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SOMMAIRE

Les fontaines biologiques appelées fontaines de biodégradation ou simplement biofontaines
contiennent des dégraissants qui renferment des bactéries dont la tache est de dégrader, par
minéralisation, les salissures hydrocarbonées (huiles et graisses). Les fabricants de
dégraissants pour biofontaines affirment que les microorganismes utilisés dans leurs
préparations sont inoffensifs puisqu’ils se classent dans le groupe de risque 1; ils se référent
alors a la classification des microorganismes en quatre groupes de risque infectieux.
Cependant, des auteurs ont identifié plusieurs bactéries du groupe 2 (risque infectieux modéré
pour la personne, mais faible pour la communauté) dans les liquides des biofontaines, par
exemple Pseudomonas aeruginosa. Aucune donnée métrologique n’était toutefois disponible
pour évaluer le risque d'exposition par inhalation des travailleurs. Cette recherche visait a
combler cette absence de données.

Cing biofontaines ont fait I'objet d'une surveillance durant un an. Tous les deux mois, des
prélevements de bioaérosols y ont été effectués en utilisant des impacteurs a un étage de
marque Andersen et des cassettes en polystyréne a trois sections. Des échantillons de 50 mL
de liquide dégraissant ont été prélevés dans un tube stérile a partir des biofontaines. De plus,
lors de la premiere visite, un échantillon de 50 mL de liquide vierge, qui n’a jamais été utilisé, a
été prélevé directement du contenant de dégraissant pour chacune des biofontaines. Les
différents prélévements ont servi au dénombrement des bactéries cultivables et a leur
identification, soit directement par incubation des géloses provenant des impacteurs Andersen,
soit par I'étalement de 200 uL de [l'extrait provenant du filtre de polycarbonate ou des
échantillons de liquide. Différentes méthodes ont été utilisées pour l'identification bactérienne :
coloration différentielle de Gram, épreuve catalase, test d’'oxydase, plaques d’identification
Microscan, analyse du profil en acides gras et analyses au spectrométre de masse.

Le suivi annuel des liquides des cing biofontaines a permis de mesurer des concentrations de
microorganismes cultivables variant de 3,6 x 10* a 2,6 x 10’ UFC/mL. Soixante espéces
bactériennes y ont été identifiées. Ces especes appartiennent aux groupes de risque 1 et 2; la
présence de bactéries a Gram positif et négatif a aussi été notée. Plusieurs genres bactériens
ont été dépistés dont Bacillus, Pseudomonas, Citrobacter, Burkholderia, Staphylococcus et
Stenotrophomonas. En revanche, dans les liquides inutilisés des cing biofontaines, seule
'espéce Bacillus subtilis a été détectée. Les biofontaines sont donc rapidement colonisées par
différents microorganismes exogénes comme Pseudomonas aeruginosa. Le danger d'un
contact cutané est principalement lié a I'infection de plaies ou encore a l'ingestion involontaire,
par exemple, en portant sa main a la bouche ou en portant a la bouche des objets contaminés.
Des mesures d’hygiéne individuelle rigoureuses, dont le lavage des mains avant et apres
I'utilisation des biofontaines, ainsi que le port de gants sont donc nécessaires.

Cette étude a établi que les travailleurs utilisant une biofontaine étaient trés faiblement exposés
aux bioaérosols. Alors que les niveaux d’intervention recommandés pour une exposition
professionnelle aux bioaérosols sont de I'ordre de 10* UFC/m3, les concentrations moyennes
ambiantes mesurées durant cette étude étaient toutes inférieures a 480 UFC/m3. En outre,
I'utilisation d’une soufflette pour sécher les piéces dégraissées dans les biofontaines ne fait pas
augmenter de facon appréciable I'exposition des travailleurs aux microorganismes cultivables.
Aucune protection respiratoire n’est donc recommandée lors de I'utilisation des biofontaines.
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1. INTRODUCTION

1.1 Mise en contexte

La toxicité notoire de nombreux solvants organiques est bien établie (Bruckner, Anand et
Warren, 2013). De plus, leur inflammabilité, I'explosibilité de leur vapeur et leur utilisation en
espace confiné peuvent causer des accidents mortels (Beaudette et Marquis, 2014-05-08;
Chester et Rosenman, 2012). Plus de 300 000 travailleurs québécois sont exposés souvent ou
continuellement & des vapeurs de solvants organiques dans le cadre de leur emploi (Vézina et
al., 2011). Les entreprises sont donc justifiées de les remplacer par des produits ou des
procédés moins dangereux.

L’'un des secteurs importants d’utilisation des solvants est celui de I'entretien mécanique ou ils
sont employés notamment pour le dégraissage de piéces métalliques (Guillemin et Lupin,
2008). Des préparations aqueuses sont également utilisées depuis longtemps pour le méme
type de dégraissage (Spring, 1974). A l'origine, ces produits étaient tous fortement basiques,
donc corrosifs. Par contre, I'innovation dans le domaine de la chimie des tensioactifs a fait en
sorte gu'il existe depuis plusieurs années des dégraissants agueux légérement basiques qui
sont aussi performants. Depuis les années 1990, des dégraissants renfermant des bactéries
dont la tache est de dégrader par minéralisation les salissures hydrocarbonées (huiles et
graisses) sont aussi offerts sur le marché. Le secteur de I'entretien mécanique recourt
maintenant a ce type de dégraissant aqueux biotechnologique, qui est mis en ceuvre dans des
fontaines de dégraissage biologique appelées fontaines de biodégradation ou simplement
biofontaines (Bégin, Gérin et Lavoie, 2014a).

1.2 Problématique reliée aux microorganismes

Les fabricants de dégraissants pour biofontaines affirment que les microorganismes utilisés
dans leurs préparations sont inoffensifs puisqu’ils se classent dans le groupe de risque
infectieux de niveau 1 de la classification des microorganismes, qui compte quatre groupes de
risque et qui est utilisée dans la plupart des pays (McNally, 2011). Selon I'Agence de la santé
publique du Canada, les microorganismes du groupe de risque 1 comportent un risque
infectieux faible pour la personne et la communauté (ASPC, 2015).

Cependant, sous certaines conditions, plusieurs microorganismes du groupe 1 peuvent
€également présenter des risques, autres qu’infectieux, pour la santé des travailleurs exposés.
Les endotoxines sont associées a des problemes respiratoires chez les travailleurs exposés
(Rylander, 2006). La prolifération de bactéries a Gram négatif augmente la possibilité de trouver
cette substance dans I'air ambiant du milieu de travail (Marchand, 1996a). Bien que les agents
étiologiques ne soient pas identifiés, I'exposition a une charge bactérienne élevée est aussi
associée a des problemes respiratoires de type non allergique tel que le syndrome des
poussieres organiques et la pneumonite d’hypersensibilité (Douwes, Thorne, Pearce et
Heederik, 2003).
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1.3 Etat des connaissances

David et al. ont étudié la flore bactérienne des liquides dégraissants utilisés dans sept
biofontaines en France (David, Boucher, Duquenne et Brugnot, 2009). En plus des bactéries du
groupe de risque 1, ces auteurs ont identifié plusieurs bactéries du groupe de risque 2, par
exemple Pseudomonas aeruginosa (ASPC, 2012) et Klebsiella pneumoniae (ASPC, 2011). Ces
microorganismes du groupe 2 comportent un risque infectieux modéré pour la personne, mais
faible pour la communauté (ASPC, 2015). La contamination des dégraissants des biofontaines
proviendrait de I'environnement et des utilisateurs (David et al., 2009). En outre, David et al.
(2009) et Boucher et al. (2011) ont observé, dans les biofontaines francaises, des variations
temporelles importantes de la composition bactérienne d’'une marque a [lautre, d'une
biofontaine a l'autre et dans une méme biofontaine. Les chercheurs francais ont rapporté une
concentration moyenne de bactéries cultivables de 3,4 x 10° UFC/mL dans les dégraissants des
biofontaines (David et al., 2009). lls émettent I'hypothése que les travailleurs utilisant les
biofontaines pourraient étre exposés a des aérosols générés a partir du pinceau avec lequel le
travailleur applique le produit sur la piece a dégraisser. De plus, ils ont observé que plusieurs
travailleurs ne portaient pas de gants protecteurs (Boucher et al., 2011). L’étude francaise ne
comporte cependant aucune mesure des bioaérosols.

Dans le cadre d’une formation en ingénierie de I'environnement & I'Ecole polytechnique fédérale
de Lausanne, Bodin et Larivé (2013) ont visité cinq entreprises suisses utilisant des
biofontaines. Les auteures rapportent la présence de bioaérosols cultivables provenant des
dégraissants de biofontaines de quatre des cinq entreprises. Ces bioaérosols contenaient des
microorganismes d’origine et d’autres ayant contaminé les biofontaines.

Bégin et al. (2014a) ont visité quatre entreprises québécoises ou ils ont observé I'utilisation de
soufflettes pour I'assechement de piéces préalablement dégraissées dans des biofontaines. lls
émettent I'nypothése que cette technique pourrait entrainer la présence de bioaérosols dans la
zone respiratoire des travailleurs.

1.4 Descriptif de certaines des bactéries identifiées dans les études
européennes

Les bactéries du genre Bacillus colonisent divers habitats en raison de leur capacité a s’adapter
a des températures et a des niveaux de pH et de salinité variables (Holt, Krieg, Sneath, Staley
et Williams, 1994). Quelques espéces sont pathogénes et peuvent produire des toxines
extracellulaires, mais la majorité d’entre elles sont inoffensives (Holt et al., 1994).

