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Introduction générale

a gestion du risque lié à Legionella est une préoccupation importante des autorités

sanitaires et la réduction de ce risque est inscrite au rang des priorités dans la loi relative à

la politique de santé publique de 2004 [JORF, 2004]. Deux pathologies sont associées à

cette bactérie [Jarraud et al., 2000] : la maladie du Légionnaire, pneumopathie sévère, et la fièvre de

Pontiac, syndrome pseudo-grippal encore mal connu. Aujourd'hui, les épidémies de la maladie du

Légionnaire ne cessent d'augmenter malgré les mesures prises en terme de surveillance et de

sensibilisation sanitaire [Joseph, 2004], tandis que les épidémies de fièvre de Pontiac sont sûrement

sous-estimées du fait de la symptomatologie non définie de manière consensuelle.

De nombreux travaux menés depuis la découverte en 1976 de la bactérie Legionella ont montré que

l'environnement aquatique naturel et artificiel était son réservoir [Nhu Nguyen et al., 2006; Leoni et al.,

2005; Perola et al., 2005; Fields et al., 2002; Steinert et al., 2002]. Les investigations dans ce domaine ont

permis de quantifier sa prévalence et de préciser les conditions favorables à sa multiplication,

notamment une température comprise entre 20 et 45° C [Habicht et Muller, 1988; Wadowsky et al., 1985 ;

Fliermans et al., 1981], certaines caractéristiques physico-chimiques [Borella et al., 2005], et la stagnation

de l'eau [Ciesielski et al., 1984]. Les autorités sanitaires, dans un souci de prévention, ont établi des

valeurs seuils de Legionella dans l'eau et un référentiel indiquant les facteurs de risque à la

prolifération bactérienne [DGS, 2002]. Malgré ces mesures, le risque demeure d'actualité.

En effet, le mode de propagation et la voie de contamination de la bactérie, c'est-à-dire l'aérosol [Fields

et al., 2002], ne sont pas encore pris en considération dans la gestion de ce risque bactérien. Pourtant,

l'urbanisation et les progrès technologiques ont offert à cette bactérie la possibilité de se développer

largement dans des installations techniques (tours aéroréfrigérantes, pommeaux de douche, systèmes

de climatisation) et d'être diffusée sous forme d'aérosols, puis inhalée. Or, à ce jour, il n'existe pas de
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relation connue entre les teneurs en légionelles dans l'eau et dans l'aérosol. La fonction de transfert

entre l'eau, contaminée en Legionella, et l'air est encore inconnue même si de rares travaux ont tenté

d'évaluer le niveau de contamination de l'aérosol [Ishimatsu et a1., 2001 ; Breiman et a1., 1990a et b;

Bollin et al., 1985; Dennis et al., 1984]. La gestion de ce risque biologique est donc limitée par des

aspects métrologiques - mesure et détection de Legionella dans les aérosols - et à fortiori par la

méconnaissance de la dose infectante et l'absence de relation dose-effet établie pour l'Homme.

Dans ce contexte, ce travail de recherche concerne l'exposition à la bactérie Legionella présente dans

des aérosols d'eaux chaudes contaminées, et vise à quantifier le risque d'infection à légionelles dans

une population sensible. Il s'intéresse à la forme bénigne de l'infection à Legionella, la fièvre de

Pontiac. Les modèles d'exposition choisis sont les personnes âgées vivant en maisons de retraite dans

la région lorraine; et la voie d'exposition est l'aérosol généré lors de la prise de douche.

Cette recherche associe des aspects de biologie environnementale et des aspects épidémiologiques.

Elle met en œuvre des outils innovants de caractérisation des expositions, à la fois en termes de

collecte d'aérosol (différents principes de prélèvement des bioaérosols, banc d'aérosolisation) et de

mesure des légionelles aérosolisées (méthodes conventionnelles et moléculaires).

L'exposition des personnes âgées a été prise en compte à la fois à partir de données écologiques

(concentrations de Legionella dans l'eau et dans l'air) et de caractéristiques individuelles (fréquence

de la prise de douche, âge, sexe, tabagisme, antécédents médicaux, ... ).

L'objectif principal est d'établir une relation entre les niveaux de contamination en légionelles dans

l'eau et les aérosols de douches et l'incidence de la fièvre de Pontiac dans la population exposée. Il

met notamment l'accent sur (i) une meilleure connaissance de la colonisation de Legionella dans les

réseaux d'eau chaude; (ii) une caractérisation de la voie d'exposition à la bactérie, l'aérosol; (iii)

l'appréciation des risques sanitaires encourus par les populations exposées.

L'analyse bibliographique constitue le chapitre 1 de ce mémoire; elle fait la synthèse des

connaissances actuelles sur la bactérie pathogène Legionella. Pour se faire, nous nous sommes inspirés

de la démarche classique de l'évaluation du risque. Ainsi, trois phases sont développées: (i)

l'identification de la bactérie; (ii) la caractérisation du danger de cet agent et (iii) des expositions à

Legionella ; ainsi que la surveillance épidémiologique mise en place pour cette bactérie.

Le chapitre 2 détaille le matériel et les méthodes employées durant ce travail: (i) présentation de

l'étude épidémiologique; (ii) réalisation du diagnostic réseau afin d'identifier les différents points

critiques au sein des établissements en terme de Legionella ainsi que les points de prélèvements d'eau

et d'aérosols; (iii) analyse des échantillons environnementaux (eau et aérosols) et biologiques (sang et

urine) à la recherche de Legionella et ; (iv) présentation des outils statistiques utilisés.
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Le chapitre 3 est consacré à l'occunence de Legionella dans les eaux chaudes des douches d'une

trentaine de maisons de retraite de la région Lonaine. La cartographie de la contamination des réseaux

d'eau chaude par Legionella qui en découle est mise en relation avec les résultats d'une analyse des

points critiques répertoriés sur chaque réseau d'eau chaude.

