étude (12 points).

3.1. A T’aide des tableaux II et III et du paragraphe 4.1, comparer les résultats des deux tests
d’évaluation. Justifier votre réponse.

Trois matériaux sont souvent utilisés ou rencontrés dans les réseaux d’adduction d’ean potable :
le plomb, le ciment et le PEHD.

3.2. Indiquer les effets toxiques, chroniques, dus au plomb en citant la maladie qu’il entraine chez
les enfants en précisant le principal signe clinique.

3.3. Proposer une explication de la prolifération bactérienne a 'intérieur des conduits en PEHD.
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ANNEXE 1

Influence de Ia nature des matériaux
des canalisations sur la prolifération
bacterienne : mise en ®uvre des tests

anglais et hollandais

B L. MATHIEU", J-L. PAGUINY, C. HENRIETZ, M. CAVARD?, P. HARTEMANN!

I'heure ot le mattre-mot est « stabilité biole-
gique » des eaux distribuées, les traiteurs et distri-
uteurs d'eau s'attachent, depuis quelques années

déja, 4 lirniter la prolifération bactérienne dans les réseaux.
Face a cette problématique, au moins deux orientations
ont été prises :
* agir sur les traitements de l'eau, en instaurant des procé-
dés capables d'éliminer efficacement la matiére organique
dissoute et biodégradable, facteur-clé gouvernant la proli-
fération bactérienne,
¢ évaluer 'impact des matériaux constitutifs des canalisa-
tions sur la proliféraden bactérienne.
1l est en effet, reconnu que certains matériaux utilisés pour
le transport de Teau dans les réseaux de distnbution, peu-
vent étre a ['origine de développements microbiens, du fait
de relargage de composés organiques potentiellement bio-
dégradables donc utilisables par la biomasse présente
{(bactéries ou protozoaires). Aussi, maintenir la stabilité
biologique des eaux au cours de la distribution nécessite,
en plus de traitements adéquats, d'autres moyens d'action
tels que le choix des matériaux des canaiisations. Certains
matériaux peuvent avoir une influence nuisible sur la qua-
lit¢ de Teau. Les canalisations constituées de matériaux in-
organiques sont depuis longtemps utilisés dans les réseaux
de distribution (amiante-ciment, ciment, fonte, acier...).
Mais, I'introduction de matériaux synthétiques dans les té-
seaux a fortement augmenté la possibilité de lessivage des
composés organiques biodégradables [5, 6, 10]. Ainsi, le
caoutchouc utilisé au niveau des joints est reconnu pour
favoriser la croissance des actinomycetes.
Des matériaux tels que le chlorure de polyvinyle (PVC), le
polyéthylene (PE), les polyesters sont aussi susceptibles de
promouvoir une croissance bactérienne {4, 8. Sous cer-
taines conditions, certains matértaux peuvent favoriser le

dépot et la croissance de micro-organismes pathogénes

et/ou pathogenes opportunistes tels que Legionella,

Mycobacterium, Pseudomonas |4, 7, 9},

Les marériaux synthétiques et non synthétiques sont tous
potentiellement générateurs d'un développement bacté-
rien du fait de leur composition complexe qui inclut le(s)
composé(s) de base (polyméres organiques ou matiere mi-
nérale) et, dans la majorité des cas, des adjuvants néces-
saires &-1a stabilité du matériau {12}. Ces matériaux peu-
vent contribuer  la croissance bactérienne mais également
a lapparition de flaveurs, de couleur/turbidité (relargage
de preduits solubles ou particulaires dans 'eau ; formation
de preduits de corrosion...), & la dégradation de la qualité
sanitaire de 'eau (par mugration de produits toxiques, tels
le plomb, le cadmium, le zinc...).

En conséquence, les matériaux organiques et inorganiques
actuellement utilisés pour le transport de l'eau potable de-
vraient étre testés d'un point de vue innocuité microbiolo-
gique.

Dans ce contexte, et en 'absence de réglementation euro-
péenne a ce sujet, le Syndicat des Eaux d’lle-de-France
(SEDIF) a proposé une étude relative au potentiel de 5
matériaux (PEHD, ciment, inox 316L, plomb et caout-
chouc) a induire la crotssance de bactéries.