Les bactéries du genre Pseudomonas sont repérées dans une variété d’habitats et certaines
espéces sont pathogénes pour 'humain (Holt et al.,, 1994). Par exemple, une exposition
prolongée a une eau contaminée par Pseudomonas aeruginosa (> 10° UFC/mL) peut provoquer
différentes infections de la peau (folliculite, dermatite ou otite externe) (Pitt et Simpson, 2006).
Pseudomonas aeruginosa est une bactérie opportuniste qui peut causer I'infection d’'une peau
intacte (Agger et Mardan, 1995).
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Stenotrophomonas maltophilia, incluse dans la famille des Pseudomonadaceae, est ubiquiste et
elle peut causer diverses maladies (Bartelt, 2000). Toutefois, la majorité des infections sont
nosocomiales et atteignent des patients immunodéprimés (Bartelt, 2000).

Bien que Citrobacter fasse partie de la flore intestinale normale de ’homme, certaines especes
peuvent contaminer le sol, I'eau et les aliments (Holt et al., 1994). Certaines espéces sont des
pathogenes opportunistes. Par exemple, Citrobacter amalonaticus qui peut potentiellement
causer des gastroentérites (Lipsky, Hook Ill, Smith et Plorde, 1980).

La majorité des bactéries du genre Staphylococcus font partie de la flore naturelle de la peau et
certaines especes peuvent se trouver dans les aliments, la poussiére et I'eau (Holt et al., 1994).
Quelques especes sont des pathogénes opportunistes qui peuvent causer des infections chez
les individus prédisposés (p. ex., présence d’une brllure ou de plaies) (Bartelt, 2000).

Les bactéries du genre Klebsiella se retrouvent dans les excréments humains, le sol, I'eau, les
grains, les fruits et les légumes (Holt et al., 1994). Certaines espéces, telles que Klebsiella
pneumoniae et Klebsiella oxytoca, sont des pathogénes opportunistes pouvant causer des
infections nosocomiales (Holt et al., 1994).

Les infections reliées aux bactéries du genre Providencia sont peu communes. Cependant,
certaines espéces peuvent causer des infections nosocomiales (Ovchinnikova, Rozalski, Liu et
Knirel, 2013).

Les bactéries du genre Enterococcus sont retrouvées dans une grande variété
d’environnement, généralement dans les excréments de vertébrés (Holt et al., 1994). En effet,
Enterococcus faecalis et Enterococcus faecium sont des espéces commensales communes
dans les intestins humains (Gilmore, Coburn, Nallapareddy et Murray, 2002).
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2. OBJECTIFS DE RECHERCHE

Cette recherche visait a combler I'absence de données métrologiques concernant I'exposition
professionnelle par la voie respiratoire aux bioaérosols de dégraissants potentiellement générés
lors de I'utilisation de biofontaines. Les objectifs des travaux étaient les suivants :

1-

2-

Identifier les bactéries cultivables contenues dans les dégraissants vierges de biofontaines
ainsi que dans ces mémes dégraissants en cours d’utilisation;

Mesurer les concentrations des bioaérosols et identifier les bactéries cultivables présentes
dans l'air a proximité de biofontaines en utilisation;

Caractériser en temps réel et déterminer la granulométrie des particules biologiques avec
l'aide d’'un granulometre aérodynamique a fluorescence (UV-APS);

Emettre des recommandations relatives a I'utilisation des biofontaines.
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3. METHODOLOGIE

3.1 Milieux d’étude

Les entreprises participantes ont été choisies en collaboration avec le comité de suivi (voir la
section des Remerciements) et par l'intermédiaire des contacts établis dans le cadre d’'une
activité de recherche précédente (Bégin et al.,, 2014a). Quatre entreprises ont accepté de
participer a cette activité de recherche : un fabricant d’aéronefs (B1l), une entreprise de
télécommunications (B2), une société de transport public (B3 et B4) et un fabricant de véhicules
récréatifs (B5). Les codes alphanumériques entre parenthéses identifient les cinq biofontaines
étudiées.

3.2 Prélévements du dégraissant vierge et usé, et récupération d’un filtre
d’inoculation

A chaque visite a la fin de la période de nettoyage, un échantillon de 50 mL de liquide
dégraissant a été prélevé dans la biofontaine a 'aide d’un tube stérile. Immédiatement apres la
collecte du liquide de la biofontaine, la température a été relevée a l'aide d’un thermometre
infrarouge (Fluke, Everett, WA) et le pH a été mesuré a l'aide de bandelettes Whatman
trempées directement dans le liquide (Fisher Scientific, Waltham, MA). De plus, lors de la
premiéere visite, un échantillon de 50 mL du liquide vierge a été prélevé directement du
contenant de dégraissant pour chacune des biofontaines afin d’obtenir la charge bactérienne du
produit vierge.

Pour I'entreprise B2 utilisant la technologie de marque B qui recourt & un filtre qui transmet les
bactéries dans le liquide dégraissant, un seul échantillon de filtre neuf a été obtenu et analysé.

La figure 1 illustre les deux modeles de biofontaines (marques A et B; voir tableau 2 a la section
4) entourés des instruments de mesure (impacteurs Andersen a gauche et UV-APS a droite)
utilisés a chacune des séances d’échantillonnage. Pour plus d’'information sur le fonctionnement
et la description des biofontaines, les auteurs suggérent de se référer au document de Bégin et
al. (2014a).

Marque A

Figure 1: Biofontaines et instruments de mesure.
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3.3 Prélevements des bioaérosols

Les bioaérosols ont été prélevés en utilisant deux techniques d’échantillonnage:

e Impacteurs a un étage de marque Andersen dans la version N6 (Thermo Fisher Scientific,
Franklin, MA). Deux milieux collecteurs différents ont été utilisés simultanément, soit la
gélose TSA (Trypticase soy agar, Oxoid, Ottawa), un milieu de culture général pour les
bactéries cultivables hétérotrophes et la gélose MacConkey #3 contenant un colorant de
triphénylméthane (MAC) (Oxoid, Ottawa), un milieu de croissance sélectif permettant de
récolter les bactéries cultivables & Gram négatif. Les impacteurs fonctionnaient avec des
pompes Gast 1531 (Gast, Benton Harbor, MI) calibrées a 28 L/min, selon les
recommandations du manufacturier, a l'aide du débitmeétre de masse 4043 de TSI
(Shoreview, MN). Les performances analytiques sont rapportées dans la méthode
standard IRSST MA-264 (Marchand, 2009).

e C(Cassettes en polystyrene a trois sections (SKC, Eighty Four, PA) avec filtre de
polycarbonate de diameétre 37 mm et de porosité 0,8 um selon la méthode IRSST MA-
368. Les cassettes étaient reliées a des pompes GilAir 5 (Sensidyne, St. Petersburg, FL)
calibrées a 2 L/min a l'aide d'un débitmetre volumétrique Defender 510 (Mesa Labs,
Butler, NJ). Les performances analytiques ont été rapportées dans le rapport de
recherche IRSST R-125 ainsi que dans la méthode standard IRSST MA-368 (Marchand,
1996b, 2011).

La limite de détection de chaque méthode, le débit de fonctionnement, les durées
d’échantillonnage ainsi que le nombre d’échantillons par intervention sont présentés dans le
tableau 1.

La période d’échantillonnage s’est déroulée sur une année avec des prélevements bimensuels
pour chacune des cing biofontaines, pour un total de 30 visites. Cette stratégie est similaire a
celle présentée par David et al. (2011) et par Boucher et al. (2009).

Tableau 1: Conditions d’échantillonnage des différents appareils utilisés

Durée

Appareil Débit Limite de détection déchantillonnage Nombre
P (L/min) (UFC/m® d'air) ! 9¢  géchantillons
(minute)
Impacteur Andersen
(TSA + MAC) 28 ! S S5
Cassette 2 420 30 2

Durant les journées de prélévement, le travailleur nettoyait différentes pieces souillées a I'aide
de la biofontaine. A chaque visite, les prélevements ont été effectués sur une période d’environ
30 minutes, comprenant le désassemblage, le nettoyage et le séchage des pieces.

Les travailleurs portaient deux cassettes d'échantillonnage dans leur zone respiratoire. Les
impacteurs étaient installés en poste fixe sur un chariot placé a proximité des biofontaines.
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A chacune des visites, les informations suivantes étaient obtenues auprés des travailleurs ou
des responsables hiérarchiques : le modeéle de biofontaine utilisé ainsi que son entretien, les
problemes particuliers depuis la derniére visite, la nature des salissures et des piéces
nettoyées, et l'utilisation de la protection personnelle.

Des prélevements visant a établir le bruit de fond ont été effectués a chaque visite avant
I'utilisation de la biofontaine a l'aide des impacteurs Andersen et de 'UV-APS.

3.4 Identification des microorganismes

Les différents prélevements ont servi au dénombrement des bactéries et a leur identification,
soit directement par incubation des géloses provenant des impacteurs Andersen, soit par
I'étalement de 200 pL de I'extrait provenant du filtre de polycarbonate ou de I'échantillon du
liquide dégraissant (36). Les milieux de culture ont été incubés durant 24 h a 37 °C.