Le chapitre 4 présente la contamination en Legionella des aérosols d'eau chaude, mesurée aux points

de douches des maisons de retraite. Cette contamination des aérosols par Legionella est mise en

relation avec la contamination des eaux en Legionella, toutes deux mesurées au même point, ainsi

qu'avec les paramètres physiques spécifiques à chaque ambiance de prélèvement.

Le chapitre 5 concerne l'infection à Legionella lors de l'exposition des personnes âgées aux aérosols

contaminés d'eaux chaudes générés lors de douches. L'étude épidémiologique permet de mesurer

l'incidence de la fièvre de Pontiac dans un contexte non épidémique.

Le chapitre 6 identifie et quantifie les facteurs de risque de la fièvre de Pontiac chez les personnes

âgées afin de disposer d'un modèle de prédiction du risque de la fièvre de Pontiac dans ce contexte. La

finalité est d'apporter des éléments de réponse quant au risque légionelles en établissant des liens entre

les niveaux de légionelles dans l'eau et dans les aérosols et l'incidence de la fièvre de Pontiac.

En conclusion, un bilan de l'ensemble des résultats acquis est proposé ainsi que des perspectives pour

des travaux ultérieurs.
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Chapitre 1. Etude bibliographique

'objectif de ce premier chapitre est de présenter l'état de l'art des connaissances sur la

bactérie pathogène Legionella. Pour se faire, nous avons adopté la démarche d'une

évaluation du risque pour cette bactérie afin de définir son impact potentiel sur la santé

humaine. Ainsi, trois phases de l'évaluation du risque seront développées: identification de la bactérie,

caractérisation du danger et caractérisation des expositions à cet agent Legionella. Enfin, la dernière

partie de ce chapitre sera consacrée à la surveillance épidémiologique mondiale mise en place pour cette

bactérie.

1 IDENTIFICATION DE L'AGENT PATHOGENE LEGIONELLA

Il s'agit de présenter la bactérie Legionella, un agent d'intérêt sanitaire, avec ses caractéristiques et ses

effets indésirables sur la population. En outre, les circonstances au cours desquelles ce danger bactérien

peut s'exprimer seront aussi développées.

1.1 LA BACTERIE LEGIONELLA

1.1.1 Historique

Les circonstances de la découverte de Legionella sont aujourd'hui bien connues. L'étude de la bactérie

appartenant au genre Legionella, a débuté suite au 58ème congrès de « l'American Legion» (anciens

combattants) en été 1976, à l'hôtel Bellevue-Stratford (Philadelphie, USA). Lors de cet évènement, qui

rassemblait 4400 participants, 182 cas de pneumopathies aiguës fébriles ont été décelés, dont 29 mortels

[Fraser et al., 1977].

La longue enquête épidémiologique qui suivit, montra que l'incidence de la maladie chez les

légionnaires était directement proportionnelle au temps passé dans l 'hôtel. Aucune transmission par la

noulTiture ou de type inter humaine n'a pu être démontrée. L'hypothèse de la contamination par voie

aérienne fut alors été rapidement évoquée, incriminant le système de climatisation de l 'hôtel [Fraser et

al., 1977].

L'agent responsable de la maladie du Légionnaire, la bactérie LDB (Legionnaires' Disease Bacterium),

fut isolé en janvier 1977 par McDade et al. [1977].
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Par la suite, des enquêtes sérologiques rétrospectives permirent de rattacher à la maladie du

Légionnaire plusieurs épidémies de pneumopathies aiguës jusqu'alors inexpliquées depuis 1968 à

Pontiac (USA). Cette maladie n'était donc pas nouvelle. La bactérie avait même été isolée dès 1943 par

Tatlock [Tatlock, 1944] sous l'appellation {( Rickettsia-like ». En 1979, le nom de Legionella

pneumophila (L. pneumophila) fut donné à cette bactérie qui était alors le seul représentant d'une

nouvelle famille, Legionellaceae [Brenner et al., 1979]. La description de cette famille ne reposait alors

quasiment que sur des caractères phénotypiques.

1.1.2 Taxonomie

1.1.2.1 Famille Legionellaceae et place phylogénétique

La famille Legionellaceae, dont la définition n'a pas subi de modification depuis 1979, se situe au sein

de la sous division y-2 des Proteobacteria [Fields et al., 2002; Benson et Fields, 1998]. Cette famille

s'individualise au niveau des Eubacteria et ne comporte actuellement qu'un seul genre: Legionella

[Fields et al., 2002]. Deux autres genres avaient été proposés [GaITity et al., 1980]:

• Fluoribacter, dont les bactéries émettent une autof1uorescence bleue lorsqu'elles sont soumises à une

lumière u.v. de 365 nm. Sous microscope, les colonies apparaissent avec une surface claire, scintillante

et un intérieur opaque en débris de vene.

• Tatlockia, dont les colonies se distinguent par une coloration bleu foncée.

Mais les travaux de Fields et al. [2002] portant sur l'analyse de l'ARN ribosomal16S confirment que la

famille Legionellaceae ne comprend qu'un seul phylum: Legionella. Ainsi, Legionella bozemanii est

synonyme de Fluoribacter bozemanii, L. gormanii, L. maceachernii et L. micdadei sont synonymes

respectivement de F. gormanii, Tatlockia maceachernii et T. micdadei.

1.1.2.2 Genre Legionella : différentes espèces et sous espèces

Le nombre d'espèces et de sérogroupes appartenant au genre Legionella ne cesse d'augmenter depuis

1977. Il existe actuellement 48 espèces et 70 sérogroupes (SGs) [Fields et al., 2002]. La plupart des

espèces sont associées à une pathologie (maladie du Légionnaire et/ou fièvre de Pontiac), mais

quelques-unes n'ont été isolées qu'à partir de prélèvements environnementaux (Tableau 1.1). Il y a 15

SGs identifiés pour L. pneumophila, 2 SGs pour les espèces L. bozemanii, L. longbeachae, L. hackeliae,

L. feeleii, L. sainthelensi, L. erythra et L. quinlivanii, et un seul SG n'a été identifié pour les autres

espèces de Legionella.
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Tableau 1. 1: Espèces et sérogroupes du genre Legionellau [Fields et al., 2002].

