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Résumé :

La contamination humaine par Legionella se produit par inhalation d’un aérosol formé a partir
d’un milieu hydrique colonisé. La quantification des l1égionelles dans I’eau des réseaux est
actuellement préconisée pour évaluer le risque de survenue de 1égionellose. Notre travail a
consisté a évaluer différentes techniques de quantification des légionelles dans les aérosols.
Quatre séries de prélevements ont été effectuées au méme point d’usage, dans un établissement
de santé, sur une période de sept jours : deux prélévements d’eau chaude (premier jet et fin de

douche) et six prélévements d’aérosols réalisés avec deux impacteurs en milieu liquide (Impinger
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SKC), deux impacteurs sur gélose (MAS100®) et deux membranes de filtration. Les 1égionelles
ont ¢té quantifiées par culture sur gélose (méthode de référence) et par hybridation in situ
(Fluorescescence in situ hybridization, FISH). L’eau chaude contenait entre 10* et 10> UFC/L
de Legionella sp. cultivables (essentiellement Legionella pneumophila SG 2 a 14). Aucune
Legionella cultivable n’a pu étre détectée dans les aérosols de douche. Par contre, la technique
FISH associée a I'impaction en milieu liquide a permis la détection de 10 a 100 légionelles/L
d’air. Les ratios des concentrations en légionelles dans 1'eau et dans l'air varient de 1,9.10° a
1,8.10* La technique FISH présente 1’avantage d'étre rapide (1 jour versus 10 jours pour la
culture). Le couplage d'une collecte par impaction en milieu liquide et une détection par FISH
permettrait un gain de temps important lors d’une investigation de cas et pourrait permettre de

mieux caractériser 1’exposition de population a 1’agent Legionella.

Mots clefs : Légionelles, Aérosol, Hybridation in situ, Culture, Impaction en milieu liquide
Key words : Legionella, aerosols, In Situ Hybridization, Culture Techniques, Air

Sampling

En 1976, a Philadelphie, lors d’un congres de I’ American Legion comportant 4400 participants,
182 d’entre eux ont été atteints d’une pneumonie foudroyante d’étiologie inconnue. 141
personnes furent hospitalisées (81 %) et 29 décédeérent (16 %) (1). En janvier 1977, le « Center
for Diseases Control » (CDC) d’Atlanta annonga la découverte par McDade et son équipe (2,
3) d’une nouvelle espeéce bactérienne (Legionella pneumophila) responsable de cette
« anadémie » (contamination multiple sans contamination inter humaine) appelée, compte tenu
des circonstances « maladie des Légionnaires ». Plusieurs travaux ont ensuite montré que cette
bactérie était également responsable d’une maladie antérieurement décrite, notamment a
Pontiac en 1968 et responsable d’un syndrome pseudo-grippal, d’ou le terme de Fi¢vre de
Pontiac (4). Depuis, d’autres espéces appartenant au genre Legionella ont été identifices et le
terme de « légionelloses » est actuellement utilisé pour désigner toutes les infections dont elles
sont responsables.

La contamination humaine par les légionelles se fait par inhalation d’aérosols formés a partir
de milieux hydriques contaminés. La prévention actuelle de la 1égionellose repose notamment
sur la quantification des légionelles dans les réseaux d’eau, par méthode de culture (Norme
AFNOR NF T90-431 ; septembre 2003) (5). Toutefois, cette méthode est longue (dix jours), et
ne donne pas forcément une bonne appréciation de la contamination de I’air par Legionella.

Notre étude porte donc sur la mise au point d’une technique optimale de prélévement et de



détection des légionelles aérosolisées permettant de mesurer cette contamination aérienne, et
sur la comparaison de deux techniques (culture versus hybridation in situ), cette dernicre
technique permettant de rendre un résultat beaucoup plus rapidement, ce qui est essentiel pour

identifier une source de contamination au cours d’une épidémie.