Les méthodes suivantes ont été utilisées pour lidentification bactérienne : montage humide,
coloration différentielle de Gram, épreuve catalase, test d’oxydase, plaques d'identification
Microscan et analyse du profil en acides gras pour I'ensemble des souches isolées en culture
pure (35). Pour certaines souches pour lesquels des difficultés ont été rencontrées a
identification, le spectrométre de masse MALDI-TOF? (32) (VITEK® MS, bioMérieux, Marcy-
I'Etoile, France) et/ou le séquencage du 16S ont été utilisés. Les séquencages du fragment 16S
ont été effectués en utilisant les amorces 27F (5 AGAGTTTGATCMTGGCTCAG 3’) et 1492R
5 TACGGYTACCTTGTTACGACTT 3) par le Centre dinnovation Génome Québec de
l'université McGill. Les séquences consensus obtenues ont été comparées au Ribosomal
Database Project (RDP) afin d'obtenir l'identification des souches problématiques (ASPC,
2011).

La réglementation allemande sur les bactéries (Ausschuss fur Biologische Arbeitsstoffe,
2015), comprenant un plus grand nombre d'espéces que son équivalent canadien
(Gouvernement du Canada, 2013), a été utilisée afin d’associer les bactéries identifiées a leur
groupe de risque infectieux respectif.

3.5 Concentration et granulométrie des particules fluorescentes et non
fluorescentes

Les concentrations et le diamétre aérodynamique des aérosols émis lors de l'utilisation des
biofontaines ont été mesurés en temps réel, en poste fixe, a l'aide d'un granulometre
aérodynamique a fluorescence UV (UV-APS Modele 3314, TSI, Shoreview, MN). Ce
spectrométre utilise une longueur d’'onde d’excitation de 355 nm et mesure la fluorescence
ultraviolette entre 420 et 575 nm (TSI, 2010). Cette longueur d’'onde est considérée comme
propre aux microorganismes. L'UV-APS permet a |'utilisateur de distinguer la fraction biologique
associée a la fluorescence de celle qui est non biologique. L'appareil établit la granulométrie
d'un aérosol en temps réel pour les particules dont le diamétre aérodynamique se situe entre

% Matrix-assisted laser desorption ionization — time of flight mass spectrometer = spectrométre de masse
par désorption-ionisation par impact laser assistée par matrice avec analyseur par temps de vol.



10 Microorganismes dans les fontaines biologiques de dégraissage - Evaluation - IRSST
de I'exposition professionnelle dans les ateliers d'entretien mécanique

0,5 et 15 ym. Cette large gamme de diamétres permet de considérer les particules susceptibles
de se déposer dans les différentes régions pulmonaires (Lavoie et al., 2015). Les données
obtenues a I'aide de 'UV-APS sont des nombres de particules par cm® d’air (#/cm?®), intégrées
sur une minute. La durée de mesurage pour chaque intervention se situait entre 40 et 70
minutes.

3.6 Analyse des données

Des analyses de variances ont été effectuées entre les valeurs log-transformées des
concentrations de bactéries et de levures cultivables présentes dans l'air des différentes
biofontaines durant I'utilisation et entre les valeurs log-transformées des concentrations avant et
durant l'utilisation.

Des indices de similarité de Morisita-Horn ont été calculés afin d’estimer la similarité entre les
flores bactériennes des échantillons. Ces indices sont calculés a partir des espéces de la flore
bactérienne cultivable isolée des échantillons de liquide et d’air. L'indice de Morisita-Horn varie
entre 0 et 1. Un résultat égal a 1 signifie une grande ressemblance entre les populations
comparées, toutefois, plus l'indice se rapproche de zéro plus les populations comparées
possedent une biodiversité qui est divergente (Horn, 1966; Morisita, 1962).

Les analyses ont été faites a l'aide des logiciels EstimateS (Cowell, 2013) et NCSS (Hintze,
2013).
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4. RESULTATS
4.1 Conditions d'utilisation des biofontaines

Le tableau 2 présente I'ensemble des conditions d’utilisation des cing biofontaines a I'étude
ainsi que les dates d’échantillonnage. Les entreprises devaient nettoyer des piéces en métal et
en plastique (p. ex. : boulons, écrous, outils, roulements) souillées principalement par des huiles
et des graisses lubrifiantes. La fréquence d'utilisation des biofontaines variait de quelques fois
par mois a plusieurs fois par jour. Les températures enregistrées dans les liquides dégraissants
variaient entre 30,6 et 40,8 °C, alors que les pH se situaient entre 7,3 et 8,5. Les travailleurs
portaient des gants lors de nos interventions ainsi que des lunettes de protection.

Tableau 2 : Information concernant les différentes conditions d’utilisation des
biofontaines échantillonnées

Biofontaine . Type de Utilisation Temperature
Fréquence pH moyenne Date
Systéme de L Salissure matériaux dela A s B
c(lééraissage) d’utilisation nettoyés soufflette  Moven (°C) d’échantillonnage
(min-max)
Huile hydraulique,
huile minérale .
Iégere, fluide de m:ioj;usill.et
. coupe, graisse . Oui, y '
B1 P|L'ISI.E‘IJI’S extréme pression, AC|er'd9ux, N 75 36,4 septembre,
(marque A) fois/jour graisse a roulement aluminium Ioccasion (34,6 - 37,4) novembre
lubrifiant au disulfure 2016
de molybdéne janvier, mars
(MOSz)
2015:
Huiles a Acier juin, juillet, aodt,
(marBﬁe 0 fo?sl/lseé?#;ie moteur/transmission,  trempé, Non 8,0 (30 25_27 " novembre
q graisse a roulement plastique ' ' 2016 :
janvier, mars
Graisse a roulement Acier doux
et extréme pression, acier ’ 2015 :
B3 Plusieurs huiles a moteur et inoxvdable 376 juillet, septembre,
e hydraulique, fluide ydable, Non 7,6 ' novembre
(marque A) fois/jour - aluminium (35,6 - 38,8) .
de coupe, huile cuivre 2016 :
synthétique, laiton janvier, mars, avril
cambouis
Diesel, huile &
moteur, huile pour . .
transmission, hule  SESL jilet_novembre
B4 Quelques synthétique, graisse Y ' 37,3 ! ’, ’
: - A . cuivre, Non 7,5 décembre
(marque A) fois/mois extréme pression, - (35,4 - 40,8) .
lubrifiant au MoS acier dou, 2016 :
graisse rouleme;’t laiton février, mars, mai
cambouis
Graisse a roulement, 2015 :
graisse extréme Aluminium - :
. : ; : juillet, septembre,
B5 Plusieurs pression, huile acier doux, oui 73 38,1 novembre
(marque A) fois/jour minérale légére, laiton, ' (37,0-39,2) 2016 :
huile pour outils plastique )

) janvier, mars, mai
pneumatigues
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4.2 Flore bactérienne cultivable dans les liquides des biofontaines

Le tableau 3 présente les concentrations moyennes de bactéries et de levures provenant des
échantillons de liquide issus des biofontaines a la fin de la période d’échantillonnage ainsi que
leur concentration dans le liquide vierge. Les concentrations moyennes de microorganismes
variaient de 2,7 x 10° & 5,3 x 10° UFC/mL. Dans le liquide dégraissant vierge, elles variaient de
1,4 x 10° & 2 x 10’ UFC/mL. Dans chaque biofontaine en utilisation, a I'exception de la B2, les
concentrations moyennes de microorganismes étaient plus élevées que celles mesurées dans
le liquide vierge.

Tableau 3: Concentrations moyennes (UFC/mL) des bactéries et levuresl cultivables
présentes dans le liqguide des biofontaines et du liquide vierge

Moyenne (UFC/mL) Ligquide vierge (UFC/mL)

Biofontaine _(n.:6) erge
(min ; max)

1,2 x 10° -

ot (1,2x10°;3,3x10° 5,7 x 10
5,3 x 10° ,

o2 (2,7x10°;2,6 x 10") 2,0x10
2,7x10° i

83 (3,6 x 10* ; 8,3 x 10°) 1,4x 10
2,9 x 10° ]

o (4,7x10%; 1,5 x 10) 1,4x 10

5
B5 8,2x10 8.1 x 10°

(4,4 x 10*; 2,1 x 10°%

!Les concentrations de levures cultivables rapportées sont & titre indicatif seulement puisque le TSA nest pas le milieu
d’usage pour en faire une analyse quantitative adéquate par culture.

La figure 2 détaille les proportions des microorganismes cultivables détectés dans les liquides
en fonction des interventions. La diversité bactérienne dans les liquides variait entre les
biofontaines et pour une méme biofontaine entre les interventions. Malgré que Bacillus se
trouve systématiquement dans le liquide vierge, il n’est retrouvé que dans 15 des 30 liquides de
biofontaines en utilisation. Pour sa part, le genre Pseudomonas a aussi été retracé dans 18 des
30 liguides testés. De plus, le nhombre de jours séparant les visites et les nettoyages des
différentes biofontaines sont indiqués a droite de la figure 2.
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La méthode d'analyse utilisée pour les visites 1 des BF1 et BF2 ne permettait pas de faire une quantification
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1-10%
11-20 %
21-30 %
31-40 %
41-50 %

1 51-60 % 6
2 61-70 % 7
3 71-80 % 8

91-100 %

Figure 2: Proportion des microorganismes cultivables trouvés dans les échantillons de

liguide pour chacune des 30 visites.
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Le tableau 4 présente les especes bactériennes identifiees dans le liquide des biofontaines a la
suite de leur purification sur gélose TSA. Soixante souches d’espéces ou de genres bactériens
distincts ont été identifiés incluant 37 bactéries gram-positives et 23 bactéries gram-négatives,
dont vingt-trois espéces bactériennes appartenaient au groupe de risque infectieux 2.