Espèce Nombre de SGs

1. 1. pneumophila 15
2. 1. bozemanii 2
3. 1. dumoffii 1
4. 1. micdadei 1
5. 1. longbeachae 2
6. 1. jordanis 1
7. 1. wadsworthii 1
8. 1. hackeliae 2
9. 1. feeleii 2
10. 1. maceachernii 1
11. 1. birminghamensis 1
12. 1. cincinnatiensis 1
13. 1. gormanii 1
14. L. sainthelensi 2
15. 1. tucsonensis 1
16. 1. anisa 1
17. L. lansingensis 1
18. L. erythra 2
19. 1. parisiensis 1
20. 1. oakridgensis 1
21. 1. spritensis 1
22. L. jamestowniensis 1
23. 1. santicricis 1
24. 1. cherrii 1
25. 1. steigerwaltii 1
26. 1. nibrilucens 1
27. 1. israelensis 1
28. 1. quinlivanii 2
29. 1. brunensis 1
30. 1. moravica 1
31. 1. gratiana 1
32. 1. adelaidensis 1
33. 1. fairfieldensis 1
34. 1. shakespearei 1
35. 1. waltersii 1
36. 1. genomospecies 1
37. 1. quateirensis 1
38. 1. worsleiensis 1
39. L. geestiana 1
40. 1. natarum 1
41. 1. londoniensis 1
42. 1. taurinensis 1
43. 1. lytica 1
44. 1. drozanskii 1
45. 1. rowbothamii 1
46. L. fallonii 1
47. 1. gresilensis 1
48. 1. beliardensis 1

Nombre de SGs associés à une
pathologie

15
2
1
1
2
1
1
2
2
1
1
1
1
2
1
1
1
lb
1
1

Oc
Oc
OC
Oc
Oc
Oc
Oc
Oc
Oc
Oc
OC
Oc
Oc
Oc
OC
Oc
Oc
Oc
Oc
Oc
Oc
OC
OC
Oc
Oc
Oc
Oc
Oc

a Espèces présentées dans l'ordre chronologique de leur date d'isolement ou d'identification; b 1. erythra SG 2 a
été isolé chez l'homme; c espèces isolées uniquement de l'environnement.
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La connaissance de la diversité génétique au sein d'un même SG et des variations phénotypiques au sein

de souches génétiquement homogènes a conduit Brenner et al. [1988] à subdiviser l'espèce L.

pneumophila en trois sous-espèces qui sont:

~ L. pneumophila subsp. pneumophila regroupant la souche type Philadelphia-l et des souches

des SGs 1 à 14 ;

~ L. pneumophila subsp. fraseri regroupant la souche Los Angeles-l (souche type du SG 4) et

des souches de SGs 1,4, S et Lansing-3 ;

~ L. pneuinophila subsp. pascullei regroupant les souches du SG S dont la souche type est U8W

[Janaud et a!., 2000].

Parmi les 48 espèces de Legionella il existe des espèces, à développement intracellulaire obligatoire, qui

sont incapables à l'heure actuelle de cultiver sur des milieux de culture spécifiques. Elles sont nommées

« Legionella-Like Amoebal Pathogens» (LLAPs) grâce à leur capacité à infecter et à se multiplier

intracellulairement au sein des amibes [Rowbotham, 1983 ; Rowbotham, 1980]. Ces espèces de légionelles

sont isolées par coculture avec leurs protozoaires hôtes et sont capables d'infecter des protozoaires ou

des cellules humaines.

Ces LLAPs ne forment pas un groupe phylogénétiquement distinct et umque au sem du genre

Legionella et elles sont distribuées dans tout le genre Legionella [Birtles et al., 1996]. Chaque espèce de

LLAP est suivie d'un nombre défini [Adeleke et al., 1996]. Il existe 12 espèces de LLAPs identifiées et

regroupées en S espèces de Legionella [Greub et Raoult, 2004 ; La Scola et al., 2004 ; Adeleke et al., 2001 ;

Adeleke et al., 1996; Birtles et al., 1996] :

• les espèces LLAP-2, LLAP-3, L. rowbothamii (LLAP-6), L. lytica (de type LLAP-7 ou LLAP-9),

• L. drozanskii (LLAP-l),

• l'espèce LLAP-8,

• L. fallonii (LLAP-IO) et

• les espèces LLAP-4, LLAP-ll etL. drancourtii (LLAP-12).

Toutes ces espèces ont été isolées de sites reliés à des épidémies de maladies du légionnaire, à

l'exception de L. lytica, LLAP-l, LLAP-3 et LLAP-S. En effet, ces quatre espèces de Legionella ont été

isolées soit du sol (L. lytica) soit d'échantillons d'eau (LLAP-let LLAP-S) soit d'un crachat de patient

(LLAP-3) [Lo Presti, 1998 ; Fry et a!., 1991].

1.1.3 Description de Legionella

1.1.3.1 Morphologie

Legionella est une bactérie Gram négatif de forme bacillaire de 0,3 à 0,9 )lm de large et de 2 à 20 )lm de

long [Hookey et a!., 1996; Winn, 1988; Chandler et a!., 1979; Rodgers et al., 1978 ; McDade et a!., 1977 ;

Benson et Fields, 1998].
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Legionella est non capsulée, non sporulée et non acido-résistante (à l'exception, parfois, de L. micdadei

dans les tissus infectés) [Winn, 1988].

