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Utilisation d’un indicateur de propreté

Si la qualité de I'eau a toujours été au centre des préoccupations des services Santé
Environnement des ARS, les conditions d’hygiene dans les établissements de natation se
caractérisent aussi par I'état de propreté des vestiaires, des annexes sanitaires (toilettes,
douches, pédiluves) et des plages. En effet, des sols insuffisamment entretenus peuvent
étre a l'origine de diverses affections cutanées chez les baigneurs (verrues plantaires,
mycoses, infections...) et contribuent a donner une mauvaise image de la piscine, ce qui

n’est pas sans influence sur la fréquentation.

Contrairement a la qualité de I'eau, I'état de propreté des sols n’était pas jusqu’a présent
évalué par des analyses spécifiques mais seulement par I'aspect visuel. Aprés plusieurs
mois d’expérimentation réalisée en collaboration avec Rodrigue Letort et Nicolas Simon
des ARS Pays de la Loire (délégation territoriale de Loire-Atlantique) et Nouvelle
Aquitaine (délégation territoriale des Deux-Séevres), deux indicateurs complémentaires

ont été retenus :

- le nombre de germes totaux par 20 cm?,
- la quantification des résidus organiques présents sur le sol par la mesure de

I’ATPmétrie quantitative.

Ce travail a permis de comparer les pratiques et de donner des éléments d’appréciation
plus fiables aux exploitants que le simple aspect visuel. Des limites de contréle et de
surveillance ont été déterminées afin de mettre en place un protocole d’entretien et de

nettoyage adapté, et de valider la qualité du travail.

Ce livret décrit comment mettre en ceuvre I’ATP-métrie quantitative afin de surveiller et

de contréler la propreté des surfaces dans les piscines.
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Qu’est-ce que I’ATP-métrie ?

L’adénosine triphosphate (ATP) est I'intermédiaire énergétique majeur et obligatoire de
trés nombreuses réactions du métabolisme cellulaire. Toute cellule vivante produit et
consomme de I'ATP. Ce coenzyme est spécifique des milieux vivants, on considérera que

toute trace d'ATP est le témoin d'une trace de vie.

Quantifier I'ATP présent a lintérieur des cellules revient a quantifier les

microorganismes totaux (flore totale ou biomasse totale).

L'ATP-métrie est une technique de mesure basée sur le principe de la bioluminescence.
La lumiére émise par une réaction enzymatique utilisant la luciférine et la luciférase de

luciole est mesurée :

ATP

@ + Mg G e . /
Luciférine Luciferyl-adénylate
Oxyluciférine Photon
(lumiére)

L’ATP, en présence d’'un complexe Luciférine/Luciférase et d’un catalyseur, libére de
I’énergie sous forme de lumiére. En mesurant la quantité de lumiere émise a I'aide d’un
luminomeétre, on en déduit la quantité d’ATP en picogramme par centimétre carré. La
flore totale, exprimée en équivalent bactéries par centimétre carré, est calculée a partir

de la relation suivante : 1 picogramme = 1 000 bactéries.

La méthode de mesure de la flore totale par ATP-métrie est un test de terrain dont le

résultat est obtenu en quelques minutes.
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Comment bien gérer la propreté des surfaces en piscine

- Déterminer des zones d’intervention, 3 ; Wi, g

- Définir une fréquence de nettoyage adaptée

aux contraintes de fonctionnement de

I'établissement (matin/soir),

8
2
8
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g
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- Identifier la nature des produits employés
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Remise en forme

(matiere active) et leur mode d’emploi

(dilution),
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- Choisir le matériel approprié pour les

différentes interventions,

Halles bassins

& [T T gradins T2

- Mettre en place les moyens humains

nécessaires,

- Impliquer et valoriser le personnel de

nettoyage.
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Intérét de I’ATP-métrie pour la gestion des piscines

L’ATP-métrie quantitative vous permettra :

De contrdler I’état des locaux avant une

ouverture :

-

= Maitriser I'encrassement biologique.

Log d'équi. bact par cri®

= Gérer les risques pour la santé

publique.