Deux types de tests en conditions statiques ont été réalisés
conformément aux méthodologies utilisées en Grande-
Bretagne (test anglais BS 6920) {1] et aux Pays-Bas (test hol-
landais BFP-method) |2] et qui se différencient entre autres
par le parametre de mesure de la prolifération bactérienne :

1 Laboratoire d'hygiéne et de recherche en santé pubtique - 11 bis rue Gabriel
Péri - 54500 Vandceuvre iés Nancy

2 Compagnie Générale des faux - Quartier Valmy - 32, place Rongde - 92882
Paris La Défense

3 Syndicat des Eaux d'lle-de-France - Tour de Lyon - 185, rue de Bercy -
75573 Paris cedex 12
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» pour le test anglais : estimation de 'O, dissous (MDOD)
consomme par la biomasse bactérienne présente dans
l'eau au contact du matériau,

» pour le test hollandais : dosage de VATP des bactéries du
biofilm développé sur le matériau qui permet lestimation
du potentie! de formation du biofilm (BFP).

Les objectifs de cette étude ont été ;

« d'évaluer le potentiel de différents matérianx a générer
une prolifération microbienne,

» de comparer les deux tests (c'est-a-dire classement des
matériaux, sensibilité des parametres de mesures),

* et d’apprécier le pouvoir discriminant d’autres para-
metres de mesure classiquement utilisés pour quantifier
une biomasse bactérienne (dénombrement par épifluores-
cence et ATP) par rapport aux paramewes imposés par les
méthodes standards.

1. Protocoles

1.1. Le test anglais

Sept matériaux dont 3 marériaux témoins ont été testés se-
lon les conditions du test anglais {1]. Le jour de la mise en
ceuvre du test, I'ensemble des éprouvettes de marériaux
est rincé pendant 10 minutes avec 'eau de trempage (eau
du robinet).

Pour chaque matériau, on dispose de 3 éprouvettes d'en-
viron 16 cm? ; les matériaux a tester et les matériaux de ré-
férence sont placés dans des bocaux, 4 raison d’une éprou-
vette par bocal. 100 ml d'inoculum et 900 ml d'eau du
robinet, partiellement déchlorée, préalablement dopée en
azote et phosphote, sont ajoutés dans chaque bocal.

Trois bocaux sans matériaux sont préparés en parallele et
servent de controle. Les bocaux sont ensuite fermés et in-
cubés a 30 °C (=1 °C) a l'obscurité pendant 7 semaines.
Au cours de l'incubation, des changements de Peau de
trempage ont été effectués selon les directives de la norme
BS 6920.

1.2. Le test hoilandais

Le protocole mis en ceuvre est celui décrit dans le docu-
ment intitulé « BFP method » {2]. Apres avoir rincé les
éprouvettes de matériaux pendant une heure sous un cou-
rant d'eau du robinet puis ringage final avec l'eau de trem-
page (eau Evian}, 2 x 15 éprouvettes de chaque matériau
sont placées dans 2 erlenmeyers (A et B} remplis avec 600
ml d'eau d’Evian inoculée avec 5 ml d'eau de riviere, préa-
lablement filtrés sur 5 pm pour éliminer la majeure partie
des protozoaires. Deux récipients sans matériau sont réali-
sés en parallele et servent de témoin. Ces flacons sont fer-
més et mis 4 incuber a I'obscurité 2 25 °C (+ 1 °C) pendant

16 semaines, sans agitation et sans aucun renouvellement
d’eau, La densité bactérienne de l'eau (flacon B) et du bio-
film (flacon A) est estimée par la mesure de 'ATP bacté-
rien, aprés 7, 14, 28, 56, 84 et 111 jowrs d'incubation.

En ce qui concerne le biofilm, deux éprouvettes de chaque
matériau sont placées dans 2 tubes contenant 10 ml d'eau
stérile. Le décrochage du biofilm est effectué par utilisa-
tion d'ultrasons (bain 4 ultrason) pendant deux minutes,
puis 5 ml sont retirés de chacun des deux tubes et placés
dans un flacon en verre préalablement traité ; les 5 ml res-
tants sont jetés. Le tube contenant I'éprouvette de maté-
riau est 4 nouveau rempli avec 10 ml d'eau stérile puis so-
niqué deux minutes... Cette opération est répétée 6 fois de
suite pour chaque éprouvette de matériau. Sur les 30 ml
de sonicat collectés, de 10 & 1 ml somt utilisés pour le do-
sage de 'ATP (3 dosages par éprouvette}, les 20 2 29 ml
restants servent au dénombrement des bactéries par mi-
croscopie en épifluorescence. Par caicul, les résultats somt
exprimés en pg ATPcm? et en cellules.cm-2.