A l'exception de trois espèces sans motilité (L. oakridgensis, L. natarum et L. londiniensis), les

légionelles sont motiles par la présence d'un ou plusieurs flagelles (occasionnellement une paire)

pouvant atteindre 8 !J.m de long et d'environ 14 à 25 nm de diamètre [Winn, 1988; Rodgers et al., 1980 ;

Chandler et al., 1980a et b]. Ces flagelles sont surtout en position polaire ou sous-polaire [Rodgers et al.,

1979 ; Thomason et al., 1979] et sont attachés à la paroi cellulaire par un corps basal formant un crochet

comme pour les autres bactéries à Gram négatif et permettraient à Legionella d'avoir une motilité lente

par glissement [Thomason et al., 1979].

Des fimbriae ou pilis sont distribués sur toute la surface des bactéries [Winn, 1988; Rodgers et al., 1979 ;

Rodgers et al., 1980].

1.1.3.2 Caractéristiques culturales

Legionella a besoin de conditions particulières pour croître sur des milieux de culture de laboratoire, car

elle est incapable de se développer sur des milieux de culture bactériologiques classiques. Legionella est

une bactérie aérobie stricte se développant sur un milieu de culture à pH légèrement acide (pH=6,9,

avec une tolérance jusqu'à des pH=5,5). Ces bactéries sont chimio-organotrophes et utilisent des acides

aminés (arginine, acide L-glutamique) comme source d'énergie et de carbone. Ainsi, la croissance est

favorisée en atmosphère enrichie en COz (2,5%) et est optimale à 35°C. Les milieux de culture, du fait

des exigences de croissance de Legionella, doivent être enrichis en fer et en L-cystéine car elle est

déficiente en cet acide aminé [Fields et al., 2002 ; BOlllstein et Fleurette, 1992].

Le milieu de culture spécifique à Legionella conventionnellement utilisé par les bactériologistes est la

gélose BCYEa (Buffered Charcoal Yeast Extract a-ketoglutarate), contenant du charbon (détoxifiant,

absorbant les acides gras inhibiteurs) [Feeley et al., 1979], un tampon acide (pH=6,9), de la L-cystéine et

du pyrophosphate ferrique, comme éléments spécifiques de la croissance. Après de 3 à 7 jours de

croissance sur milieu gélosé, les colonies obtenues sont généralement gris-bleu clair mais peuvent être

jaune, verte, blanche, marron, violette ou rose [AFNOR, 2003]. Selon la définition consensuelle standard,

Legionella se caractérise par son polymorphisme et son aspect dit en « verre brisé» à la loupe

binoculaire.

Les caractères inhabituels de Legionella (coloration, eXIgences métaboliques en fer et L-cystéine)

expliquent la difficulté de sa cultivabilité sur des milieux classiques des bactériologistes et permettent

de mieux comprendre son identification tardive de 1977.
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1.1.3.3 Caractéristiques biochimiques et enzymatiques

1.1.3.3. 1 Caractères métaboliques et enzymatiques

Toutes les Legionella sont uréase-négatives et non fermentatives. Toutes (sauf L. worsleiensis) sont

catalase-positives. L'oxydase est le plus souvent négative sauf pour L. anisa. L. pneumophila se

distingue de la majorité des autres espèces de légionelles par sa capacité à hydrolyser l'hippurate (seules

L. feelei 1, L. geestiana, L. waltersii et quelques souches de L. londoniensis ont aussi cette capacité)

[Hébert, 1981; Benson et Fields, 1998]. Ce test peut être utilisé comme critère présomptif pour distinguer

quelques espèces de Legionella des autres.

1.1.3.3.2 Caractères antigéniques

La stlUcture antigénique de Legionella a surtout été étudiée pour l'espèce L. pneumophila car elle est la

plus fréquemment responsable de légionellose. L'activité antigénique de Legionella est liée à des

protéines sécrétées et à des antigènes de la membrane extel11e.

• La principale protéine sécrétée est la « Major Secretory Protein » (MSP), protéase de 39 kDa. Ses

propriétés antigéniques ont été démontrées par des essais précliniques de vaccination [Blander et Horwitz,

1991a et b; Blander et HOlwitz, 1989]: en injectant cette protéine par voie sous-cutanée, une

hypersensibilité retardée (érythème et induration) s'est développée ainsi qu'une protection immunitaire

contre les doses létales d'aérosol contaminé en Legionella. Une vaccination à MSP peut induire une

protection immunitaire à quelques espèces de Legionella et L. pneumophila [Blander et Horwitz, 1991].

• Les antigènes membranaires sont:

~ Les lipopolysaccharides (LPS), situés à la surface de la bactérie [Elliott et al., 1981] sont

parmi les composants les plus importants de la membrane extel11e. Ils sont composés de sucres [Fox,

1990], d'une forte teneur en acides gras ramifiés, de peu d'acides gras hydroxylés. La stlUcture des LPS

varie selon les espèces et même selon la souche de Legionella, ainsi ils sont spécifiques et

caractéristiques de chaque SG de l'espèce [Ciesielski et al., 1986; Otten et al., 1986].

Ce LPS joue le rôle d'une endotoxine lors des infections [Winn, 1988; Johnson et al., 1979]. L'activité

antigénique a été découverte par des sélUms de patients infectés par Legionella pour lesquels la plus

grande partie des anticorps développés était dirigée contre ce LPS [Hindhal et Iglewski, 1986; Gabay et

Horwitz, 1985].

Les LPS sont constitués de trois parties [Neidhardt et al., 1994; Cielsielski et al., 1986] :

• Un lipide, appelé lipide A, ancre le LPS dans la membrane extel11e et est responsable des

activités endotoxiques [Leclerc et al., 1995],

• Une courte série de sucres oligosaccharidiques constituant la partie centrale,
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• Une longue chaîne glucidique, dont la longueur atteint 40 sucres, constitue l'antigène O. Les

chaînes glucidiques hydrophiles de l'antigène 0 se trouvent à la surface de la bactérie. Les LPS

constituent donc le support de l'activité antigénique.