1- Matériel et méthodes

11- Conditions générales de prélévement

Des prélevements d’eau et d’aérosols ont été effectués au mois d’avril 2003 dans un pavillon
d’un établissement hospitalier disposant d’un réseau d’eau mitigé, sur une douche utilisée
quotidiennement et située a D’extrémité du réseau. Quatre séries de prélévements ont été
effectuées sur une semaine, trois a 11 heures du matin (JO, J+1 et J+7) aprés la douche des
patients et un (J+5) a été effectuée a 5 heures 45, avant la douche des patients. Les légionelles
ont été détectées par la méthode de référence : 1a norme AFNOR NF T90-431 (novembre 1993)
(6) et en parallele par une technique d’hybridation in situ (ou Fluorescence in situ hybridization

ou FISH) adaptée des travaux de Manz et al. (7).

12- Prélévements d’eau

Un premier prélévement d’eau a été réalisé dés la mise en fonctionnement de la douche dans
un flacon stérile contenant du thiosulfate de sodium pour bloquer I’action oxydante d’un
¢ventuel résidu de chlore dans I’eau. Il correspondait au « premier jet». Ce premier
prélevement, fait sans flambage, a pression et température d’eau chaude maximum était de 300
mL environ. Deux ensemencements directs de 0,2 mL sur gélose GVPC (Glycine,
Vancomycine, Polymyxine et Cycloheximide) ont été effectués. L’identification d’espéce et de
sérogroupe des 1égionelles isolées a été réalisée par immunofluorescence directe et sérotypage.
La détection par hybridation in situ (8) a été réalisée sur les 300 mL restants. La douche était
alors laissée en fonctionnement pendant 5 & 7 minutes. Un deuxi¢me prélevement de 1 litre
d’eau, a la fin de la douche, était réalisé et la température de I’eau était mesurée. Cing cents mL
ont été utilisés pour la culture selon la norme AFNOR. Trois cents mL ont été filtrés et traités
par hybridation in situ. La limite de détection de la norme AFNOR est de 5.10° 1égionelles/L

d’eau quand I’eau est ensemencée sans concentration préalable de 1’échantillon. La limite de



détection pour I’hybridation in situ est de 4,5.10° légionelles/L d’eau. La température de la piéce

et ’hygrométrie étaient notées tout au long de la durée de la douche.

13- Prélévements d'aérosols de douche

Apres les 5 a 7 minutes d’écoulement d'eau de la douche et un temps de repos de 1 a 2 minutes
pour permettre la mise en ceuvre des prélévements d’air, trois types de biocollecteurs d'air,

chacun en double, ont été mis en route simultanément.

131- Impaction en milieu liquide

Des appareils de type Impinger SKC permettent de collecter des aérosols bactériens selon le
principe de I’impaction en milieu liquide. L’air est aspiré au travers d’un tube capillaire, puis
propulsé tangentiellement a la surface d’un milieu liquide. Dans nos essais, le milieu liquide de
recueil de I’échantillon d'air était constitué par 20 ml d’eau distillée stérile apyrogeéne. Les deux
Impingers SKC étaient situés le plus proche possible du jet de la douche et les tétes de
prélevement orientées vers la douche. Pour des raisons pratiques et techniques, ces
bioimpacteurs étaient situés sur une table, a 1 m du sol, a I’entrée de la cabine de douche de
manicre a homogénéiser les conditions de prélévement d’un échantillonnage a 1’autre. Deux
prélevements successifs de 10 minutes étaient effectués, avec changement du liquide de recueil
entre les deux. Les Impingers SKC ne fonctionnent que a un débit de prélevement fixe de 14,5
L/minute, soit un volume d’air prélevé de 145 L. Pour chaque échantillon, deux fois 0,2 mL ont
ét¢ directement mis en culture sur gélose BCYE o avec L-cystéine. Aprés incubation des
géloses pendant 10 jours a 37°C+1°C, les colonies suspectes ont été comptées, repiquées,
identifiées et sérotypées s’il s’agissait de légionelles. Le reste de 1’échantillon était filtré sur
membrane blanche en polycarbonate de porosité de 0,2 um et traité par hybridation in situ. La
limite de détection théorique de la technique FISH dans ces conditions opératoires, i.e. un
volume de liquide de recueil analysé de 18 mL et un volume d’air prélevé de 145L, est de 9

légionelles/L d’air.