D’évaluer l'efficacité de vos procédures de
traitement :

= Valider les différentes phases :

Logd'équi. bact par cm*

o Nettoyage (détergents),

o  Désinfection (biocides).

Lvestiaires  2vestiotes 3Sanfaires 4Sanitaifes SDouchessd BDouches 7Plagessal B Plages
mur

Pl s = Valider les procédures de traitement.

D’identifier et surveiller les zones propices
O au développement :

= Caractériser les zones critiques a forte

prolifération.
= Adapter la stratégie de nettoyage et de
2 désinfection.

Log d'équi. bact.par em?
w

& & % 3 3 N G & ) g g

& o S S & & . )’z .

& F F G TG = Surveiller I'évolution.
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Source : Rodrigue Letort et Nicolas Simon des ARS Pays de la Loire (délégation territoriale de
Loire-Atlantique) et Nouvelle Aquitaine (délégation territoriale des Deux-Sevres)

L’ATP-métrie existe aussi pour la gestion des eaux sanitaires grace au kit DENDRIDIAG®
SW. La validation de la charge microbiologique de I'eau des bassins ainsi que le contréle
des différentes étapes de traitement de I'eau pourront étre des compléments essentiels

a la bonne gestion du parc aquatique.
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Matériel nécessaire

Kit de réactifs pour 100 mesures

Produit Quantité
Flacon compte-gouttes DENDRI ®BF * 5
Flacon compte-gouttes EXTRACTANT * 5
Flacon compte-gouttes STANDARD 1000 * 2

Kit de consommables pour 100 mesures

Produit Quantité
Ecouvillon de prélevement stérile 100
Tube en polypropyléne stérile 100

Equipements

Produit Quantité
Gabarit de prélévement en acier inoxydable de 20 cm? 1
Luminomeétre KIKKOMAN PD30 ou équivalent 1
Porte-tube compatible PD30 1

* Les flacons compte-gouttes doivent étre stockés au congélateur (env. -18°C) et a I'abri
de la lumiere. Ils peuvent étre conservés 12 mois a minima. Suite a leur premiére
utilisation, ces réactifs seront préférentiellement recongelés, ou a défaut conservés au
réfrigérateur (3 - 8°C) et a I'abri de la lumiére jusqu’a 8 semaines.



Protocole

Préparation

Préléevement

x 8 gouttes

—
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Décongeler un flacon de chaque réactif
(DENDRIDIAG® BF, EXTRACTANT et STANDARD
1000). Laisser les revenir a température ambiante
(supérieure a 18°C).

Préparer les consommables plastiques
(écouvillon et tube) ainsi que le gabarit de
prélevement. Allumer le luminometre et attendre
10 secondes la fin de la calibration de I'appareil.

S’assurer que le réactif EXTRACTANT ait atteint
une température proche de la température
ambiante (< 18°C) et déposer 8 gouttes
d’EXTRACTANT au centre du tube de mesure.

Sortir I"écouvillon de son emballage en prenant
garde de ne pas toucher (doigt ou surface)
I'extrémité en coton.

Plonger I'extrémité en coton dans le tube de
mesure contenant I’'EXTRACTANT.
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Présenter le gabarit sur la surface a prélever.

Frotter la surface délimitée par le gabarit (20 cm?)
a I'aide de I’écouvillon. Effectuer a minima deux
passages sur la surface dans deux sens différents.

& A partir de cette étape, aucun temps de pause n’est permis.

Mesure

x 2 gouttes

S'assurer que le réactif soit proche de la
température ambiante (>18°C). Chauffer
entre vos mains si nécessaire.

Déposer 2 gouttes de DENDRIDIAG® BF au centre
du tube de mesure contenant 'EXTRACTANT.

Introduire  I'écouvillon dans le tube et
homogénéiser en tournant I'écouvillon.

Casser le batonnet au niveau du point de rupture
en maintenant I’écouvillon dans le tube.

Fixer le tube au porte-tube compatible PD30.
Placer I'ensemble dans le luminomeétre et

appuyer sur « Entrer » pour lancer la mesure.