~ La protéine «Major Outer Membran Protein » (MOMP) [Hindah1 et Ig1ewski, 1984]

comme son nom l'indique, est la protéine majeure de la membrane exteme [Eng1eberg et al., 1986; Gabay

et Horwitz, 1985]. Cette protéine MOMP, pour Legionella, a un poids moléculaire de 24 kDa à 33 kDa

selon les études [Butler et al., 1985; Gabay et Horwitz, 1985; Hindah1 et Ig1ewski, 1986; Nolte et Conlin,

1986]. Elle est un canal pennéable aux ions quatre fois plus sélectif pour les cations que pour les anions

[Gabay et al., 1985]. De plus, cette protéine serait une porine car Gabay et al. [1985] ont démontré qu'elle

a des propriétés similaires à celles des porines d'E. coli. Cette protéine est immunogénique [Eng1eberg et

al., 1986] et est nécessaire pour infecter son hôte. Sans cette protéine, la bactérie perd la faculté

d'infecter une cellule semblable aux macrophages humains, tout en gardant la possibilité de

multiplication intracellulaire [Cianciotto et al., 1989].

1.1.3.4 Composition en acides gras cellulaires

La composition en acides gras ramifiés cellulaires que possède Legionella est un des éléments les plus

caractéristiques de cet organisme. En effet, 40 à 90 % des acides gras des Legionella sont ramifiés

[Lambert et Moss, 1989]. Or les acides gras ramifiés, fréquents chez les bacilles à Gram positif, sont

rarement rencontrés chez les bacilles à Gram négatif et toujours en très faible quantité [Mannet et al.,

1988; Ganigues et Véron, 1987]. Chaque espèce comporte en théorie une composition spécifique en

divers acides gras, autant en quantité qu'en qualité: ce critère a donc été utilisé pour classer les

Legionella en groupe d'espèces [Moss et al., 1981; Moss et Dees, 1979]. En effet, le genre Legionella se

caractérise par la présence des acides gras ramifiés i-14:0', 12-méthyl tétradécanoïque (a-15:0), 14

méthyl pentadécanoïque (i-16:0), hexadécanoïque (i-16: 1), et méthyl hexadécanoïque (a-17:0).

L'absence ou la présence en très faible quantité « 0,5% à 5% selon les espèces de Legionella)

d'hydroxyacides est également remarquable [Lambert et Moss, 1989; Finnerty et al., 1979].

1.1.3.5 Composition de la paroi

La paroi de Legionella, comparable à celle des autres bactéries Gram négatif [F1esher et al., 1979],

présente cependant des caractéristiques spécifiques au niveau du peptidoglycane et des ubiquinones :

• Le peptidoglycane de L. pneumophila est principalement composé d'acide muramique, de

glucosamine, d'acide glutamique, d'alanine, et d'acide meso-diaminopimélique.

• Position du radical méthyl (a : anté-iso ; i : iso) - nombre d'atomes de carbone: nombre de doubles liaisons
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• Une étude a montré que 80 à 90% des résidus aminés de l'acide diaminopimélique sont liés ce

qui confère au peptidoglycane de Legionella une plus grande résistance physique [Amano et Williams,

1983].

• Les ubiquinones (coenzyme Q, enzymes spécifiques de l'activité respiratoire) de la membrane

cytoplasmique jouent un rôle important dans le transport d'électrons [Leclerc et al., 1995]. Elles sont

composées d'un noyau benzoquinone et d'une chaîne latérale comportant habituellement 7 à 10 unités

isopréniques. Les Legionella possèdent des ubiquinones à longues chaînes latérales de 10 à 14 unités et

en mélanges complexes [Lambert et Moss, 1989 ; Mannet et al., 1988] ce qui pounait être utilisé pour les

différencier d'autres bactéries.

1.1.3.6 Composition en sucres de la bactérie

La composition en sucres de Legionella a été suggérée au début des années 90 comme une analyse

chemotaxonomique pelmettant de différencier les espèces de Legionella [Fox et al., 1990]. Toutes les

Legionella possèdent du ribose, mannose, glucose, de l'acide muramique, et de la glucosamine. Pourtant

elles ne contiennent pas d'heptose, qui est généralement retrouvé dans le LPS des bactéries à Gram

négatif. Certaines espèces possèdent de la quinovosamine (à l'exception de L. gormanii, L. micddadei et

L. maceachernii) et de la fucosamine (à l'exception de L. gormanii). La fucosamine et le fucose sont

absents de L. pneumophila même si elle possède les autres sucres [Fox et al., 1990].

1.1.3.7 Génome

L'analyse du génome permet également de caractériser Legionella, notamment par la taille du génome,

par le contenu en guanine et cytosine (GC%) et par la présence d'un plasmide.

Le GC% des Legionella est très hétérogène puisque celui-ci peut être de 36,3% pour L. cincinnatiensis

et s'élever jusqu'à 52% pour L. rubrilucens et L. geestiana [Hookey, 1996].

L'espèce L. pneumophila aurait un génome de 2,5.109 daltons ce qui correspond à une taille de 4,1 Mb

[Brenner, 1979].

Récemment, la souche Philadelphia [Chien et al., 2004] et les deux souches de L. pneumophila (Lens et

Paris) [Cazalet et al., 2004] ont été séquencées ; les derniers mettant en évidence un plasmide et des tailles

de génome de 3 Mb et 38% GC.

1.2 ECOLOGIE

1.2.1 Réservoirs de la bactérie Legionella

L'environnement hydrique constitue le réservoir majeur de Legionella. Cette bactérie n'a d'ailleurs

jamais été retrouvée chez l'homme ou chez des animaux porteurs sains. Quant aux malades atteints de

légionellose, ils excrètent la bactérie Legionella dans leur toux.
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1.2.1.1 Habitat naturel

Legionella est une bactérie ubiquitaire de l'environnement hydrique mais elle colonise aussi, du fait de

la présence d'eau, d'autres types d'habitats.