132- Impaction sur milieu solide

Le MAS100® fonctionne sur le principe de I’impaction en milieu solide. L’air est aspiré et

accéléré par passage au travers de trous (cribles). Les particules entrainées par le flux d’air



peuvent, suivant leur inertie, dévier des lignes de courant et venir s’impacter sur une surface
placée au-dessous de la plaque perforée. Dans nos essais, cette surface est une gélose GVPC
(9) spécifique des légionelles permettant d’évaluer directement la concentration des bactéries
viables aérosolisées (en UFC/L d’air préleve).

Trois prélevements successifs de 250 L, 500 L et 1000 L d’air avec changement des milieux
gélosés, ont été réalisés avec les deux appareils en parallele et situés a 1 m du sol dans les
mémes conditions que les Impingers SKC. Les six géloses ont été incubées 15 jours a 37°C.
Les colonies suspectes ¢ventuelles ont été repiquées sur gélose BCYE avec L-cystéine et sur

gélose BCYE sans L-cystéine pour permettre une identification du genre Legionella.

133- Filtration

Deux filtres blancs en polycarbonate de 0,2 um de porosité et 25 mm de diamétre disposés dans
des cassettes de prélevement spécifiques ont été connectés a deux pompes aspirantes. Ces filtres
ont été situés a environ 50 cm du pommeau de la douche et fixés sur une des parois de la douche
a 2 m du sol. Le prélévement a duré de 30 minutes a 1 heure selon les essais. Le débit d’air
¢tant de 10 L/min au maximum, le volume d’air prélevé au maximum pour chaque appareil était

de 600 L. Les deux filtres ont ét¢ alors directement traités par hybridation in situ.

2- Résultats

21- Conditions générales de prélevement

Les conditions de prélévement des quatre séries d’essais ont été similaires. L humidité relative
avant le fonctionnement de la douche était comprise entre 32 et 50 % ; elle atteignait un pic a
la fin de la douche (augmentation entre 23 et 56 % par rapport au taux initial) puis diminuait et
revenait a sa valeur initiale au bout d’une heure de prélévement. La température de la piece
augmentait progressivement tout au long de la génération de 1’aérosol issu de la douche et 1’on
pouvait noter une augmentation de 1,5 a 4,4°C selon les essais. La température de 1’eau de la

douche était comprise entre 29 et 37°C.

22- Prélévements d’eau



Les résultats des prélevements d’eau du premier jet et de ceux effectués en fin de douche
obtenus par culture sont du méme ordre de grandeur (entre 10* et 10° UFC/L en légionelles) sur
toute la semaine. Les premiers prélévements semblent néanmoins donner des résultats plus
¢levés que les deuxiemes (Tableau I). L’immunofluorescence directe et le sérotypage ont
permis I’identification de Legionella pneumophila sérogroupes 2 a 14 dans des échantillons
d’eau de la douche. Les mémes prélévements traités par hybridation in situ donnent également
des résultats comparables (entre 10* et 10° 1égionelles/L) mais semblent indiquer une différence
de concentration en légionelles moins marquée entre les prélévements « premier jet » et ceux
de « fin de douche ». Les résultats obtenus sont au moins dix fois supérieurs a la limite de
détection de la technique (4,5.10° 1égionelles/ L d’eau). Ces techniques mettent en évidence un
nombre légérement plus important de Legionella (au maximum 1 log) entre la méthode

d’hybridation in situ et la méthode par culture.

