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Introduction

Les légionelles sont des bactéries qui se développent
dans les milieux hydriques ou humides. Ainsi, elles
sont présentes naturellement dans les cours d’eau, les
lacs et, parfois, dans les sols. Elles proliferent égale-
ment dans certains milieux hydriques artificiels (ré-
seaux d’eau chaude sanitaire, réseaux de refroidisse-
ment de certains procédés industriels ou de systemes
de climatisation...). Les aérosols produits par ces
systémes peuvent étre a I'origine d'épidémies ou de
cas isolés de légionellose par inhalation de fines gout-
telettes d’eau contaminée.

Tusine d'Altis Semiconductor, principal établissement
d’Essonne Nanopole a Corbeil-Essonnes, fabrique des
circuits électroniques a tres haute intégration

faisant appel a des technologies de pointe.

La fabrication de semi-conducteurs nécessite un
environnement de production extrémement stable en
température et en hygromeétrie. Afin de produire 'eau
glacée nécessaire au maintien des conditions de cli-
matisation des salles blanches et de climatisation
générale des batiments, I'usine d’Altis possede
19 tours aéroréfrigérantes (TAR) d'une capacité
de 115 MW froid, toutes soumises 2 autorisation et
réparties en 14 circuits, situés sur trois poles géogra-
phiques du site de 55 ha.

Suite a l'arrété du 13 décembre 2004 relatif aux ins-
tallations de refroidissement par dispersion d’eau
dans un flux d’air, soumises a autorisation au titre de

la rubrique n® 2921, de nombreuses restrictions ont

1 Altis Semiconductor.

conduit 4 un renforcement du contrdle des installa-
tions. Car, si la légionelle est un véritable probleme
de santé publique, dans le cas d’Altis, un arrét des
TAR aurait également des conséquences dramatiques
pour la production.

Parmi les méthodes utilisées pour le suivi microbio-
logique des TAR, une nouvelle technologie est appa-
rue sur le marché, début 2007. 11 s'agit de kits basés
sur une technique de seconde génération de mesure
de I'ATP (adénosine triphosphate) en tant qu'indica-
teur de mesure des micro-organismes actifs. L'ATP
est, en effet, une molécule utilisée chez tous les orga-
nismes vivants pour fournir de I'énergie aux réactions
chimiques. Aussi, la mesure de cette molécule
permet d'évaluer la quantité de micro-organismes
présents dans l'eau des circuits des TAR.

Dans un souci d’optimisation de la surveillance, cette
nouvelle technique d’'ATP-métrie a été testée sur le
site d’Altis durant un mois.

LCobjectif de cette étude initiale était d’évaluer la
pertinence de cet indicateur au travers de nombreux
essais sur le terrain et en laboratoire, par la compa-
raison de différentes stratégies de traitement et par
un parallele avec les autres indicateurs microbiolo-
giques utilisés.

Le suivi des TAR par ATP ayant par la suite été péren-
nisé, les données de certains graphiques présentés

dans ce document ont été actualisées a4 2008.

1. Matériel et méthode
1.1. Caractéristique du site étudié

étude a été conduite sur les installations de relroi-

dissement par dispersion d’eau dans un flux d’air de

TSM numeéro 11 - 2008 - 103® année 133

R BT e —

i
[
|
!



-I.SM Etude

la société Altis Semiconductor (figurel). Le site pos-
seéde au total 19 TAR pour 14 circuits (tableau I), dont
12 circuits indépendants et deux circuits maillés.
Chaque circuit est différent de par son historique,
I'emplacement des tours, la qualité des réseaux, le

mode de fonctionnement...

Le fonctionnement de chaque circuit est intermittent.
Deux états pour le circuit d’eau TAR sont donc

possibles :

- groupe frigorifique (GF) en marche : circulation

permanente de I'eau dans le circuit TAR ;

- groupe frigorifique en stand-by : pour les GF dispo-
nibles en exploitation, mais non utilisés dans la jour-
née, une circulation de tous les volumes d’eau de
I'installation est réalisée par la mise en place d'une
procédure imposant le fonctionnement de la pompe
condenseur pendant un temps défini de 2 h sur
chaque période de 24 h.
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Figure 1. Schéma de principe d’une installation de refroidissement

Leau d’appoint des circuits est constituée a 80 % d’eau
ultrapure recyclée et a 20 % d’eau de forage ou eau de
Seine clarifiée filtrée.