Tableau 4 : Groupe de risque infectieux* des 60 espéces bactériennes cultivables
trouvées dans le liquide des 5 biofontaines

Espece Groupe Gram Espece Groupe Gram
Acidovorax delafieldii 1 - Bacillus pumilus 1 +
Pseudomonas balearica 1 - Bacillus silvestris 1 +
Pseudomonas boreopolis 1 - Bacillus simplex 1 +
Pseudomonas oleovorans 1 - Bacillus subtilis 1 +
Pseudomonas pseudoalcaligenes 1 - Bacillus thuringiensis 1 +
Pseudomonas stutzeri 1 - Corynebacterium lubricantis 1 +
Acinetobacter baumannii 2 - Dermabacter hominis 1 +
Acinetobacter johnsonoli 2 - Desemzia incerta 1 +
Acinetobacter lwoffii 2 - Exiguobacterium aurantiacum 1 +
Alcaligenes faecalis 2 - Exiguobacterium sibiricum 1 +
Alcaligenes xylosoxidans 2 - Luteococcus japonicus 1 +
Burkholdea cepacia 2 - Lysinibacillus massiliensis 1 +
Burkholderia ambifaria 2 - Microbacterium aurum 1 +
Burkholderia multivorans 2 - Microbacterium hydrocarbonoxydans 1 +
Citrobacter amalonaticus 2 - Micrococcus luteus 1 +
Comamonas terrigena 2 - Micrococcus lylae 1 +
Cupriavidus pauculus 2 - Paenibacillus lautus 1 +
Enterobacter cloacae 2 - Staphylococcus auricularis 1 +
Klebsiella oxytoca 2 - Staphylococcus capitis 1 +
Pantoea agglomerans 2 - Staphylococcus cohinii 1 +
Pseudomonas aeruginosa 2 - Staphylococcus sciuri 1 +
Pseudomonas oryzihabitans 2 - Staphylococcus warneri 1 +
Stenotrophomonas maltophilia 2 - Staphylococcus xylosus 1 +
Arthrobacter nicotianae 1 + Bacillus cereus 2 +
Bacillus circulans 1 + Corynebacterium amycolatum 2 +
Bacillus firmus 1 + Staphylococcus aureus 2 +
Bacillus humi 1 + Staphylococcus epidermidis 2 +
Bacillus licheniformis 1 + Staphylococcus hominis 2 +
Bacillus megaterium 1 + Staphylococcus pasteuri 2 +
Bacillus niacini 1 + Bacillus longisporus NC +

* Selon la classification réglementaire allemande (Ausschuss fiir Biologische Arbeitsstoffe, 2015). «NC» : Non classée
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Le tableau 5 présente les indices de similarité de Morisita-Horn calculés a partir des espéces de
la flore bactérienne cultivable isolée des liquides des biofontaines lors de chacune des visites.
Seuls 16 indices sur 65 sont supérieurs a 0,75. Les faibles indices observés ici entre les
liquides confirment la variation des populations bactériennes présentes dans les liquides des
biofontaines. Les biofontaines B2 et B5 semblent avoir une moins grande variation dans le
temps avec des indices moyens de 0,62 et de 0,89 respectivement. A noter que pour la
biofontaine B3, de faibles indices ont été calculés malgré la présence importante du genre
Pseudomonas (Figure 2). Ces faibles indices s’expliquent par la présence de plusieurs espéces
différentes de Pseudomonas lors des différentes visites.

Tableau 5 : Indices de Morisita-Horn calculés sur la flore bactérienne cultivable présente
dans les liquides des biofontaines

Biofontaine Visite 2 3 4 5 6 Moyenne
B1* 2 - 0,24 0,11 0,08 0,00
3 - - 0,03 0,27 0,00 0,08
4 - - - 0,00 0,03
5 - - - - 0,00
B2* 2 - 0,57 1,00 0,64 0,08
3 - - 0,58 1,00 0,82 0,62
4 - - - 0,65 0,08
5 - - - - 0.77
B3 1 0,01 0,64 0,93 0,43 0,09
2 - 0,02 0,00 0,03 0,00
3 - - 0,63 0,10 0,05 0,21
4 - - - 0,14 0,08
5 - - - - 0,07
B4 1 0,02 0 0 0,74 0,37
2 - 0,02 0,66 0,20 0,58
3 - - 0,15 0,02 0,05 0,30
4 - - - 0,25 0,75
5 - - - - 0,66
B5 1 0,67 0,67 0,67 0,67 0,67
2 - 1,00 1,00 1,00 1,00 0,89
3 - - 1,00 1,00 1,00
4 - - - 1,00 1,00
5 - - - 1,00
indice >0,75

* La méthode d’analyse utilisée pour la production de résultats des visites 1 des biofontaines B1 et B2 ne
permettait pas de faire une analyse quantitative
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4.3 Flore bactérienne cultivable présente dans I’air ambiant

Le tableau 6 présente les concentrations de bactéries et de levures présentes dans I'air lors des
30 séances d’échantillonnage. Des concentrations moyennes variant de moins de 7 a
160 UFC/m3 et de moins de 420 a 480 UFC/m3 ont été mesurées respectivement par
limpacteur Andersen et les cassettes. Les concentrations de la biofontaine B5 sont
significativement différentes de celles des autres biofontaines pour les impacteurs Andersen
avant et durant I'utilisation. Il n’y a pas de différence significative entre les concentrations prises
avant (bruit de fond) et pendant l'utilisation des biofontaines avec les impacteurs incluant celles
de la biofontaine B5. Il est a signaler que la plupart des évaluations faites avec les cassettes ont
donné des valeurs non détectées. L'utilisation de la soufflette pour sécher les piéces a été
observée uniqguement a une occasion pour la biofontaine B1 alors qu’elle était utilisée a chaque
visite pour la biofontaine B5.
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Tableau 6 : Concentrations moyennes de bactéries et de levures présentes dans I'air
(UFC/m®) avec I'impacteur Andersen (n = 5/visite)' et les cassettes munies d’un filtre de
polycarbonate (n = 2/visite)

Biofontaine Visite Bruit de fond Pendant l'utilisation
Impacteur Impacteur Cassette
Visite 1* 30 110 <420
Visite 2 60 70 <420
Visite 3 10 30 <420
B1 Visite 4 <7 30 <420
Visite 5 10 20 <420
Visite 6 <7 10 <420
Visite 1 10 20 <420
Visite 2 10 <7 <420
B2 Visite 3 <7 20 <420
Visite 4 30 20 480
Visite 5 50 20 <420
Visite 6 20 20 <420
Visite 1 40 20 <420
Visite 2 30 60 <420
B3 Visite 3 250 120 <420
Visite 4 60 30 <420
Visite 5 10 20 <420
Visite 6 100 70 <420
Visite 1 10 60 <420
Visite 2 60 80 <420
B4 Visite 3 10 10 <420
Visite 4 10 <7 <420
Visite 5 40 20 <420
Visite 6 40 100 <420
Visite 1* 160 160 <420
Visite 2* 100 120 <420
BE Visite 3* 160 70 <420
Visite 4* 40 60 <420
Visite 5* 60 30 <420
Visite 6* 170 120 <420

* Utilisation de la soufflette
! Aucune culture n'a été obtenue & partir des géloses MacConkey aprés 24 h d'incubation d’oli n = 5 dans ce
tableau au lieu de n =5 + 5 comme dans le tableau 1
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La flore bactérienne obtenue a I'aide de I'impacteur Andersen permet de constater, comme pour
les liquides, une grande variabilité des microorganismes dans I'air en fonction du temps. A titre
d'exemple, cette observation est illustrée a la figure 3 pour la biofontaine B5. Les
microorganismes dominants étaient différents & chacune des interventions : Staphylococcus
hominis, Bacillus sp, Staphylococcus pasteuri, Staphylococcus sp, Bacillus subtilis et
Staphylococcus epidermidis. Des figures semblables sont présentées a I'annexe A pour les
quatre autres biofontaines.

100% ~ P B S
90% -
80% -
70% -
60% -
50% -
40% - L
30% -
20% -
10% -
0% —r
€| e €| e €| E €| €| e €| E
S| 3 S| 3 S8 S|S SIS SIS
<& <5 | 5 <& <5 <5
[a [a 1 o [a W [a o
Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4 | Visite 5 |Visite 6|
m Bacillus cereus m Bacillus circulans
m Bacillus humi m Bacillus licheniformis
m Bacillus megaterium m Bacillus simplex
m Bacillus sp. m Bacillus subtilis
m Bacillus thuringiensis m Burkholdea cepacia
m Corynebacterium amycolatum m Levures
= Luteococcus japonicus Micrococcus luteus
m Staphylococcus aureus Staphylococcus auricularis

Figure 3: Proportion des microorganismes cultivables trouvés dans les échantillons
d’air prélevés avec I'impacteur Andersen avant et pendant I'utilisation de la
biofontaine B5.