23- Prélevements d’aérosols

Aucune légionelle n’a pu étre détectée par la méthode de culture lors des échantillonnages
d’aérosols de douche par impaction en milieu liquide (Impinger SKC) ou par impaction sur

milieux gélosé (MAS100®) (Tableau II).

231- Impingers SKC

L’ensemencement direct en duplicat des aérosols de douche prélevés par impaction en milieu
liquide (Impinger SKC) sur gélose GVPC n’a pas permis de mettre en évidence de colonies de
légionelles. L analyse par hybridation in situ du milieu de recueil liquide a permis la mise en
¢vidence de bactéries appartenant a la famille Legionellaceae du fait de 1’utilisation de sonde
oligonucléotidique spécifique (10). Les concentrations moyennes en légionelles aérosolisées
¢taient comprises entre 10 et 100 Iégionelles/L d’air. La limite de détection de cette technique
est de 9 1égionelles/L d’air. Le premier prélevement d’air de 10 minutes montre globalement
un nombre plus élevé de 1égionelles que le deuxieme prélévement de 10 minutes (Figure 1).
Dans nos conditions opératoires, nos résultats sont du méme ordre de grandeur tout en
présentant des fluctuations journalicres, sans toutefois révéler de différences entre les niveaux
bactériens avant et apreés la douche des patients. Il semble exister une relation de
proportionnalité entre le nombre de 1égionelles dans I’eau et dans I’air, a travers les quatre séries

de manipulations (Figure 1). Le ratio entre la concentration de légionelles détectées par la



méthode d’hybridation in situ dans 1’eau et celle détectées avec la méme méthode dans 1’aérosol

varie de 1,9.10% a 1,8.10%,

232- MAS100®

Aucune légionelle n’a été détectée aprés mise en culture directe des géloses prélevées et ré-
isolement des colonies sur milieu spécifique (BCYE-a avec L-cystéine). Les boites
comportaient néanmoins de nombreuses colonies de bactéries correspondant a des cocci et des
bacilles a Gram positif. Des moisissures ont également envahi progressivement les boites de

Pétri.

233- Filtres

Au maximum 9 légionelles pour 536 Litres d’air prélevés ont été¢ détectées par hybridation in
situ. Ce n’est qu’a partir de 400 litres d’air prélevés que des légionelles commengaient a étre

visualisées par hybridation in situ.

3- Discussion

31- Conditions générales de prélévement

Les conditions opératoires de prélévements ont été reproduites a 1’identique entre les quatre
essais réalisés in situ. 1l est logique de constater que des paramétres tels que I’hygrométrie et la
température de I’air ambiant dans la pi¢ce d’¢étude varient car ce ne sont pas des parametres
controlables dans un établissement de santé utilis¢ quotidiennement par des patients. Il est
¢galement nécessaire de préciser que nos conditions d’aérosolisation n’ont pas tenu compte de
la présence de brise jet. Une personne sous une douche représente un obstacle et permet que les
particules d’eau se brisent, et que des particules de plus petites tailles, aérosolisables et méme
inhalables se créent. La présence d’un mannequin sous la douche pour des essais futurs est donc

envisagée.

32- Prélevements d’eau



Lors de cette étude, le nombre de 1égionelles présentes au point d’usage de cet ¢tablissement
reste du méme ordre de grandeur sur toute la semaine d’échantillonnage. Il s’agit d’un
¢tablissement fort contaminé, notamment du fait de la configuration du réseau d’eau (réseau
¢tendu et présence de zone de stagnation) et de la température de I’eau chaude distribuée
(mitigeur en production). Comme constaté par de nombreuses études, les 1égionelles présentent
dans un réseau d’eau chaude y ont trouvé un environnement favorable et le colonisent (11-14).
Dés I’obtention des premiers résultats, I’établissement a été averti et des mesures correctives
ont été mises en place (choc thermique, purge, suppression du mitigeur en production) comme
le préconise la circulaire DGS/SD7A/SD5C-DHOS/E4 n° 2002/243 du 22/04/2002 (15).