Puissance Débit de
Dénomination | thermique | Volume | Nombre . .
du circuit évacuée (m?) de tours recl‘l;:;l:)t fon
(kW)
Centrale thermo-frigorifique
GF 10146 20 1 850
GF2 8988 20 1 854
GF3 14 000 100 1 1400
GF6 10146 3 1 NA, tour fermée
GF7 10993 25 1 823
GF8 10 465 25 1 823
GF9 10 465 25 1 823
GF10 10 465 25 1 823
Frigo-sud
GF11 6027 15 1 640
GF12 6027 15 1 640
GF13 6676 25 2 640
GF14 6676 24 2 640
B3
GF31/GF32/GF33 8100 25 3 350
T1/T2 2400 10 2 200
Tableau I. Caractéristiques des installations de production de froid d'Altis Semiconductor suivies durant
Uétude
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La déconcentration se fait sur une mesure de conduc-
tivité en ligne pour chaque circuit.

Les matériaux en contact avec I'eau sont le cuivre
pour les condenseurs, I'acier noir et 'acier inoxydable

pour les réseaux.

1.2. Stratégie de lutte contre la prolifération
des légionelles

1.2.1. Stratégie de traitement

Trois stratégies de traitement continu en biocide
oxydant ont été mises en ceuvre entre 2005 et 2007
(tableau II) :

- 'acide hypobromeux généré in situ, injecté au
niveau de 'eau d’appoint, est le traitement initial
démarré en 2005 ;

- eau oxygénée stabilisée aux ions argent, injectée
au niveau de 'eau d’appoint, a ensuite été testée pen-
dant trois mois fin 2006 pour des raisons environne-
mentales ;

- une solution comportant 90 % d’acide hypochlo-
reux et 10 % de dioxyde de chlore, générée par élec-
trolyse, injectée directement dans chaque circuit, a
été testée, puis généralisée courant 2007 pour des

raisons économiques et environnementales.

Les biocides de synthese (isothiazolone), auparavant
utilisés en choc systématiques en supplément du trai-
tement continu, ont été totalement supprimés en
2006, sans aucun impact sur les résultats bactério-
logiques.

Des désinfections supplémentaires en choc, directe-
ment dans chaque circuit, sont réalisées au minimum
une fois par an (réglementaire) ou en cas de détec-
tion d’un facteur de risque. Elles se déroulent de ma-
niere identique, selon des procédures précises. Dans
ce cas, les vannes de déconcentration sont fermées

durant le temps de contact nécessaire.

1.2.2. Stratégie de surveillance

Le suivi de I'évolution des parameétres physico-
chimiques, décrit dans le tableau III, est réalisé soit
en continu, soit de facon quotidienne ou hebdoma-
daire en laboratoire sur le site, afin d’éviter toute
dérive par rapport aux valeurs guides.

Le suivi microbiologique (tableau IV) s’effectue d’'une
part, par la méthode réglementaire par culture (NFT
90 431) de Legionella Species (L.spp) et, d'autre part,
par d’autres méthodes d’autocontrdle, comme la
Polymerase Chain Reaction (PCR), la flore aérobie

revivifiable et 'ATP-métrie.

Moelécule active

Concentration injectée

N 2
(produit commercial) Mode d’injection

Traitement continu biocide

Antitartre-anticorrosion

Biocide oxydant AileipobTamex 5 ppm sur 'appoint
2005- - (iavel+bromure de sodium) ep s Asservi au volume
2006 . i0-actif 3 ) . ) d'appaint
biodétergent Tensio-zetr. 4 bz_ase dally! 2 45 g/m® sur Pappoint
o polyglucosides
Nov. 2006- Biocide oxydant Eau oxygénée stabilisée aux : i Asservi au volume
janv. 2007 + biodétergent ions argent o 180 pomEMr et d'appoint
90 % acide hypochloreux .
2007- Biocide oxydant 10 g/ dio d};p de chlore 2 g/m® d’appoint Asservi au potentiel
2008 + biodétergent ’ i Xy Injection directe dans circuit redox
(Blectrolyse)
Traitement continu antitartre/anticorrosion sur 'appoint
15 ppm sur appoint Asservi au volume