Concernant 'analyse de l'eau de trempage, 30 mi sont
prélevés stérilement a 'aide d'une pipette en verre, avec la
méme périodicité que les analyses de biofilm. Les concen-
trations en ATP et dénombrement bactérien par épifluc-
rescence ont été déterminés et les résuliats sont exprimeés
respectivement en pg ATP . ml™! et en cellules . mi-1.

2. Matériel et méthodes

2.1. Les matériaux

Sept matériaux, dont trois matériaux témoins, ont été sou-
mis aux tests anglais et hollandais vis-a-vis de leur aptitu-
de a premouvoir un développement bactérien. [I s’agit du
polyéthylene haute densité (PEHD), du ciment, du
plomb, de I'inox 316L, du caouichouc (témoin positif du
test hellandais), du verre (témoin négatif des tests anglais
et hollandais) et de la paraffine (témoin positif du test an-
glais). Les principales caractéristiques des éprouvettes de
matériaux sont présentées dans le tableau 1.

Caractéristiquss Test anglais Teost hollandais
Surfaca des éprouveties (cm?) | De forde de 160 8
Surface / Volume 0,16 0,013
{om . mtY)

Préparation des éprouvettas | Hingage pendant 10 min.

Ringage pendant 1 h. sous
avec leau de trempage utlisde | courant d'eant du robinet froids,

pour e tast le Jour de démarrage du test
Nombre d'éprouvedes par 3 30
matérian A raison dune éprouvette par | A raison de 15 éprouvettes
récipiert da trempage réparties dans 2 ricipients da
trempage

Tahleau [. Caractéristiyues das égronvefiss is matéManx Impe-
séas par ing tests anglais ot ksilandais
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2.2. L'inoculum

Les tests de prolifération bactérienne sur matériaux sont
basés sur la mise en contact d’éprouvette de matériaux
avet une eau dopée en micro-organismes.

Pour les deux tests utilisés ici, le dopage en micro-orga-
nismes s'est effectué 4 l'zide d'un inoculum deau de rivie-
re (la Moselle), préalablement filtré sur 5 pm pour élimi-
ner au maximum les protozoaires prédateurs de bactéries,
et dont les caractéristiques sont conformes aux recom-

mandations des tests anglais et hollandais.
2.3. Leau de trempage

Les caractéristiques des eaux de trempage sont conformes
aux exigences des deux tests.

[eau de trempage utilisée pour le test anglais (BS 6920)
est de ['eau prélevée au robinet du laboratoire. Par contre,
compte-tenu des faibles teneurs en matiéres organiques
imposées par le test hollandais (BFP method), l'eau de
trempage des Tnatériaux est de 'eau dEvian.

Selon les recommandations des deux normes, des com-
pléments d'azote et de phosphore ont été réalisés par ajout
d'une solution de KNO3 2 10 g . I'! et d’une solution de
KH,PO4a2g. 1L

2.4. Estimation de [a consommation moyenne
en 0, dissous : MDOD

2.4.1. La mesure de 'oxygéne dissous

La mesure de l'oxygene dissous dans l'eau est réalisée se-
lon la norme européenne NF EN 25814. Lensemble des
dosages d'O,, dissous a été effectué a l'aide d’un oxymetre
WTWO6B, préalablement étalonné et pourvu d'un dispo-
sitif de compensation de température. Les résultats sont
exprimés en mg d'O; . IL.

2.4.2. Caicul du MDOD

La consommation moyenne d'oxygene dissous corres-
pond 4 la différence entre la concentration moyenne d'0,
dissous* de 'eau en contact avec les matériaux et la
concentration moyenne en O, dissous* du contréle sans
matériau.

MDOD = [0, dissous*| yasr0ux - (02 dissous] conmale

La moyenne des 3 valeurs de MDOD (3 bocaux/matériau)
est ensuite calculée pour chaque matériau et exprimée en

mg . I"X. Une valeur de MDOD < 2,3 mg O, . I'! traduit
I'innocuité microbiologique du matérian mis en contact de
leau [1].

2.5. Le dosage de Padénosine triphosphate (ATP)

Les protocales suivis pour toutes les étapes sont ceux pre-
conisés par la société LUMAC.