Certains auteurs ont noté que la production d’un aérosol contaminé au niveau d’une arrivée
d’eau se faisait essentiellement a partir des bactéries contenues dans 1’eau située entre
I’extrémité de cette arrivée et la valve du robinet (12). Le premier jet a I’ouverture d’un robinet
peut donc étre plus concentré en Legionella que le reste du jet d’eau, et ce d’autant plus apres
stagnation d’une nuit. Un prélévement au premier jet simule en partie 1’exposition d’un sujet
au moment ou il commence sa douche alors qu’'un prélévement effectué apres flambage et purge
du premier jet est plus représentatif de la qualité globale du réseau d’eau. Le moment du
prélevement influence donc fortement la quantification des Legionella, donc la caractérisation
de I’exposition et la perception du risque 1i¢ a la présence de ces bactéries. La douche prélevée
dans cet établissement est majoritairement contaminée par des Legionella pneumophila de
sérogroupe 2 a 14 (identifiées par culture), compte tenu de leur proportion importante par
rapport au nombre total de Legionella mis en évidence par hybridation in situ. La différence
entre les prélevements premier jet et fin de douche concernant le nombre de L. pneumophila
sérogroupe 2-14 (obtenu par culture sur gélose) et le nombre de Legionella.sp. (obtenu par
hybridation in situ) peut étre expliqué par une perte de la cultivabilité¢ des bactéries (16) et la

présence de légionelles non cultivables (17-20).

33- Prélevements d’aérosols

331- Impingers

De maniére concomitante a la culture, méthode de référence, la technique d’hybridation in situ
ciblant les ARN ribosomaux des bactéries a été aussi utilisée pour déterminer la contamination

en légionelles de nos échantillons d’aérosols. La détection de bactéries du genre Legionella par

hybridation in situ proposée pour estimer une activité physiologique de la cellule (7, 21), est
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supérieure a la détection par culture. Cette technique est spécifique a 72 % du fait de I’emploi
de sondes nucléiques complémentaires d’une séquence d’ARN appartenant aux Legionellaceae
et sensible a 67 % (22). L’utilisation de cette méthodologie a été sollicitée car plusieurs auteurs
ont rapporté la détection de 1égionelles alors qu’elles étaient incapables de croitre sur milieu
gélosé (1égionelles viables non cultivables) (18, 19, 23, 24). Cependant, la lecture des résultats
obtenus par hybridation in situ est difficile du fait d’une intensité de fluorescence des 1égionelles
hybridées faible indiquant que les 1égionelles aérosolisées présentent probablement un nombre
faible de ribosomes, en particulier du fait de leur état physiologique, comme cela a déja été
suggéré pour d’autres bactéries environnementales (25-28). Mais il faut préciser que la
méthodologie FISH peut détecter les bactéries mortes ou en train de mourir mais ayant un pool
d’ARN ribosomaux encore suffisant pour étre détecté par microscopie, aussi bien que les
vivantes (20).

L’absence de légionelles cultivables apres collecte par impaction en milieu liquide (Impinger
SKC), alors qu’elles sont présentes dans 1’eau de douche, peut s’expliquer par un trop faible
volume d’aérosol collecté (i.e. 145 L), I’existence de légionelles viables non cultivables ou
actives non cultivables (19), le stress de dessiccation lors de I’aérosolisation et de la collecte
conduisant a une perte de la cultivabilité¢ des bactéries aérosolisées (12, 29, 30). Par ailleurs,
certaines souches de L. pneumophila ne sont pas cultivables sur milieu BCYEa avec L-cystéine
(31).