Phosphonates et Tolyltriazoles

60 ppm dans circuit d’appoint

Traitements ponctuels désinfection

Injection directe
ponctuelle dans
circuit

Biocide oxydant Hypochlorite de sodium 10 ppm pendant 6 h

. Eau oxygénée stabilisée aux R
Biocide oxydant ions argent 500 a1 000 ppm pendant 12 h
Biocide oxydant Acide hypobromeux stabilisé 10 ppm pendant 6 h

Tableau Il. Produits de traitement d'eau mis en ceuvre
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B6
Eau d'appoint traitée Circuits dispo pour exploitation
Indicateurs physico-chimiquegvaleur guideg fréquence | valeur guide] fréquence
pH 552385 7a9
TH (°F) 6a12 18 a 36 hebdomadaire
TAC (°F) 52a8 auotidian 7425
conductivité (uS/cm) 150<Co<250 600 a 1000 quotidien
chlorures (mg/l) <50 < 250
sulfates (mg/l) <125 < 500 e dismadiain
fer_(mgfl) Sy <o
cuivre (mg/l) R <01
MES (mg/l) <10 hebdomadaire <10 hebdomadaire
turbidité(NTU) <0,5 quotidien <3 quotidien
Rapport de concentration  Rammmmmmmmmms 2a5 hebdomadaire
Traitement initial HOBr
brome libre résiduel (mg/l) 5 quotidien | 20,5 tidi
antitartre-anticorrosion (g/m3) 12a17 | hebdomadaire] = 60 RHONGIOR
Traitement alternatif H202/Ag
H202 résiduel (mg/l) 50 quotidien z5 uotidien
antitartre-anticorrosion (g/m3] =20 | hebdomadair =100 9
Traitement final HOCI/CIO2
potentiel redox (mV)  [RIRRERRRRNREREESE 500 quotidien
antitartre-anticorrosion (g/m3 12 hebdomadaire =60
Indicateurs microbiologiques |valeur guidg fréquence | valeur guid fréquence
Flore aérobie revivifiable <103 hebdomadairel <108 2 y/semaine
(germes/ml)
Lispp culture (UFC/)  [TSSuiedtectont — qyan <10° 14 4 x/mois
L,spp PCR (UGIL) <10° 1 x/mois <10° 1 x/semaine
Blomasse.active cATP <108 5 x/semaine <10* 5 x/semaine
(eq microbien/ml)

Tableau Ill. Paramétres de suivi physico-chimiques et microbiologiques

Les prélevements ont tous été effectués

endroit et dans les mémes conditions.

Le principal avantage de ces outils d'autocontrale

réside dans la rapidité d’obtention des résultats.

1.2.3. Lieux et modalités de prélévements pour
analyses

au méme

Leau est

recueillie dans des flacons stériles (PCR, culture) ou

rincés a 'eau ultrapure (ATP), aprés avoir laissé

couler pendant trois minutes 'eau de la vanne iden-

tifiée pour le prélevement.

Les eaux d’appoint non traitées sont prélevées direc-
tement dans les baches de stockage ou sur des points

de prélevements des réseaux de distribution.

Leau d'appoint traitée est prélevée au refoulement de

la pomperie (injection des traitements a I'aspiration)

Indicateur Délai Unité Cible Réalisation

NFT 90 431 Lspp | o ikl Labaratoire
(milieu de culture spécifique) 10] Unité formant colonie/| 'Cj'ﬁv ables extérieur accrédité
Méthode réglementaire ) | Cofrac

PCR Lspp L.Spp viables Laboratoire
(hasée sur la recherche d’ADN) 48 h Unité génomique/ cultivables et non extérieur accrédité
Autocontrole cultivables Cofrac

ATP intracellulaire . . .
(vasée sur labioluminescence) oh Equivalent Flore totale cultivables Laboratoire
Autocoritriia microbien/ml et non cultivables sur site

Flore aérobie revivifiable s Ko g :
(milieu de culture général) 24-48h Unité formant bacteries aérobies Laboratoire
M— colonie/ml cultivables sur site

utos

Tableau IV. Caractéristiques des différents indicateurs microbiologiques utilisés
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sur un point de prélévement a écoulement permanent
et sur le collecteur commun a l'arrivée dans les tours.
Leau des circuits TAR est prélevée au refoulement de la
pompe condenseur pour chaque circuit afin d’obtenir

un échantillon représentatif de I'eau en circulation.