Malgré cette différence observable dans le temps, il existait pour certaines visites une grande
similitude entre la flore présente avant (bruit de fond) et celle mesurée pendant I'utilisation de la
biofontaine (figure 3 et tableau 7). Lors de 3 des 30 interventions, aucune bactérie n'a été
détectée dans le milieu nutritif; il n’a donc pas été possible d’établir s'il y avait concordance.
Finalement, dans 63 % des interventions, le principal microorganisme trouvé dans le bruit de
fond était le méme que celui trouvé pendant I'utilisation de la biofontaine. Afin de quantifier ces
observations, les indices de similitude de Morisita-Horn ont été calculés entre la flore
bactérienne présente avant et celle présente pendant I'utilisation des biofontaines (tableau 7).
Les comparaisons réalisées a l'aide des indices de similitude produisent un résultat supérieur a
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0,75 pour prés de la moitié des visites. Ceci permet de renforcer gu’il n'y a pas une grande
différence entre les flores bactériennes présentent avant et pendant [utilisation des
biofontaines.

Tableau 7 : Indices de Morisita-Horn calculés a partir de la flore bactérienne cultivable
présente avant et pendant I'utilisation de la biofontaine

Usine Visitel Visite 2 Visite 3 Visite 4 Visite 5 Visite 6
Bl NC 0,78 0,71 NA 0,76 NA
B2 NC 0,86 NA 0,04 0,74 0,90
B3 091 0,49 0,74 0,00 0,97 0,25
B4 0,76 0,00 0,18 1,00 0,30 0,31
B5 0,98 0,99 0,31 0,91 0,63 0,83
Indice > 0,75

NC : non calculé, la méthode d’analyse utilisée pour la production de résultats des visites 1 des biofontaines B1 et B2 ne permettait
pas de faire une analyse quantitative
NA : non analysable, car une seule espéce dans I'échantillon

4.4 Comparaison de la flore bactérienne cultivable retrouvée dans I'air avec
celle des liquides des biofontaines

Le tableau 8 montre la comparaison entre les espéces bactériennes et les levures représentant
plus de 2 % des colonies identifiées dans l'air (bruit de fond et pendant l'utilisation de la
biofontaine) et dans les liquides (liquide vierge et liquide usagé) lors des 30 interventions. Les
espéces bactériennes sont plus diversifiées dans I'air que dans le liquide des biofontaines. A
titre d’exemple, Bacillus cereus (Gram positif, groupe de risque 2) et Staphylococcus hominis
(Gram positif, groupe de risque 2) sont uniquement détectées dans l'air, alors que dans le
liquide vierge, seul Bacillus subtilis a été identifié. Cette bactérie a également été détectée dans
le filtre neuf faisant partie de la technologie de la biofontaine B2. Dans le liquide des
biofontaines, 16 % des especes appartenaient & Pseudomonas aeruginosa (Gram négatif,
groupe de risque 2), 20 % a Bacillus subtilis (Gram positif, groupe de risque 1) et 29 % était des
levures. Les deux groupes les plus fréquents dans les liquides, soit les Bacillus subtilis et les
levures sont également les groupes qui sont rencontrés le plus fréquemment dans I'air. Pourtant
ce phénomeéne d’'aérosolisation n'est pas observable pour la bactérie Pseudomonas aeruginosa
qui, bien gu’elle soit présente a une fréquence de 16 % dans les liquides, n'a jamais été
détectée dans 'air ambiant. Cette absence d’aérosolisation avait également été observée lors
d'une étude effectuée dans les centres de compostage (Marchand et al., 2017) et devrait étre
étudiée plus en détail. Des levures ont été trouvées en quantité importante dans les
dégraissants des biofontaines en utilisation, toutefois ces mycetes microscopiques n’ont pas fait
I'objet d'une caractérisation spécifique puisque les méthodologies utilisées qui sont adaptées a
la flore bactérienne n’étaient pas adéquates pour faire une analyse rigoureuse des levures.
Dans certains cas, seule lidentification au genre des bactéries a été possible malgré les
nombreuses méthodes d’identification utilisée dans le processus analytique.
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Tableau 8 : Comparaison des bactéries et des levures représentant plus de 2 % des
colonies identifiées dans I'air avant et durant I'utilisation et dans les liquides vierges et

usageés

Proportion de colonies

isolées dans I'air

Proportion de colonies
isolées dans les liquides

Espéce bactérienne (%) (%)
(groupe de risque) Avant le Pendant le Proyengnt Provenant
dégraissage dégraissage des_hqwdes . des_
vierges biofontaines
Bacillus cereus (2) 4,0 0,6 - -
Bacillus licheniformis (1) 1,3 3,6 - 2,2
Bacillus megaterium (1) 2,5 53 - -
Bacillus simplex (1) 4,4 0,8 - -
Bacillus sp 3,3 3,1 - 0,3
Bacillus subtilis (1) 51 10 100 20
Burkholderia multivorans (2) - - - 3,0
Citrobacter amalonaticus (2) - 1,7 - 3,4
Corynebacterium lubricantis (2) 2,6 1,4 - -
Levures 6,3 9,1 - 29
Micrococcus luteus (1) 12 21 - -
Micrococcus sp 4,6 7,3 - -
Pseudomonas aeruginosa (2) 0,7 - - 16
Pseudomonas oleovorans (1) 2,6 - - 2,8
Pseudomonas oryzihabitans (2) - 0,5 - 3,1
Pseudomonas sp 1,3 - - 4,3
Staphylococcus epidermidis (2) 5,7 4,9 - 2,2
Staphylococcus hominis (2) 12 6,8 - -
Staphylococcus sp 11 3,7 - 0,1
Stenotrophomonas maltophilia (2) - 0,5 - 2,2

Afin de déterminer si la flore présente dans les liquides des biofontaines pendant I'utilisation de
celle-ci influencait celle retrouvée dans I'air, les indices de Morisita-Horn ont été calculés entre
les deux flores. Le tableau 9 présente les calculs obtenus pour chaque visite. Ces résultats
démontrent qu’il 'y a que peu de similitudes entre la flore présente dans les deux milieux,
appuyant le faible impact de la flore du liquide sur celle de l'air lors de 25 des 28 visites pour
lesquelles plus d’un type bactérien a été identifié.
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Tableau 9 : Indices de Morisita-Horn calculés sur la flore bactérienne cultivable
présente dans les liquides des biofontaines et celle de I'air prise durant I'utilisation

Usine Visite 1 Visite 2 Visite 3 Visite 4 Visite 5 Visite 6
Bl NC 0,84 0,05 0,00 0,16 0,00
B2 NC 0,00 0,25 0,95 0,00 0,17
B3 0,02 0,30 0,49 0,53 0,18 0,01
B4 0,00 0,00 0,42 0,00 0,84 0,25
B5 0,01 0,00 0,00 0,29 0,43 0,57
Indice > 0,75

NC : non calculé, la méthode d’analyse utilisée pour la production de résultats des visites 1 des biofontaines B1 et B2 ne permettait
pas de faire une analyse quantitative
NA : non analysable, car une seule espéce dans I'échantillon

4.5 Aérosols fluorescents et non fluorescents mesurés par I'lUV-APS

Pour l'ensemble des visites, les concentrations rapportées par I'UV-APS variaient de
1,0 x 10* #/m® (0,001 #/cm®) a 9,3 x 10° #/m* (9,3 #/cm®) pour la fraction fluorescente et de
4,4 x 10° #/m® (0,44 #/cm®) a 1,9 x 10% #/m* (190 #/cm®) pour la fraction non fluorescente. Le
tableau 10 résume les résultats de 'UV-APS (moyennes par biofontaine). L'annexe B donne les
résultats détaillés de chaque intervention. Les profils de concentration pour chacune des visites
sont illustrés a 'annexe C. Quatre exemples sont présentés a la figure 4, le bruit de fond étant
représenté graphiquement durant les premiéres minutes d'échantillonnage. Les notes prises
durant I'échantillonnage ont permis d'expliquer les profils des concentrations mesurées avec
'UV-APS. La figure 4 B-C présente ainsi les concentrations de 'UV-APS en lien avec des
éclaboussures observées durant le nettoyage des piéces. Des augmentations de concentration
sont observées aussi bien pour la fraction fluorescente que pour celle non fluorescente. Pour le
pic des particules fluorescentes de la figure 4B (éclaboussure), 'augmentation atteint dix fois la
concentration du bruit de fond. Le méme phénomeéene est observable pour les activités
d'utilisation de la soufflette (figure 4 A-D). Toutefois, I'impact sur les concentrations est plus
important durant les activités de séchage avec la soufflette; elles peuvent atteindre plus de 100
fois la concentration du bruit de fond pour les fractions fluorescentes et non fluorescentes
(annexe D, B5-1 a B5-6).