1.2.1.1.1 Milieu EAU

Le biotope aquatique (avec sa diversité) demeure le principal réservoir de Legionella [Fields et al., 2002 ;

Steinert et al., 2002 ; Winn, 1988 ; Ciesielski et al, 1984 ; Fliennans et al., 1981]. En effet, la bactérie a pu être

isolée aussi bien dans les lacs anciens [Fliennans et al., 1981] et les lacs nouvellement formés (à la suite

d'une éruption volcanique) [Tison et al, 1983], qu'au niveau de rivières et de leurs rives [Fliennans et al.,

1981], dans les eaux de pluie [Albrechtsen, 2002] et même au niveau des eaux souterraines [Costa et al,

2005 ; Brooks et al, 2004 ; Riffard et al., 2001 ; Bhopal, 1995].

Legionella a également été retrouvée dans l'eau de mer [Palmer et al, 1993; Ortiz-Roque et Hazen, 1987].

Toutefois, Legionella est moins résistante dans l'eau de mer qu'en eau de lac ou rivière [Dutka, 1984] du

fait de l'action combinée de la salinité et des rayonnements solaires, tous deux altérant sa survie [Dutka,

1984].

1.2.1.1.2 SOL et autres milieux

Le sol est impliquée comme source d'infection dans de rares cas de maladie du Légionnaire [Wallis et

Robinson, 2005] mais dans aucun cas déclaré de fièvre de Pontiac. De ce fait, il n'y a que de rares travaux

qui tentent d'isolcr Legionella de sols humides [MOITis et al., 1979].

Certains auteurs soulignent aussi la présence de Legionella dans des composts [Koide et al, 2001 ; CDC,

2000; Koide et al, 1999; Hughes et Steele, 1994; Steele et al, 1990a et b]. L'espèce L. longbeachae est

fréquemment retrouvée dans le terreau de rempotage et a été associée à plusieurs cas d'infections lors de

l'utilisation de ce compost [CDC, 2000 ; Koide et al., 1999; Steele et al., 1990a]. Alors que Legionella est

en très faible quantité dans les mélanges de débris végétaux, leur concentration augmente lors du

processus de fermentation grâce au dégagement de chaleur [Steele et al., 1990].

1.2.1.2 Principaux réservoirs artificiels

A partir des divers types de milieux hydriques naturels, la bactérie colonise des environnements

hydriques artificiels lorsque les conditions favorables sont réunies: une température d'eau comprise

entre 35 et 45°C, une éventuelle stagnation d'eau, la présence de certains matériaux (fer, silicone), le

dépôt de tartre, la présence d'autres microorganismes (bactéries, protozoaires, algues), ... [Steinert et al.,

2002].
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Legionella est aussi ubiquitaire de ces systèmes hydriques artificiels [Koneman et al., 1997] et comme il

est souligné par le Centre National de Référence des légionelles (CNR), la présence des légionelles dans

les milieux hydro-telluriques n'est pas extraordinaire: leur fréquence est estimée à 50% des

prélèvements réalisés même si leur isolement dans un circuit d'eau est rarement associé à l'apparition

d'une maladie [Door et Blandin, 2005].

1.2.1.2.1 Réseaux d'eau chaude sanitaire

De nombreuses études illustrent la colonisation des réseaux d'eau chaude par les légionelles. Elles sont

retrouvées aussi bien dans les réseaux d'eau chaude sanitaire des hôpitaux [Leoni et al., 2005 ; Perola et

al., 2005 ; Almy et Joly, 1992], des établissements communautaires (hôtel, immeuble) [Borella et al., 2005 ;

Leoni et al., 2005], et des réseaux municipaux [States et al., 1987].

Le rôle de la température aussi bien en production qu'en distribution d'eau chaude semble être un des

facteurs déterminant sur la présence de Legionella dans les réseaux d'eau chaude sanitaire. Diverses

études menées en milieu hospitalier ont montré que la colonisation du système était plus fréquente

lorsque la température circulant dans les tuyaux était inférieure à 50°C ou 60°C [Plouffe et al., 1983;

Vickers et al., 1987]. De même une étude réalisée sur 55 résidences aux Etats-Unis a montré que les

réseaux d'eau contaminés en Legionella présentaient une température moyenne de 40,5°C [Lee et al.,

1988]. L'ancienneté des ballons de stockage d'eau chaude des installations a aussi été mis en relation

avec la présence de Legionella [Alary et Joly, 1992 ; Vickers et al., 1987] ; au delà de l'âge de l'installation,

on peut suspecter l'influence d'une mauvaise maintenance conduisant à des phénomènes de corrosion

ou d'entartrage des parois internes du ballon.

Certains métaux comme le fer ou le zinc favoriseraient le développement de la bactérie dans l'eau

potable [States et al., 1987] : en effet, à des concentrations, même faibles, de 0,05 mg.L'1 de zinc ou de

fer, une croissance de 1 à 2 log de Legionella cultivable est observée après cinq semaines de contact.

Quant aux matériaux utilisés dans les réseaux de distribution, il semble que le cuivre limite plus ou

moins durablement la colonisation comparativement aux matériaux plastique (PVC, PE, PEX) qui

semblent la favoriser [Van der Kooij et al., 2005; Rogers et al., 1994; Bezanson et al., 1992].