1.3. Technique de mesure de UATP
Iadénosine triphosphate est une molécule essentielle
a la vie cellulaire, car c’est la forme d’énergie immeé-
diatement utilisable pour les besoins de la cellule, la
source d’énergie la plus utilisée étant le glucose qui
s'avere la plus facilement mobhilisable et répandue
pour les organismes autotrophes et hétérotrophes.
LATP est donc une molécule que I'on retrouve dans
toutes les substances animales et végétales.

On distingue :

- ATP intracellulaire (cATP) : organismes vivants ;

- ATP extracellulaire (dATP) : organismes morts ou
mort programmeée des bactéries ;

- ATP total (tATP) = cATP + dATP.

Cette étude s’effectue sur un systéme de seconde
génération de mesure de 'ATP. Ce systeme utilise la
méme réaction chimique qui, dans la nature, permet
a la luciole de produire de la lumiére. Le principe de
la mesure repose sur le comptage de photons produit
par 'action d’une enzyme, la luciférase, qui émet des
photons en hydrolysant les molécules d’ATP : c’est la
bioluminescence. Lintensité lumineuse est ensuite
mesurée grace a un luminometre.

Le volume d’eau analysé pour les TAR est de 50 ml
I’ATP intracellulaire est obtenu en filtrant 'échantillon
(élimination du dATP) et en procédant a une lyse® des
bactéries retenues sur le filtre pour libérer leur ATP

2 La lyse désigne, en biologie, la destruction de l'intégrité physique de la
membrane plasmique de cellules eucaryote ou bactéries par 'action d'un
agent physique, chimique ou biologique, et menant a la mort de la cellule.

La quantité de lumiere produite est directement pro-
portionnelle a la biomasse active. En effet, le principal
intérét de cette seconde génération de kits est la pos-
sibilité de convertir les résultats RLU (Relative Light
Unit) en pg ATP/ml et en équivalent microbien/ml,
puisqu'il a été établi que 1 pg I’ATP équivauta 1 000
micro-organismes. Un ajout dosé I’ATP (Ultracheck),
stable dans le temps, permet également de comparer
avec confiance les résultats dans le temps en concen-
tration d’ATP, au lieu des RLU utilisés dans PATP-mé-
trie de premiere génération.

Deux kits d’ATP-métrie ont été testés au cours de
l'étude :

- le kit Quench-Gone Aqueous (QGA, Aquatools.com),
qui offre un outil de suivi de la biomasse active par
mesure de ATP intracellulaire ;

- le kit Total Control (TCM, Aqua-tools.com), qui
constitue outil ponctuel d’évaluation du Biomass
Stress Index (BSI), ou index de stress de la biomasse.
Le BSI est une mesure de la santé relative de la bio-
masse, calculée par le rapport entre le tATP et le
dATP : BSI (%) = dATP/tATP.

Ainsi, dans un échantillon, plus le dATP est élevé par
rapport au tATP, et plus le BSI est élevé. Les valeurs
élevées de BSI sont relatives a des situations stres-
santes (ajout d'un biocide, réduction de 'oxygene,
toxicité ou carence en nutriment). Un changement
de valeur de BSI signale un changement de la qualité
de la biomasse, en mieux ou en pire.

Lors de l'étude initiale, la qualification de la mesure sur
les circuits TAR a été réalisée de la manieére suivante :
- suivi de 'ATP intracellulaire sur 10 circuits avec
deux traitements en continu différents en biocide
oxydant ;

- évaluation du Biomass Stress Index lors du change-

ment de traitement continu ;

Mg""lh

luciferase

ATP # luciferin + Q

—

> " s

AMP + PP, + oxyluciferin +

o

& &
1. FILTRATION 2. EXTRACTION 3. RESULT
Figure 2. Principales étapes du procédé d'ATP-métrie utilisé
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- suivi de 'ATP intracellulaire sur un circuit traité par
des chocs de biocide oxydant ;

- évaluation de lefficacité de différents chocs biocide

dans les circuits ;
- parallele entre 'ATP intracellulaire et la PCR L.spp ;

- cartographie du process TAR des eaux d’appoint aux
circuits ;

- évaluation en laboratoire de I'abattement en bio-
masse par différents biocides, selon les concentra-
tions et le temps de contact.