Des ratios (quotients) ont été calculés entre les moyennes obtenues avant l'intervention (bruit
de fond) et celles mesurées pendant lintervention (tableau 10 et annexe B). Ces ratios
permettent d'apprécier 'augmentation des concentrations attribuable a la tache effectuée. Pour
la fraction non fluorescente, sept ratios dépassent 2 et peuvent atteindre 12. Il s’agit des sept
interventions durant lesquelles la soufflette a été utilisée. Pour la fraction fluorescente, les ratios
sont plus élevés et peuvent atteindre 59 pour la biofontaine B5 (ratio moyen de 21, tableau 7).
La encore, les ratios sont élevés lors de I'utilisation de la soufflette, mais certains allant jusqu’a
6 sont aussi calculés dans les milieux de travail qui ne recourent pas a la soufflette.
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Tableau 10 : Résumé des concentrations particulaires mesurées par I'UV-APS

Particule fluorescente

Pendant ['utilisation Bruit de fond
Biofontaine Moyenge Etggret min3 max3 Moyenge Etggret min3 max3 Ratio*
(#/cm”) (#em®) (#/cm®)  (#/cm”) | (#/cm”) (#em®) (#/cm)  (#/cm”)
B1 0,08 0,13 0,01 1,46 0,06 0,03 0,00 0,20 1,33
B2 0,15 0,16 0,01 1,14 0,06 0,03 0,01 0,22 2,50
B3 0,10 0,06 0,04 0,36 0,12 0,15 0,00 0,86 0,83
B4 0,13 0,10 0,01 0,55 0,09 0,11 0,00 0,66 1,44
B5 2,10 1,97 0,02 9,34 0,10 0,11 0,00 0,57 21,0
Particule non fluorescente
Pendant ['utilisation Bruit de fond
solontane YTE Ecuope mn, - e, Mejere Ecatope e Raio
Bl 5,23 8,35 0,44 75,4 4,20 2,25 0,46 12,7 1,25
B2 4,08 2,18 1,01 13,1 3,52 2,15 0,91 15,1 1,16
B3 4,74 1,34 1,98 8,05 5,32 1,51 1,51 7,86 0,89
B4 7,41 4,50 3,07 26,5 6,60 3,57 2,67 17,3 1,12
B5 58,0 39,4 4,46 195 12,7 6,30 4,33 40,8 4,57

* Quotient de la concentration moyenne pendant I'utilisation et de la concentration moyenne du bruit de fond
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Figure 4 : Identification des pics de concentration des particules fluorescentes et non
fluorescentes mesurés durant |'utilisation des biofontaines B1 premiére visite (A), B2
premiere visite (B), B4 premiére visite (C) et B5 premiere visite (D).
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La figure 5 représente en trois dimensions les concentrations mesurées avec I'UV-APS en
fonction du diamétre aérodynamique des particules. Des diametres différents sont observés
pour les fractions fluorescentes et non fluorescentes. Pour 'ensemble des biofontaines, le mode
moyen des diamétres aérodynamiques de la fraction fluorescente est de 2,96 um alors que
celui de la fraction non fluorescente est de 0,76 um. Les pics de concentration sont mis en
évidence lors des activités qui produisent des bioaérosols (soufflette), que ce soit pour les
particules fluorescentes ou non fluorescentes. Ces pics sont présents dans chacune des visites
ou la soufflette est utilisée, Il est intéressant de remarquer la répétabilité du profil
granulométrique lors des utilisations successives de la soufflette.
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Figure 5: Profils granulométriques des concentrations des particules fluorescentes et
non fluorescentes mesurés durant I'utilisation des biofontaines B1 premiere visite (A-B)
et B5 cinquiéme visite (C-D).
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5. DISCUSSION

5.1 Composition des liquides en microorganismes cultivables

Les mesures effectuées durant cette activité de recherche indiquent que de nombreuses
especes bactériennes ainsi que des levures se trouvent dans les liquides des biofontaines en
utilisation. Ces microorganismes sont différents de ceux présents dans le liquide vierge ou
seule I'espece Bacillus subtilis a été détectée. Lors de I'une des visites, qui a eu lieu seulement
trois jours aprés le nettoyage et le remplacement du liquide de la biofontaine, Bacillus subtilis
n'a pas été détecté dans le liquide de cette biofontaine (figure 2). Une colonisation rapide
d’autres microorganismes peut de toute évidence se produire. Les conditions favorables a la
croissance de Bacillus sp semblent également favoriser la croissance de plusieurs autres
espéeces microbiennes. Nelson et al. soutiennent que I'environnement dans une biofontaine
peut potentiellement soutenir la prolifération de microorganismes exogenes (Nelson,
Tkachenko, Delawder et Marsch, 2004). Cette hypothése a aussi été confirmée par les études
de David et al. (2009) et Boucher et al. (2011).

Pour 4 des 5 biofontaines, les concentrations moyennes de microorganismes mesurées dans
les échantillons de liquides usagés étaient supérieures a celles du liquide neuf. Les
concentrations moyennes de microorganismes dans le liquide des biofontaines variaient d'un
ordre de grandeur entre les biofontaines alors qu’elles variaient dans le temps (mesures prises
aux deux mois durant un an) de deux ordres de grandeur pour 4 des 5 biofontaines. Nelson
et al. ont aussi étudié pendant huit semaines sept biofontaines utilisées dans cinq garages
d’entretien de véhicules & moteur des Etats-Unis (Nelson et al., 2004). Ils ont mesuré
hebdomadairement la concentration des microorganismes dans le liquide a l'aide de lames
gélosées (Oxoid Dip Slide) (Nelson et Tkachenko, 2001). Les auteurs rapportent des
concentrations (UFC/mL) qui fluctuaient uniquement d'un ordre de grandeur dans cing
biofontaines. La concentration variait de deux ordres de grandeur dans la sixieme biofontaine et
de trois ordres de grandeur dans la septieme biofontaine. Les concentrations moyennes de
microorganismes trouvées lors de la présente étude dans l'entreprise utilisant la méme
technologie sont du méme ordre de grandeur que celles mesurées dans la majorité des
biofontaines étudiées par Nelson et al. (2001).

Dans la présente étude, 100 % des bactéries identifiées dans les liquides vierges étaient
Bacillus subtilis, alors que dans les liquides prélevés durant le fonctionnement des biofontaines,
59,5 % des bactéries repérées appartenaient aux genres Bacillus, Pseudomonas, Citrobacter,
Burkholderia, Staphylococcus et Stenotrophomonas, et 29 % des microorganismes détectés
dans les biofontaines en utilisation étaient des levures. Parmi les microorganismes trouvés dans
les liquides, la présence de plusieurs bactéries du groupe de risque infectieux 2 telles que
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas oryzihabitans, Stenotrophomonas maltophilia et
Staphylococcus epidermidis a été observée, soulevant un risque potentiel a la santé.

David et al. rapportent que les populations bactériennes fluctuent énormément a la moindre
modification du milieu et qu’il est donc impossible de définir, dans le temps, la composition
bactérienne des biofontaines (David et al., 2009). Plusieurs faibles indices de similitudes
calculés dans la présente étude entre les différentes visites pour une méme biofontaine
confirment ce que David et al. ont rapporté. Toutefois, pour les biofontaines B2 et B5 cette
variation n’est pas aussi présente et plusieurs indices supérieurs a 0,75 ont été calculés
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(Tableau 5). La forte récurrence de Bacillus subtilis dans la biofontaine B2 explique ces indices
de similitudes élevés alors que pour la biofontaine B5 ceci s’explique par la trés forte présence
des levures lors des visites 2, 3, 4 et 5 (figure 2). Bien que la présence récurrente de levures
dans la biofontaine B5 ne trouve pas d’explication aisément, une hypothése expliquant la
récurrence de Bacillus subtilis dans la biofontaine B2 serait I'inoculation en continu de la
bactérie par le filtre dans le liquide de celle-ci.

5.2 Microorganismes cultivables trouvés dans |'air a proximité des biofontaines
et dans la zone respiratoire des travailleurs

Les prélevements d’air effectués durant I'utilisation des biofontaines ont permis de caractériser
plusieurs genres et especes bactériens et plusieurs levures. Les quatre principaux
microorganismes dépistés apres culture sur gélose et représentant 76 % des microorganismes
identifiés sont les suivants, par ordre décroissant d’importance: Micrococcus, Bacillus,
Staphylococcus, levures. Dans les mesures de bruit de fond prises avant l'utilisation des
biofontaines, 77 % des microorganismes appartenaient, par ordre décroissant, aux
microorganismes Staphylococcus, Bacillus, levures, Micrococcus, Corynebacterium et
Pseudomonas. Dans les deux tiers des interventions (63 %), la principale espece bactérienne
trouvée dans le bruit de fond était la méme que celle détectée durant l'utilisation de la
biofontaine. Le calcul des indices de Morisita-Horn ont permis de confirmer cette grande
similitude entre la flore de I'air avant et pendant l'utilisation. De plus, aucune différence
significative n'a été mesurée entre les concentrations (UFC/m3) de microorganismes dans l'air
avant (bruit de fond) et pendant I'utilisation des biofontaines. Ces résultats suggérent une faible
influence de l'activité de dégraissage de la biofontaine sur la concentration et la composition de
la flore microbienne cultivable de l'air.