Les dix premieres minutes de recueil permettent de détecter des légionelles par hybridation in
situ alors que le second prélevement de 10 minutes donne des concentrations moindres voir
nulles en légionelles. Sur la base des travaux de Dennis (13) et Tervieza (32), un prélévement
de 15 minutes, pour permettre de collecter un nombre optimal de 1égionelles peut étre préconisé.
Les résultats obtenus lors de ces essais préliminaires sont sans doute également influencés par
la nature du milieu de recueil des 1égionelles : I’eau distillée stérile apyrogene (33). Des essais
relevés dans la littérature montrent que le milieu de recueil a une importance sur la collecte des
bactéries de I’air. Ainsi pour les 1égionelles, quelques études indiquent que le bouillon BYE
permet de récupérer plus de l1égionelles comparativement a d’autres milieux testés (14, 24).
Nos résultats semblent indiquer une relation entre les 1égionelles dans I’eau et dans 1’air, qui
fluctuent de la méme fagon selon les jours et les heures de prélévement. Cependant, des essais
supplémentaires sont nécessaires pour pouvoir mettre en évidence et quantifier le cas échéant
ou infirmer une relation entre les légionelles dans 1’eau et dans ’air. A notre connaissance,
aucune donnée n’existe dans la littérature sur les taux de transfert eau/air pour les légionelles.

Le nombre de légionelles cultivables dans 1’eau rapporté au nombre de 1égionelles cultivables
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dans 1’aérosol nous permet d’obtenir un chiffre correspondant a la réduction du nombre de
légionelles lors du passage de I’eau a Iair, qui varie selon les études de 1,5.10° 4 7,2.10%. Lors
d’une étude d’Ishimatsu (24), des souches de L. pneumophila sérogroupe 1, 3 et 6 ont été
retrouvées dans les prélévements d’eau d’une tour aéroréfrigérante. La concentration moyenne
des légionelles cultivables était de 1,2.10° UFC/L. Une UFC de L. pneumophila sérogroupe 6,
dont le profil de migration électrophorétique aprés PCR était identique a celui des souches
retrouvées dans I’eau a été mise en évidence avec les Impingers ; le ratio de légionelles
cultivables eau/air était de 7,2.10%. Breiman (14) a effectué des dosages de légionelles
simultanément dans 1’eau du réservoir et I’air du panache d’une tour aéroréfrigérante lors de
I’investigation d’une épidémie de maladie des Légionnaires survenue dans une maison de
retraite de Los Angeles en 1988. Il retrouvait plus de 9.10° UFC/L dans I’eau du réservoir et
2,3 UFC/L d’air. La réduction du nombre de 1égionelles cultivables apres aérosolisation était
donc de 3,9.10%. Une étude anglaise a réalisé des détections simultanées de L. pneumophila
dans I’eau et dans I’aérosol produit par une douche. Les analyses ont mis en évidence des
concentrations de 1’ordre de 10° UFC/L dans ’eau et 6,67.10* UFC/L d’air, soit un ratio de
légionelles cultivables entre I’eau et ’air de 1,5.10° (13). Bien que les durées et volumes de
prélevements d’air, les milieux de recueil des Impingers SKC, les milieux d’ensemencement
des légionelles ainsi que la méthode de détection des légionelles soient différentes par rapport
a nos conditions expérimentales, nos résultats semblent prometteurs puisque la réduction de la
concentration de légionelles mesurées par hybridation in situ pendant le passage de 1’eau lors

du premier jet a I’air varie dans notre étude de 1,9.10° 4 1,8.10%.

332- MAS100®

Parmi les nombreux milieux gélosés disponibles, les géloses GVPC ont été sélectionnées au vu
de la mise en évidence de légionelles cultivables a proximité d’un bassin de boues activées
d’une station d’épuration (34) et lors d’une épidémie de fievre de Pontiac dont la source était
une tour aéroréfrigérante (35). Dans notre étude, aucune 1égionelle n’a pu étre mise en évidence
par impaction directe sur une gélose de type GVPC. La présence de moisissures a géné la lecture
par leur extension rapide. La présence de flore interférente sur la détection par culture de
l1égionelles aérosolisées a précédemment été décrite (19, 24). Les résultats obtenus ainsi que les
limites de certains biocollecteurs concordent avec ceux recensés dans la littérature. L’étude
d’Ishimatsu, qui a utilisé conjointement un impacteur sur milieu solide (impacteur d’ Andersen