300 analyses ont ainsi été effectuées pendant un mois.

Suite aux résultats concluants obtenus lors de cette
qualification, la mesure d’ATP a été pérennisée. Elle
a donc permis de suivre, six mois plus tard, la mise

en place d'un nouvel et ultime traitement biocide.

Toutes les mesures d’ATP sont réalisées dans les 2 h
qui suivent le prélevement. Des analyses sur plusieurs
échantillons, neutralisés et non neutralisés, ont per-
mis de vérifier quil n'y avait pas d'interférence avec

les résiduels en biocides.

2. Resultats

Durant la phase de qualification, les résultats obte-
nus par la méthode de culture réglementaire NFT 90-

431 sont inférieurs a la limite de quantification
(L.spp < 500 UFCA).

La qualité physico-chimique et microbiologique de
l'eau d’appoint avant traitement est restée strictement

identique.

2.1. Suivi de U'ATP intracellulaire avec
différents traitements continus

en biocide oxydant

Les premiéres mesures d’ATP ont été réalisées a la fin
des trois mois de traitement H,0,/Ag, puis au
moment du retour du traitement initial au brome.
La figure 3 montre une teneur en biomasse active
comprise entre 10* et 10° équivalent microbien/ml,
lors du traitement a I'eau oxygénée stabilisée aux ions
argent, pour des concentrations en H,O, résiduel
comprises entre 0 et 200 mg/L.

Un début de chute de la biomasse active est observé
lors de la phase de purge effectuée avant le change-
ment de traitement,

Apres quelques jours de traitement & lacide hypobro-
meux, les teneurs en biomasse active mesurées vont
de 10* a 10 équivalent microbien/ml pour des
concentrations comprises entre 0 et 10 mg/1.
Lorsque la concentration en brome libre résiduel est
supérieure a 0,5 mg/1, la biomasse active est inférieure
a 1(° équivalent microbien/ml.

Les mesures de biomasse active effectuées sur I'eau
d’appoint traitée a 'H,0,/Ag montrent une teneur

en micro-organismes vivants supérieure de 1 a
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Figure 3. Suivi de UATP intracellulaire sur dix circuits de refroidissement traités successivement a 'H,0,/Ag,

puis au HOBr
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Figure 4. Suivi de U'ATP intracellulaire sur U'eau d'appoint traitée successivement a U'H,0,/Ag, puis au HOBr

1,5 log, par rapport a I'eau d’appoint traitée au HOBr,
malgré une concentration biocide dix fois plus im-

portante (figure 4).

La figure 5 montre les résultats obtenus sur le circuit
de refroidissement GF14.

Pour une concentration en H,O,/Ag comprise entre
3 et 20 ppm, la biomasse active moyenne est de 10°
équivalent microbien/ml. Lors du passage au traite-
ment HOBr, la biomasse active a chuté de 2 log en
48 h pour se stabiliser a 10° équivalent microbien/ml,

avec un résiduel de 1 a 3 ppm.

Les résultats sont identiques pour les dix circuits de
refroidissement suivis lors de I'étude.

Plusieurs mois apres 'étude initiale pour qualifica-
tion, PATP-métrie a également été utilisée au cours
d’une étude de mise en place de postes locaux de bio-
cide avec injection directe dans les circuits, afin de
définir la concentration minimale d’oxydant néces-
saire pour chaque installation (selon son état, empla-
cement, historique, mode de fonctionnement...).
Linjection du mélange HOCI/CIO? généré par élec-
trolyse est asservie a4 la mesure du potentiel redox

dans chaque circuit. Les essais (figure 5) ont montré
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Figure 5. Suivi de UATP intracellulaire sur le circuit TAR de GF14
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