L'utilisation de la soufflette lors de 7 interventions démontre que celle-ci génére des aérosols
(figures 4 et 5 et annexe B). Les moyennes de la fraction fluorescente mesurées par 'UV-APS
durant l'utilisation de la biofontaine pouvaient étre jusqu’a 59 fois supérieures a celles du bruit
de fond. Le mode des diamétres aérodynamiques des particules fluorescentes générées durant
l'utilisation des soufflettes était inférieur ou égal a 4 um, ce qui correspond a une fraction
inhalable (< 100 uym). Toutefois, I'utilisation d’'une soufflette pour sécher les piéces dégraissées
dans les biofontaines ne fait pas augmenter de fagon appréciable I'exposition des travailleurs
aux microorganismes cultivables. En effet, pour la biofontaine B5, qui est la seule ou I'utilisation
de la soufflette a été rapportée systématiquement lors de chaque visite, aucune différence
significative n'a été calculée entre les concentrations dans l'air avant et durant l'utilisation. De
plus, les concentrations moyennes ambiantes mesurées durant cette étude étaient toutes
inférieures & 480 UFC/m3, méme lors de [utilisation de soufflettes. Ces concentrations
moyennes étaient donc bien en deca des concentrations rapportées dans de nombreux milieux
de travail, de méme que celles rapportées dans l'air extérieur. En effet, Goyer et al. (2001)
rapportent des concentrations de 102 UFC/m3 & I'extérieur, de 10* UFC/m3 dans des centres
d’épuration des eaux usees, des centres de collecte et de tri de déchets domestiques, des
scieries, de 10° UFC/m?3 dans des centres de compostage, de 10° UFC/m? dans des papeteries
et porcheries, et de 10’ & 10° UFC/m?3 en agriculture. Les niveaux d’intervention recommandés
pour une exposition professionnelle aux bioaérosols sont de I'ordre de 10* UFC/m3 (Goyer et
al., 2001). Les concentrations rapportées dans la présente étude sont donc trés faibles
comparativement a ces niveaux.
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5.3 Fonctionnement des biofontaines

Le manuel de Il'utilisateur des biofontaines de marque B indique que la température du liquide
dégraissant doit étre maintenue a 40 + 3 °C, alors que celle des biofontaines de marque A doit
étre maintenue a 41 + 1 °C. Les résultats indiquent que ces conditions n'ont pas été respectées,
les températures étant en moyenne trop basses (voir le tableau 2). Cette situation a pour
conséquence que le dégraissant n'était probablement pas maintenu dans des conditions
optimales permettant le maintien de la croissance de la flore ensemencée (Bacillus subtilis). Par
ailleurs, les auteurs ont observé qu'il était plus difficile d’obtenir les informations entourant
I'utilisation des biofontaines (p. ex.: les dates de vidange, d’'ajout et de remplacement du
dégraissant) dans les cas ou de nombreux travailleurs utilisaient sporadiquement la méme
biofontaine. En outre, la grande majorité des travailleurs n’avaient eu aucune formation lors de
l'introduction des biofontaines dans leur atelier. Les manuels de l'utilisateur étaient d’ailleurs
indisponibles dans ces milieux de travail.

Quelques mois apres la présente étude chez le fabricant d’aéronefs (B1), celui-ci a décidé de
ne plus utiliser les biofontaines parce que cette technologie ne répondait pas a leurs critéres
d'efficacité de nettoyage. De plus, le dégraissant aurait souvent dégagé une odeur fétide.
L'origine de ces effluves nauséabonds est peut-étre liée a une mauvaise utilisation des
biofontaines dans cette entreprise, p.ex.: une température optimale du dégraissant non
respectée et l'introduction de piéces souillées de contaminants incompatibles avec la flore
bactérienne du liquide dégraissant. Ce dernier point avait été noté par Bégin et al. (2014a), qui
ont rapporté qu’'un fluide hydraulique avait détruit la culture bactérienne du dégraissant de la
biofontaine de marque A utilisée dans un atelier d'usinage. Or, le tableau 2 indique justement la
présence d’huile hydrauligue comme salissure sur les piéces a dégraisser.

La marque A est certifiée en vertu de la norme UL 2792 (UL, 2016-05-04). Cette norme est
émise en vertu du programme EcolLogo géré par la société états-unienne Underwriters
Laboratories (UL), organisme indépendant de certification. Ce programme de vérification par
une tierce partie assure théoriqguement a l'utilisateur que la préparation commerciale posséde
des caractéristiques minimales visant a protéger I'environnement et la santé. La norme UL 2792
exige notamment l'absence de microorganismes pathogénes et de certaines substances
toxiques, p, ex. : le 2-butoxyéthanol et les solvants aromatiques (UL, 2016-05-04). Les résultats
de la présente étude indiquent que les échantillons vierges de marque A prélevés dans les
milieux de travail étudiés ne respectaient pas la valeur minimale de 10’ UFC/mL exigée par la
norme UL 2792 (voir le tableau 3). Une explication potentielle pourrait étre que la température
de stockage des contenants d’origine n’a pas été respectée (= 5 'C, < 25 °C) ou que la durée de
conservation (1 an) a été dépassée (criteres de conservation tirés de la fiche technique du
dégraissant de marque A). Une concentration bactérienne en deca de la norme pourrait
entrainer une efficacité réduite de la biodégradation des salissures.

La technologie de la marque B fonctionne différemment de celle de la marque A. Le fabricant
affirme que c'est le filtre au travers duquel passe le dégraissant dans la biofontaine qui libere
les bactéries. Bacillus subtilis a effectivement été détectée dans le filtre, mais également dans
le liquide dégraissant vierge, a une concentration plus élevée que celle de tous les liquides de
marque A inutilisés qui ont été analysés. Ce dernier résultat est difficile & concilier avec la
littérature technique du fabricant qui ne mentionne pas la présence de bactéries dans le liquide
dégraissant vierge.
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5.4 Mesures de prévention

Au regard des nombreuses bactéries et levures exogenes identifiées dans les liquides des
biofontaines, de la présence d’espéces bactériennes de groupe de risque 2, de levures en
grand nombre et de bactéries a Gram négatif, le risque d’exposition des travailleurs par contact
cutané doit étre pris en compte. Le danger du contact cutané est principalement lié a l'infection
des plaies ou encore a lingestion par contamination croisée. Kohli (2013) affirme que
I'utilisation d’'une biofontaine n'exige pas I'emploi d’équipement de protection personnelle. A
linstar de Bégin et al., les auteurs du présent rapport recommandent au contraire de se
protéger la peau et les yeux, de porter une visiere-écran si des éclaboussures sont possibles et
d’éviter tout contact avec des plaies (Bégin, Gérin et Lavoie, 2014b). David et al. insistent
également sur la nécessité d'une hygiéne individuelle rigoureuse, du port des gants et
recommandent le lavage des mains aprés avoir enlevé ses gants et avant de porter ses mains a
la bouche ou de manipuler des objets portés a la bouche (David, 2005; David et al., 2009).

Cette étude métrologique a établi que les travailleurs utilisant une biofontaine pour dégraisser
des piéces souillées dans des ateliers d’entretien mécanique étaient trés faiblement exposés
aux bioaérosols par la voie respiratoire. En effet le niveau maximal mesuré sur un travailleur
était de 480 UFC/m?® lors d’une opération de dégraissage. En outre, I'utilisation d’une soufflette
pour sécher les pieces dégraissées dans les biofontaines n’'a pas fait augmenter de facon
appréciable I'exposition des travailleurs aux microorganismes cultivables. Le critére d’action de
10" UFC/m?®, proposé par Goyer et al. (2001) pour les bactéries cultivables totales, est trés loin
d’étre atteint dans les situations étudiées. En conséquence, aucune protection respiratoire n’est
recommandée lors de I'utilisation des biofontaines.

5.5 Limites de cette étude

Les méthodes d'analyse par culture sur milieux nutritifs mis en place dans cette étude sont
limitées, car seuls les microorganismes cultivables aptes a se développer dans les conditions
fournies ont été pris en compte (Eduard, Heederik, Duchaine et Green, 2012). Les géloses TSA
utilisées dans cette étude pour les bactéries permettent aussi de faire croitre certaines levures ;
c’est pour cette raison que nous en avons trouve. Les résultats de levures rapportés dans cette
étude doivent étre considérés avec précaution, car ils sous-estiment quantitativement et
qualitativement leur présence.

Aucune mesure de bruit de fond aprés I'utilisation des biofontaines ou dans d’autres locaux des
entreprises n'a été réalisée. Les bruits de fond ont plutot été caractérisés avant |'utilisation des
biofontaines pour évaluer I'effet de leur utilisation.

L’'UV-APS mesure tout ce qui est d’origine biologique, mort ou vivant en temps réel, mais il ne
permet pas de faire la discrimination entre les types de microorganismes et certains autres
contenus biologiques. Cette étude n'a pas non plus recherché la contamination des surfaces
entourant les biofontaines, sources potentielles de contact cutané.

Les recommandations formulées dans ce rapport se basent uniguement sur nos observations et
nos mesures prises lors du suivi des cing biofontaines. Les mesures ont été réalisées pour des
utilisations soutenues des biofontaines de 30 minutes consécutives. A noter que les utilisateurs
ont rapporté dans certains cas des utilisations trés peu fréquentes (quelques fois par mois).
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Toutes autres situations particuliéres devraient faire I'objet d’'une évaluation approfondie par un
professionnel.