2.5.1. Préconcentration des échantillons a doser

Iéchantillon est filré sur membrane de celluiose preala-
blement rincée avec de leau distillée stérile apyrogene. Les
bactéries retemutes par la membrane subissent ensuite une
phase de réactivation, préconisée par le protocole LU-
MAC, par ajout sur la membrane de 500 ul de bouillon
peptoné exempt 'ATP (LUMACULT, réf, 9233-1) pen-
dant un temps de contact de 15 minutes.

Dans nos expérimentations, des volumes d'échanullon va-
riant de 1 2 10 ml ont été filtrés sur membrane stérile en
acétate de cellulose de porosité 0,2 pm. La préconcentra-
tion a été appliquée 4 la fois aux eaux de rempage des ma-
tériaux tesiés (tests anglais et hollandais) et sur les sonicats
de biofilm développés sur les matériaux (tests hollandais
uniquement).

2.5.2. Extraction de PATP

LATP des cellules bactériennes a été extrait a 'zide d'un
détergent, le NRB, commercialisé par la société LUMAC
(LUMAC, ref. 9231-5) et dont la composition reste un se-
cret de fabrication.

Sur la membrane préalablement immergée dans 500 pl de
LUMACULT, 500 pl d’extractant sont ajoutés et répartis
par agitation douce pendant 30 secondes. Le dosage de
I'ATP est ensuite réalisé sur 200 nl de ce mélange.

Un témoin négatif est effectué dans les mémes conditions,
en remplacant 'échantillon par 10 ml d'eau distillée stérile
apyrogene.

2.5.3. Dosage enzymatique de PATP

La méthode de quantification de I'ATP bactérien la plus
couramment utilisée est basée sur une réaction enzyma-
tique et une détection par bioluminescence. La méthode
de dosage de 'ATP est basée sur l'utilisation de la luciféra-
se (enzyme) extraite et purifiée du ver luisant (Phatinus py-
raiis) et de son substrat, la luciférine. Le principe de dosa-
ge est le suivant :

Ludférine + Lucfémse + ATP

Mg**,0,

—&  Oxyuciliine + Ludférase + CO, + AMP + hv

~ \

4 Moyenne des mesuves 0’0 dissous au cours des semaines 5, 6et 7
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En présence d'ions Mg+, doxygene et ’ATE, ia luciférine
est oxydée, la luciférase servant de catalyseur. La réaction
est endergonique : elle consomme des molécules d'ATP en
produisant des photons. lémission de ceux-ci est propor-
tionnelle 2 la quantité 'ATP consommeée, la réaction étant
stricternent spécifique de TATP.

Un photometre (LUMAC, réf. M2500) quantifie les pho-
tons émis lors de la réaction enzymatique et fournit des
unités relatives de lumigre (Relative Light Unit: RLU). La
conversion des RLU en concentration d’ATP de I'échan-
tillon est obtenue par ajouts dosés d'ATP standard.

La quantité d’ATP de 'échantillon est calculée de la manie-
re suivante :

[c (rLv) - (Reu)]
ATP (umol) = ———[Tm—x [ATP] standard (mol)

ou:

B = RLU correspondant au bruit de fond de l'appareil

C-B = RLU correspondant 2 la quantité d'ATP dans
l'échantillon (RLU,)

K = RLU, (lecture apres ajout dosé)

[ = K-(C-B) = RLU correspondant a la quantité d’ATP
standard ajouté.

2.6. Détermination du potentiel de formation du
biofilm (BFP)

Le potentie} de formation du biofilm sur un matériau cor-
respond 2 la moyenne des densités du biofilm (DB) (expri-
mées en pg ATP par cm?) apres 8, 12 et 16 semaines d'in-
cubation & 25 °C.

DBjour 56 * DBjour 84 * DBjour 111
3

BFP =

La détermination du potentiel-de formation du biofilm sur
matérizux (BFP dans le test hollandais), qui permet seule
de conclure sur la conformité des matériaux testés :
500 pg ATP . cm2 est une valeur indicative au dessus de
laquelle les matériaux peuvent étre considérés cormme non
conformes.

2.7. Le dénombrement des bactéries par épi-
fluorescence

Le nombre total de cellules bactériennes (mortes et vi-
vantes) a été déterminé par microscopie en épifluorescen-
ce apres coloration des cellules bactériennes avec un fluo-
rochrome marquant le DNA, le DAPL Le protocole wiilisé
est celui décrit par SABY et al. {14]. La numération au mi-

croscope est réalisée sous lumiere UV, & lobjectif 100 et &
l'immersion. Trente champs microscopiques sont exami-
nés et les résultats sont exprimés en nombre de cellules

bactériennes par ml, ou par cm? de support.