Noter le résultat R1 (en RLU).

10
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x | goutte

Immédiatement, sortir I'ensemble (porte-tube &
tube) du luminomeétre.

Décrocher le tube et introduire au centre une
goutte de STANDARD 1000 (ajout dosé).

Homogénéiser correctement le milieu réactionnel
en utilisant la tige de I’écouvillon.

Fixer le tube au porte-tube compatible PD30.

Replacer I'ensemble dans le luminomeétre,
refermer le capot et appuyer sur « Enter ».

Noter le résultat R2 (en RLU).

11
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Interprétation des résultats

La date de la mesure ou le point prélevé, la surface prélevée ainsi que les valeurs R1 et
R2 mesurées par le luminometre, doivent étre rentrés dans le fichier Excel fourni.
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Les calculs se font automatiquement et sont donnés en :
- Picogramme par centimétre carré (pg ATP/cm?),
- Flore totale en équivalent bactérie par centimeétre carré (eg.bact./cm?),
- Flore totale en logarithme (LOG eq.bact./cm?).

Dans le cas ou vous effectuez un suivi de votre installation dans le temps, remplissez la
feuille « BIOSURVEILLANCE ». Un graphique se trace automatiquement dans I'onglet
« GRAPH BIOSURVEILLANCE ».

= Il est conseillé de réaliser au moins un suivi hebdomadaire des zones critiques. A
minima les 8 zones a analyser sont : le sol et les bancs des cabines des vestiaires, le
sol et la cuvette des sanitaires, le sol et les murs des douches, le sol et les bancs des
plages. Pour les spas, il est important d’ajouter I'analyse des sols et des banquettes.

Dans le cas ol vous effectuez une cartographie de votre installation, remplissez la feuille
« CARTOGRAPHIE ». Un graphique se trace automatiquement dans I'onglet « GRAPH
CARTOGRAPHIE ».

= |l est conseillé de réaliser une _mesure avant et aprés chaque nettoyage et
désinfection des zones critiques.

12
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Des limites de surveillance et de contrdle ont été établies a partir du retour d’expérience
des ARS. Ces seuils peuvent étre affinés en fonction des caractéristiques spécifiques de
vos installations. Les fleches suivantes vous aideront a interpréter vos résultats :

Ouverture des bassins (en pgATP/cm?)

3,5 LOG/cm?

Surface propre A surveiller Surface & décontaminer

En cours d’exploitation (en pgATP/cm?)

R 14

3,7 L(f)G/cm2

Surface propre A surveiller Surface a décontaminer

On considére que lorsqu’une mesure est :

- Sous le seuil de surveillance, la surface est sous contréle microbiologique,

- , la surface ne présente pas de
danger immédiat. Une action corrective est recommandée,

- Supérieure au seuil de contrdle, la surface présente un risque important de
développement microbiologique, une action corrective immédiate est

recommandée.

Dans le fichier Excel, le résultat est affiché en vert, orange ou rouge selon s’il se trouve
sous le seuil de surveillance, entre le seuil de surveillance et de controle ou au-dessus du

seuil de controle.

13
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Gestion des anomalies

Probléme rencontré

Commentaires et suggestions

Affichage « Faible sensibilité. Si
nécessaire, prélevez une surface
plus grande. » dans le tableur

Excel.

Affichage « Controlez le mélange
du Standard, la température et
dans le

I'état des réactifs. »

tableur Excel.

Affichage « Echantillon fortement
contaminé. Si nécessaire, prélevez
une surface plus petite. » dans le

tableur Excel.

Le réactif DENDRI ® BF n'est pas
suffisamment actif (périmé, dégradé ou trop
froid) pour obtenir une bonne sensibilité.

Réchauffer le réactif DENDRI ® BF et
I'EXTRANCTANT. Prélever une surface plus
grande. Si le probléme persiste, effectuer un
Contréle de I'efficacité des réactifs. Reportez-

vous en page 15.

L'ajout dosé ne s'est pas effectué
correctement. Tapoter le tube sur une surface
plane, homogénéiser le mélange en tournant
I'extrémité de I'écouvillon dans le tube, et
relancer la mesure.