Enfin, I'exposition possible des travailleurs & des toxines produites dans certaines conditions
par les microorganismes n'a pas été évaluée. La prolifération des bactéries & Gram négatif
augmente la possibilité de détecter des endotoxines dans l'air (Marchand, 1996a). Ces
substances peuvent étre la cause de problemes respiratoires chez les travailleurs exposés
(Rylander, 2006). Bacillus subtilis peut produire certaines enzymes telles que la subtilisine.
Cette protéase, présente sous la forme d'aérosols, a provoqué des réactions allergiques chez
les travailleurs fabriquant des poudres a lessive a base de subtilisine cristalline (AMFEP, 2007).
Elle a également causé des problémes respiratoires chez des travailleurs en milieux
hospitaliers, ou des nettoyants & base de cette enzyme sont employés pour nettoyer des
instruments chirurgicaux et diagnostiques (Lemiére, Cartier, Dolovich et Malo, 1996).
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6. CONCLUSION

Le suivi des liquides de cinqg biofontaines sur un an indique des concentrations de
microorganismes variant de 3,6 x 10* & 2,6 x 10’ UFC/mL. Soixante espéces bactériennes ont
été identifiées dans ces liquides. Ces espéces appartiennent aux groupes de risque 1 et 2; on
note aussi la présence de bactéries a Gram positif et négatif. Plusieurs genres bactériens ont
été identifiés dont Bacillus, Pseudomonas, Citrobacter, Burkholderia, Staphylococcus et
Stenotrophomonas. En revanche, dans les liquides vierges des six biofontaines, seule I'espéce
Bacillus subtilis a été identifiée. Les biofontaines sont donc rapidement colonisées par différents
microorganismes exogenes comme Pseudomonas aeruginosa. Le danger du contact cutané est
principalement lié a l'infection des plaies ou encore avec l'ingestion en portant ses mains a la
bouche ou en manipulant des objets portés a la bouche. Des mesures d’hygiéne individuelle
rigoureuse, le port des gants et le lavage des mains avant et aprés I'utilisation des biofontaines
sont donc nécessaires.

Cette étude a établi que les travailleurs utilisant une biofontaine étaient treés faiblement exposés
par la voie respiratoire aux bioaérosols. L'utilisation d’'une biofontaine ne semble pas influencer
la flore bactérienne cultivable ambiante. En outre, méme si les concentrations de
microorganismes augmentent dans l'air lors de l'utilisation d’'une soufflette pour sécher les
pieces dégraissées dans les biofontaines ou lors d'éclaboussures, ces activités n’'ont pas
influencé de facon appréciable I'exposition des travailleurs aux microorganismes cultivables. En
conséquence, aucune protection respiratoire n’est recommandée lors de [utilisation des
biofontaines.
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ANNEXE A : PROPORTION DES MICROORGANISMES TROUVES
DANS LES ECHANTILLONS D’AIR RECOLTES PAR L’'IMPACTEUR
ANDERSEN AVANT ET PENDANT L’UTILISATION DES
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ANNEXE B : CONCENTRATIONS PARTICULAIRES MESUREES AVEC
L'UV-APS

Particule fluorescente

Pendant 'utilisation

Bruit de fond

Visite Moyenne Ecart-type min max Moyenne Ecart-type min max Ratio*
(#/cm3) (#/cm3) (#/cm3)  (#/cm3) (#/cm3) (#/cm3) (#/cm3)  (#/cm3)
Bl1-1 0,17 0,29 0,02 1,46 0,06 0,06 0,03 0,20 2,83
Bl1-2 0,05 0,02 0,02 0,09 0,05 0,02 0,03 0,11 1,00
B1-3 0,06 0,02 0,03 0,11 0,05 0,01 0,03 0,07 1,20
Bl1-4 0,10 0,01 0,08 0,16 0,10 0,02 0,07 0,17 1,00
B1-5 0,05 0,01 0,04 0,08 0,05 0,01 0,03 0,06 1,00
Bl1-6 0,02 0,01 0,01 0,06 0,01 0,00 0,00 0,02 2,00
B2-1 0,18 0,29 0,01 1,14 0,04 0,02 0,01 0,06 4,50
B2-2 0,16 0,11 0,06 0,68 0,08 0,04 0,05 0,22 2,00
B2-3 0,14 0,07 0,08 0,34 0,10 0,01 0,08 0,12 1,40
B2-4 0,11 0,04 0,06 0,21 0,05 0,02 0,03 0,10 2,20
B2-5 0,19 0,15 0,05 0,77 0,03 0,02 0,01 0,08 6,33
B2-6 0,06 0,03 0,03 0,14 0,05 0,01 0,03 0,07 1,20
B3-1 0,06 0,02 0,04 0,12 0,05 0,01 0,03 0,08 1,20
B3-2 0,19 0,06 0,10 0,36 0,17 0,07 0,03 0,28 1,12
B3-3 0,08 0,02 0,05 0,14 0,06 0,02 0,00 0,08 1,33
B3-4 0,09 0,04 0,04 0,19 0,06 0,02 0,03 0,11 1,50
B3-5 0,13 0,05 0,04 0,21 0,39 0,26 0,06 0,86 0,33
B3-6 0,07 0,02 0,05 0,12 0,07 0,02 0,00 0,10 1,00
B4-1 0,14 0,10 0,06 0,55 0,14 0,05 0,06 0,21 1,00
B4-2 0,12 0,02 0,09 0,18 0,24 0,20 0,00 0,66 0,50
B4 -3 0,13 0,05 0,06 0,22 0,07 0,01 0,05 0,11 1,86
B4-4 0,27 0,09 0,12 0,54 0,06 0,01 0,04 0,07 4,50
B4 -5 0,05 0,03 0,01 0,13 0,01 0,01 0,00 0,05 5,00
B4-6 0,06 0,07 0,02 0,46 0,04 0,02 0,02 0,07 1,55
B5-1 2,93 1,90 0,51 6,86 0,26 0,10 0,20 0,57 11,27
B5-2 2,93 1,75 0,15 6,42 0,13 0,05 0,00 0,19 22,54
B5-3 2,52 1,03 0,09 4,29 0,10 0,04 0,00 0,16 25,20
B5-4 1,77 2,11 0,05 9,34 0,03 0,01 0,00 0,06 59,00
B5-5 1,23 1,87 0,02 6,81 0,13 0,21 0,01 0,56 9,46
B5-6 1,09 2,12 0,02 7,82 0,03 0,01 0,01 0,06 36,33

* Quotient de la moyenne de l'intervention sur la moyenne du bruit de fond
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Particule non fluorescente
Pendant I'utilisation Bruit de fond
Visite Moyenne Ecart-type  min max Moyenne Ecart-type  min max Ratio*
(#/cm3) (#/cm3) (#/cm3) (#/cm3) | (#/cm3) (#/cm3)  (#/cm3) (#/cm3)

Bl1-1 10,02 19,25 0,44 75,39 0,97 0,45 0,46 1,45 10,33
B1-2 7,73 2,79 2,50 12,51 5,68 3,55 1,81 12,70 1,36
B1-3 4,12 0,27 3,53 4,75 4,02 0,25 3,63 4,52 1,02
Bl1-4 4,63 0,12 4,39 4,94 5,94 1,68 4,75 11,18 0,78
B1-5 2,45 0,09 2,29 2,60 2,60 0,15 2,25 2,80 0,94
Bl1-6 2,03 0,16 1,81 2,41 2,38 0,44 1,74 3,07 0,85
B2-1 1,45 0,61 1,01 3,31 1,26 0,22 0,91 1,95 1,15
B2-2 7,10 2,00 5,37 13,10 7,92 3,12 5,71 15,09 0,90
B2-3 5,20 1,82 3,49 10,21 4,17 0,84 3,39 6,96 1,25
B2-4 4,11 0,26 3,73 4,69 3,28 0,47 2,49 4,12 1,25
B2-5 3,20 0,56 2,61 5,66 3,00 0,19 2,61 3,41 1,07
B2-6 3,33 0,39 2,95 4,58 3,30 0,19 2,98 3,65 1,01
B3-1 2,63 0,36 1,98 3,11 1,80 0,18 1,51 2,07 1,46
B3-2 4,87 0,64 3,90 6,66 5,54 0,54 5,03 7,16 0,88
B3-3 6,13 0,79 5,07 8,05 6,86 0,66 5,80 7,86 0,89
B3-4 5,38 0,73 4,36 6,91 4,90 0,40 4,06 5,96 1,10
B3-5 4,23 0,75 3,23 5,63 4,70 0,60 3,75 5,97 0,90
B3-6 5,36 0,55 4,45 6,27 6,25 0,63 4,59 7,24 0,86
B4-1 4,37 0,41 3,79 5,57 4,73 0,42 4,09 5,34 0,92
B4 -2 3,63 0,41 3,07 4,61 7,61 4,32 3,18 16,64 0,48
B4-3 6,32 1,48 4,03 8,84 4,70 1,25 3,82 6,98 1,34
B4 -4 4,52 0,59 3,72 6,07 3,96 0,99 2,67 5,80 1,14
B4-5 8,79 1,56 6,42 12,96 7,95 1,42 5,92 10,53 1,11
B4-6 15,60 2,22 13,01 26,48 14,90 1,91 12,09 17,26 1,05
B5-1 67,25 31,39 26,72 126,5 20,5 2,5 18,6 28,3 3,28
B5-2 79,19 37,37 17,04  147,7 14,5 1,2 12,0 16,3 5,48
B5-3 67,65 23,65 4,46 107,2 5,7 0,7 4,3 6,6 11,87
B5-4 44,59 24,75 15,55  127,6 12,9 1,8 9,3 15,6 3,46
B5-5 42,63 40,09 8,68 156,9 18,6 10,4 10,8 40,8 2,29
B5-6 45,35 56,50 6,38 195,2 9,9 2,3 6,3 13,2 4,56

* Quotient de la moyenne de l'intervention sur la moyenne du bruit de fond



IRSST - Microorganismes dans les fontaines biologiques de dégraissage - Evaluation 45
de l'exposition professionnelle dans les ateliers d'entretien mécanique

ANNEXE C: CONCENTRATIONS DES PARTICULES
FLUORESCENTES ET NON FLUORESCENTES MESUREES DURANT
L'UTILISATION DES BIOFONTAINES
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