a six étages, appareil fonctionnant selon le méme principe que le MAS et constitué¢ d’une
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succession de boites étagées, chacune collectant des particules aérosolisées de diametre
décroissant au cours de la progression de 1’aérosol dans I’impacteur), et un impacteur en milieu
liquide (Impinger) pour déterminer la contamination d’un panache de tour aéroréfrigérante n’a
pu conclure que sur les résultats issus de I’Impinger. Ceux issus de ’impaction directe sur
milieu gélosé se sont avérés ininterprétable du fait de la présence d’une flore fongique
interférente, et ce malgré la présence d’un antifongique dans le milieu de recueil (24).

Pour étudier la transmission par aérosol des légionelles présentes dans 1’eau, Bollin (12) a
prélevé des échantillons d’eau de robinet et de douche, des écouvillons de pommes de douche
et de robinetterie et des prélévements d’aérosol grace a des bioimpacteurs d’Andersen. Ces
résultats ont montré d’une part des coefficients de réduction trés disparates d’un site a 1’autre
au sein du méme réseau et d’autre part que ceux-ci (3 a 8.107) sont en moyenne plus élevés que
ceux des Impingers (12). L impossibilité manifeste de détecter des Iégionelles par la méthode
d’impaction sur milieu solide (gélose) peut ¢galement Etre attribuée a la dessiccation de ces
bactéries ainsi qu’au traumatisme de I’impaction, facteurs pouvant altérer la cultivabilité des
l1égionelles (29). 1l serait sans doute intéressant de travailler avec des milieux gélosés contenant
des antifongiques et d’en évaluer I'influence sur la détection des légionelles. Les essais
pourraient également étre effectués avec un milieu spécifique des bactéries a Gram négatif car
la plupart des isolats récoltés sont des bactéries a Gram positif, bactéries présentes dans 1’air

(36).

333- Filtres

Bien qu’utilisée pour la collecte de micro-organismes aéroportés (37), a notre connaissance
aucune publication ne porte sur la collecte de Iégionelles d’aérosol par filtration. Ceci peut
s’expliquer probablement par des performances de collecte qui semblent faibles pour la
filtration comparativement a I’impaction ou a I’impingement (32). Par ailleurs, le stress
occasionné par I’aérosolisation et la collecte sur un filtre sec a sans aucun doute contribué a la
perte importante de Iégionelles, méme avec une détection des bactéries par hybridation in situ.
Dans ces essais, la filtration apparait comme le moyen de collecte le plus 1étal pour les bactéries

et les 1égionelles en particulier, comme cela a déja été observé dans quelques études (38, 39).

4- Conclusion



12

Nos essais de prélevement et de détection de Iégionelles aérosolisées a partir d’une douche
contaminée ont permis la mise en évidence de légionelles. Pour le prélévement d’aérosol,
I’impaction en milieu liquide parait étre la méthode la plus efficace pour collecter des
légionelles. Seule la technique d’hybridation in situ a permis la détection de 1égionelles a
partir d’un aérosol. De plus cette technique s’effectue en un jour alors que la culture nécessite
un délai de dix jours. La détection par hybridation in situ ne permet cependant pas de
déterminer la viabilité des légionelles et la culture demeure nécessaire pour déterminer
I’espece, le sérotype et la viabilité des 1égionelles isolées. Le couplage de la technique de
FISH a la culture permettrait un gain de temps important lors d’une investigation de cas de
légionellose et pourrait permettre de mieux caractériser 1’exposition de population a I’agent

Legionella.