Si e réactif

probleme persiste, le

DENDRI ® BF n’est pas actif (périmé,

dégradé ou froid). Réchauffer le réactif

DENDRI ® BF et I'EXTRANCTANT et
effectuer un Contréle de [Iefficacité des

réactifs. Reportez-vous en page 15.

La concentration en ATP dans I'échantillon est
trop élevée. Recommencer la manipulation en

prélevant une surface plus petite.

14
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Controles

Contréle de la contamination de I'appareil
e  Fixer un tube de mesure vide au porte-tube compatible PD30,
e Introduire 'ensemble dans le luminomeétre et appuyer sur le bouton « Enter »,
. Le résultat doit étre inférieur ou égal a 2 RLU. Sinon, a I'aide d’un écouvillon en
coton, nettoyer les surfaces internes de la chambre de mesure (réceptacle au

porte-tube).

Contréle de la contamination des réactifs
e Dans un tube, déposer 2 gouttes de DENDRI ® BF et 4 gouttes
d’EXTRACTANT,
e  Fixer le tube au porte-tube compatible PD30,
e Introduire 'ensemble dans le luminomeétre et appuyer sur le bouton « Enter »,
° Le résultat doit étre inférieur a 5 RLU. Sinon, éliminer les réactifs contaminés

et choisir un nouveau flacon de DENDRI ®BF et d’EXTRACTANT.

Contréle de I'efficacité des réactifs
e Dans un tube, déposer 2 gouttes de réactif DENDRI ® BF, 4 gouttes
d’EXTRACTANT, et 1 goutte de STANDARD 1000 (la température des réactifs
doit étre supérieure a 18°C),
e  Fixer le tube au porte-tube compatible PD30,

e  Homogénéiser en tapotant le fond du tube sur une surface plane,

Introduire I'ensemble dans le luminomeétre et appuyer sur le bouton « Enter »,
. Pour une bonne efficacité des réactifs, le résultat affiché doit étre supérieur a
130 RLU. Sinon, éliminer les réactifs qui ne présentent pas une efficacité

optimale et choisir un nouveau flacon de DENDRI ®BF et d’EXTRACTANT.

15
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Contact

Pour toute aide ou informations complémentaires sur l'interprétation des résultats, le
protocole de mesure ou pour des informations commerciales, contacter par mail ou
téléphone :

Yannick FOURNIER Clément FAYE
9, avenue de I'Europe - Cap Alpha 9, avenue de I'Europe - Cap Alpha
34 830 CLAPIERS (FRANCE) 34 830 CLAPIERS (FRANCE)
GSM : +33 (0)6 33 64 42 29 GSM : +33 (0)6 72 70 46 98
Tél. : +33 (0)9 67 39 35 20 Tél. : +33 (0)9 67 39 35 20
Email : y.fournier@gl-biocontrol.com Email : c.faye@gl-biocontrol.com

Réalisé en collaboration avec Rodrigue Letort et Nicolas Simon des ARS Pays de la Loire
(délégation territoriale de Loire-Atlantique) et Nouvelle Aquitaine (délégation territoriale
des Deux-Sévres).

Un tutoriel vidéo du protocole de test est disponible dans la clé USB livrée avec I'appareil
de mesure ou sur notre site internet dans I'onglet Produits — Kit d’ATP-métrie pour
surface : www.gl-biocontrol.com

(@ C1:-

9, avenue de I'Europe - Cap Alpha
34 830 CLAPIERS (FRANCE)
GSM : +33 (0)9 67 39 35 20
Tél. : +33 (0)9 67 39 35 20

Email : contact@gl-biocontrol.com

Web : www.gl-biocontrol.com

emen }

@ par email a contact@gl-biocontrol.com,

I parfax au + 33 (0)9 55 25 40 31,

% par téléphone au + 33 (0)9 67 39 35 20,

() par courrier a GL BIOCONTROL - 9, avenue de I'Europe, Cap Alpha - 34 830 CLAPIERS (FRANCE).
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