1.2.1.2.2 Tours aéroréfrigérantes

Les tours aéroréfrigérantes sont des systèmes de refroidissement d'eau pouvant fonctionner soit par voie

humide soit par voie sèche. Mais, seuls, les systèmes par voie humide constituent un risque de

dispersion de Legionella puisque les deux fluides, l'eau et l'air sont en contact direct [Guide des bonnes

pratiques, 2001]. De nombreuses épidémies à Legionella sont associées à la contamination de ce type de

tours aéroréfrigérantes [Nhu Nguyen et al., 2006; Brown et al., 1999; Addiss et al., 1989; Friedman et al.,

1987; Cordes et Fraser, 1980].
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Ces systèmes sont en effet des milieux favorables à Legionella compte tenu de la température de l'eau,

comprise entre 20 et 40°C [Cordes et Fraser, 1980]. De plus, ces systèmes associés aux circuits de

refroidissement des sites industriels ou dans les bâtiments climatisés ont pour fonction d'évacuer la

chaleur vers l'extérieur en pulvérisant de l'eau en fines gouttelettes dans un flux d'air circulant à contre

courant. Cette circulation de l'air naturelle ou forcée (présence d'un ventilateur), provoque

l'entraînement d'un aérosol de gouttelettes et leur dispersion dans le panache [CSHPF, 2001]. Legionella

peut coloniser l'eau des tours et ensuite être véhiculée dans l'air extérieur par le panache qui s'en

dégage.

1.2.1.2.3 Autres installations

Il existe d'autres installations à réservoir d'eau artificiel qui sont susceptibles à la fois d'être colonisées

par Legionella et d'être potentiellement génératrices d'aérosols. Les sources d'exposition les plus

fréquemment mises en cause dans les cas de légionelloses sont les bassins d'eau utilisés pour la détente,

la balnéothérapie ou le thermalisme comportant de l'eau chaude agitée (piscines, bains à remous, ... )

[Benin et al., 2002 ; Jernigan et al., 1996], les eaux thermales [Martinelli et al., 2001], les fontaines

décoratives [ColTeia et al., 2001 ; H1ady et al., 1993] et plus récemment les machines à glace [Bangsborg et

al., 1995 ; Graman et al., 1997].

D'autres sources d'aérosolisation ont été recensées comme les nébuliseurs, qu'ils soient destinés à un

usage médical ou non [B1att et al., 1993 ; Mahoney et al., 1992 ; Woo et al., 1986] ou les humidificateurs

[Zurav1eff et al., 1983; Mahoney et al., 1992]. Les bassins d'aération de boues activées des stations

d'épuration [Gregersen et al., 1999] ont été aussi mis en cause lors de cas de légionelloses. De plus en

plus recherchée, Legionella est aussi retrouvée dans les eaux des unités dentaires [Singh et Coogan, 2005 ;

Atlas et al., 1995].

1.2.2 Devenir de Legionella dans l'environnement

1.2.2.1 Survie dans l'EAU

Quelques études se sont attachées à identifier les paramètres jouant un rôle dans l'occulTence de

légionelles dans le milieu naturel et dans les réseaux de distribution d'eau potable. Elles ont tenté, à

partir de mesures sur des réseaux de distribution d'eau potable de prédire l'apparition de Legionella

[Borella et al., 2005; Alary et Joly, 1992]. Les principaux facteurs d'influence dans l'environnement

naturel sont la tempérahlre, le pH, les rayonnements, .... Ainsi, les paragraphes suivants décrivent de

manière non exhaustive quelques uns de ces facteurs.

1.2.2.1.1 Température

Les relations entre la température de l'eau et la présence de Legionella sont ti'ès largement documentées

et décrites dans des travaux déjà anciens. La température de l'eau est sans doute un des paramètres les
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plus importants gouvernant la présence de Legionella puisqu'elle influence à la fois sa multiplication et

sa survie.

En effet, il est admis que Legionella se multiplie dans le milieu hydrique à des températures comprises

entre 20 et 45°C et qu'elle a la capacité d'y survivre entre 6 et 66°C [Habicht et Muller, 1988; Wadowsky

et al., 1985 ; Fliermans et al., 1981 ; Tison et al., 1980]. En effet, la cultivabilité de Legionella diminue après

plus de 20 jours à partir d'une température de 42°C et seulement après 25 min. à 60°C (Figure 1.1). Ces

résultats confortent ceux de Dennis et al. où Legionella perdait sa capacité à cultiver à partir de 50°C

[Dennis et al., 1984].

Legionella a été aussi isolée dans des eaux douces naturelles dont la température était comprise entre

ooe (rivière gelée) et 63°C [Bomstein et Fleurette, 1992; F1iennans et al., 1981], dans des sols de la toundra

sibérienne atteignant au maximum en plein été une température de 10°C [Zhou et al., 1997] et dans des

eaux potables de 3-4°e à la sortie de station de potabilisation [Wullings et Van der Kooij, 2006].

35°C

Figure 1. 1 : Effet de la température de l'eau potable sur la survie de L. pneumophila cultivable - A : de 25 à
45°C [Wadowsky et al., 1985]; B: de 60 à Booe [Stout et al., 1986].

1.2.2.1.2 Le pH

La croissance de Legionella, dans l'eau potable, a été observée à des pH variant de 5,5 à 8,5 mais le pH

optimal est de 6,9 [Wadowsky et al., 1985]. D'ailleurs, plusieurs études corroborent le fait que Legionella

puisse survivre dans une large gamme de pH dans l'eau, puisque dans des échantillons d'eau

environnementale, Legionella a été détectée à des valeurs de pH s'étendant de 6,4 à 8,5 [Leoni et al.,

2005 ; States et al., 1987].
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Toutefois, une étude récente réalisée avec des microcosmes met en évidence que Legionella peut

résister à des pHs extrêmes, pH=2, durant cinq jours dans l'eau [Ohno et al., 2003].

1.2.2.1.3 Rayonnement solaire et ultraviolet

Le rayonnement solaire affecterait la croissance de Legionella en eau peu profonde, aussi bien en eau de

mer qu'en eau douce. En effet, un abattement de Legionella cultivables de 5 log est constaté après 6

heures d'exposition solaire naturelle [Dutka, 1984]. Toutefois les légionelles seraient plus résistantes dans

l'eau que des bactéries telles que Pseudomonas aeruginosa ou E. coli pour lesquelles l'inactivation,

mesurée par la perte de cultivabilité est totale après respectivement 4 et 3 heures d'exposition solaire

naturelle [Dutka, 1984].