Tableau I. Résultats des quatre manipulations aux jours 0, 1, 5 et 7 (JO, J1, J5 et J7). Concentrations en légionelles cultivables
(UFC/L) et en légionelles détectées par hybridation in situ (bactéries-FISH/L) dans les échantillons d’eau de douche prélevés
au premier jet et aprés 7 minutes d’écoulement d’eau (fin de douche). Les chiffres entre parenthéses correspondent aux
intervalles de confiance a 95% (norme NF EN ISO 62 22 (juillet 1999) (40))

-UFC : Unité Formant Colonies ; ND : non déterminé.

Concentrations
Légionelles cultivables Légionelles hybridées
(UFC/Leau) (Bactéries-FISH/Leau)
Prélévements 1 jet Fin douche 1 jet Fin douche
Jo 1,25.10° 6,7.103 5.10° 2,9.10°
(7,5.10%-1,8.10%) (5,6.103-7,9.10%)
J1 6,5.10% ND 9.10 7,2.10*
(2,5.10%-1.10%)
I5 9.104 1,7.10* 2,6.10° 3,6.10*
(4,5.10%1,4.10%) (1,4.10%-2.10%)
17 2,5.10* 1.10* 3,5.10° 2,6.10°
(0-5,5.10% (8,7.10%-1,15.10*

Tableau II. Résultats des quatre manipulations aux jours 0, 1, 5 et 7 (JO, J1, J5 et J7). Concentrations en légionelles cultivables
(UFC/L), en bactéries autres cultivables (UFC/L) et en 1égionelles détectées par hybridation in situ (bactéries-FISH/L) dans les
aérosols de douche. Les chiffres entre parenthése correspondent aux intervalles de confiance a 95% (norme NF EN ISO 62 22

(juillet 1999) (40)). Les chiffres obtenus pour les prélévements d’air correspondent aux moyennes de deux prélévements.



L’impinger A donne les résultats du premier prélévement de 10 minutes, I’impinger B donne les résultats du deuxiéme
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prélévement successif de 10 minutes. Les résultats Impinger correspondent a des prélévements de 145 L d’air.

UFC : Unité Formant Colonies ; ND : non déterminé.

Prélévements Concentration
Légionelles cultivables Autres bactéries cultivables Légionelles hybridées
(UFC/Lai) (UFC/Lai) (Bactéries-FISH/Lair)

JO Impinger A 0 2 100

MAS 250L 0 6 ND

MAS 500L 0 6 ND

MAS 1000L 0 16 ND

Filtre ND ND 1 dans 400L d’air
Al Impinger A 0 2 37

Impinger B 0 1 24

MAS 250L 0 32 ND

MAS 500L 0 27 ND

MAS 1000L 0 22 ND

Filtre ND ND 3 dans 510 L d’air
J5 Impinger A 0 2 29

Impinger B 0 53 10

MAS 250L 0 32 ND

MAS 500L 0 46 ND

MAS 1000L 0 34 ND

Filtre ND ND 8 dans 536 L d’air
7 Impinger A 0 0 77

Impinger B 0 0 10

MAS 250L 0 25 ND

MAS 500L 0 24 ND

MAS 1000L 0 27 ND

Filtre ND ND 0 dans 320 L d’air
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Figure 1- Relation entre le nombre de Legionella pneumophila exprimé en UFC/L d’eau (identification par
culture) et le nombre de 1égionelles/L d’air (identification par Hybridation in situ) sur les quatre jours de
prélévement. Al correspond aux premiéres 10 minutes de prélévement de 1I’impinger au jour JO. A2 correspond
aux 10 minutes suivantes de prélévement de I’impinger au jour JO. B11 et B21 correspondent aux deux résultats
obtenus pour les deux impingers en paralléle lors des premicres 10 minutes de prélévement au jour J+1. B12 et
B22 correspondent aux deux résultats obtenus pour les deux impingers en paralléle lors des deuxiémes 10
minutes de prélévement au jour J+1. C11 et C21 idem que B11 et B21 pour le jour J+5. C12 et C22 idem que
B12 et B22 pour le jour J+5. D11 et D21 idem pour jour J+7. D12 et D22 idem pour le jour J+7.
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