3. Résultats du test anglais

MDOD {mg 0, rYy
Fremlirs sirie Feuxidms siris
d'sasals d'sasais

Vere 0,01 (0,02) 0 ©
Paraffire 45 (0,07) 42 0,75)
hox 316 L 0 {0) /
Plomb 0,1 (0,07 /
Ciment / 0 @
PEHD / . 0 )
Caoutchouc / | 297 (071)

Les chiffres entre parenthéses correspondent aux Ecaris-types des moyennes

de MDOD.

Tghlm A. Conzammatisns msysanss ex 0, digsous (MDOD) mesu-
ross pane chague matérias (B = 3) lers z" 13 mise sn muvrs du

tost angisis (BS 8320)
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4. Résultats du test hollandais

4.1. Estimation du potentie! de formation d'un
biofilm (BFP)

Les concentrations en ATP des bactéries issues du biofilm
développé sur les divers matériaux sont comprises entre 9
et 1,8 . 10 pg ATP par cm? (figure 1). Ces concentrations
moyennes présentent des coefficients de variations de 18 a
45 % ; coefficients non négligeables pouvant étre expli-
queés  la fois par Ia mesure méme de 'ATP et, par le mode
de calcul du BFP (moyenne des concentrations en ATP sur
trois semaines consécutves).

PEHD

o)

Plomb / 105
Iox 7§ 104

102 Ciment
102 Verre
i 10 Inox
$ 1
lomb

Cellules/cm? Potentiel de formation da
biofiim
(pg ATP/cm?)
Caoutchouc
Ciment & 107
Verre J— 10¢ Caoutchouc

Fipure 1. Classeniant comparatil das matérisux sn fenction des pa-
ramitres d'dvaiuation da ia prelifération bactérisnns (nombra te-
(al ds cellziny margadns 2a DAP par of petestiel de fermatisn
£'un hisfilm sxpeima sn gy ATP par cm2), Rans leg conditions du
test hellandais (BFP mathed)

Le biofilm développé sur les matériaux plomb, inox 316 L

et ciment présente des concentrations moyennes en ATP

roches de celles du verre, compte-tenu des variations sur Eau Biofilm
% » comp (Bactiries x 10°. mt") | Bactéries x 105, enr®)
les mesures I’ATP

Contrdle 33 ) !

Par contre, le PEHD et le caoutchouc semblent se déta-
cher, puisque la teneur en ATP des bactéries fixges est trés Veme 55 1.7 7.4 @
supérieure 4 celles des autres matériaux, respectivement hhox 3161 7,03 {0,95) 6.8 (6,1)
600 et 1.8 . 10% pg ATP . cm2. Piomb 25 0.25) 77 (1,9)
Toutefois, les tests statistiques par analyse de variance ne Ciment 3,3 {0,85) 70 (12,3)
permettent pas d'établir de différence significative entre les PEHD 43 7 247 (60,3)
matériaux pris deux a deux, excepté pour la paraffine (té- Caoutehoue l 91 (139) 4030 (709)

moin positif) qui seuie présente des concentrations en
ATP significativernent supérieures aux autres matériaux.
En résumé, ces résultats aboutissent a deux types de
conclusions qui sont fonction de la référence prise :

+ soit le classement est basé sur le seuil de conformité de
500 pg ATP . con™2, auquel cas la hiérarchie des matériaux
est

Pb | nox3t6L | Vere | Ciment | PEMD | Caoutchouc

COMFORME MON CUNFORME

< 508 pg ATP . et > GOB pg ATP . cm2

* soit le classernent est basé sur les résuitats de l'analyse
statistique et ]a hiérarchie devient :

Plomb | Inox 316L | Vera | Giment| PEHD Caoutchous
Kucane Nitférencs Statistigne Statistigusmant
supiriser 35X antres
matérianx

Les chiffres entre parenthases correspondent aux dcarts-types sur les

moyennes.

Tableau IIl. Densités moyennes de bactéries dans ’eau et le
biofilm développé sur différents matérisux (dénombrement par
microscopie en épifluorescence) (n = 3) lors de la mise en ceuvre
du test hollandais (BFP method)
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