Cette moindre sensibilité des légionelles aux rayonnements U.V. par rapport à celle d'E. coli a été

corroborée par une étude récente [Oguma et al., 2004] où des cultures pures de L. pneumophila et E. coli

ont été exposées à deux types de lampes U.V. (monochromatique à 254 nm et non-monochromatique

[240-580 nm]).

Deux hypothèses sont avancées pour expliquer la relative résistance de Legionella aux rayonnements

U.V.. D'une part, Oguma et al. [2004] ont montré que Legionella, comparée à E. coli, avait une activité

photolyase plus importante et était capable de réparer son contenu pyrimidique plus rapidement. Ainsi,

quand Legionella est soumise aux rayonnements U.V., elle est capable, contrairement aux autres

bactéries de mettre en place rapidement ce processus de réparation cellulaire.

D'autre part, Tully [1991] a mis en évidence un plasmide conjugatif de 36 MDa permettant aux souches

de L. pneumophila de résister aux rayonnements U.V..

1.2.2.1.4 Salinité

Legionella est retrouvée dans plusieurs types d'environnements marins: océans et mers [Palmer et al.,

1993; Ortiz-Roque et Hazen, 1987]. Même si la salinité (chlorure de sodium) est encore considérée comme

inhibiteur de la croissance des légionelles, l'étude de Heller et al. [1998] montre une perte de la

cultivabilité de L. pneumophila SG. 3 après deux jours à 30 g.L-1 NaCl, alors que pour d'autres salinités

(5 à 20 g.L- 1 NaCI) L. pneumophila SG. 3 a conservé sa capacité à cultiver. De même, une concentration

de 103 cellules de L. pneumophila mise dans une suspension d'eau de mer (salinité en moyenne de 36

g.L- 1
) peut survivre plus de six semaines [Palmer et al., 1993].

1.2.2. 1.5 Oxygène dissous

Legionella est une bactérie aérobie stricte. Aucune croissance de Legionella au sein du milieu eau n'est

observée lorsque la teneur en oxygène dissous est inférieure à 2,2 mg.L-1 mais elle reste cultivable

[Wadowsky et al., 1985]. C'est pourquoi, Legionella a pu être isolée par immunof1uorescence dans les

lacs dont la teneur en oxygène dissous était de 0,3 mg.L-1 [Fliennans et al., 1981].
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D'autres études avancent l'hypothèse que Legionella poulTait être en fait microaérophile [Mauchline et

Keevil, 1991 ; Rogers et Keevil, 1992].

Certains travaux ont tenté de mettre en relation la teneur en oxygène dissous dans l'eau et la présence de

Legionella [Borella et al., 2005 ; Fliennans et al., 1981] ; les résultats tendent à conclure à une action

protectrice de l'augmentation des teneurs en oxygène dissous contre la présence de Legionella. En effet,

une étude réalisée sur plusieurs centaines d'échantillons d'eau de lacs et de rivières, dont les teneurs en

oxygène dissous variaient de 0,5 mg.L"l à 9,6 mg.L"', conclut qu'une teneur supérieure à 5 mg.L"l

d'oxygène dissous dans l'eau est protecteur contre la contamination en Legionella, mesurée

par immunofluorescence [Fliennans et al., 1981]; mais aucune relation statistique significative n'a été

démontrée. Toutefois, plus récemment, une relation statistique significative a été obtenue à partir de

plus d'une centaine d'échantillons d'eau potable, où il a été démontré qu'une teneur en oxygène dissous

supérieure à 3 mg.L"\ était bien protecteur face à la présence de Legionella cultivable dans les réseaux

d'eau [Borella et al., 2005].

1.2.2.2 Survie et biofilm

Le biofilm est défini comme un ensemble d'organismes attaché à une surface solide et enchâssé dans

une matrice de substances polymériques extracellulaires (E.P.S.) [Donlan, 2001 ; Costerton et al., 1995].

Ces E.P.S. sont constitués de protéines, sucres, lipides et acides nucléiques. On retrouve, dans un

biofilm, à la fois des débris organiques et inorganiques (de cOlTosion par exemple), des algues, des

protozoaires et des bactéries comme Legionella, qui colonisent les surfaces en contact avec l'eau,

comme les réseaux d'eau potable [Batté et al., 2003]. Le biofilm ne se présente pas sous la forme d'un

dépôt homogène sur une surface; des canaux et pores au niveau de sa structure permettent ainsi aux

flux de liquide de circuler afin de permettre la diffusion et l'apport de nutriments et d'oxygène

[Costerton et al, 1995] ; il joue donc le rôle de réservoir nutritif. Par ailleurs, le biofilm fournit un habitat

pour la survie et la croissance de Legionella [Murga et al., 2001 ; Rogers et al., 1994].

L'interface eau-matériaux est le lieu privilégié pour l'accumulation de la matière organique, des

bactéries ainsi que de leur multiplication [Martiny et al., 2003]. Certains matériaux favoriseraient même

la colonisation de Legionella, puisque les matériaux plastiques (PVC, PE, PEX) sembleraient favoriser

sa colonisation et sa prolifération au contraire du cuivre [Van der Kooij et al., 2005 ; Rogers et al., 1994;

Bezanson et al., 1992].

Le biofilm assure aussi le rôle de niche protectrice vis-à-vis des désinfectants [Hall-Stoodley et Stoodley,

2005; Lejeune, 2003; Cargill et al., 1992]. L'activité bactéricide des désinfectants comme le chlore est en

effet moins efficace contre les bactéries du biofilm que les bactéries en suspension [Green et Pirrie, 1993 ;

Green, 1993].
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Williams et Braun-Rowland [2003] ont même mis en évidence la persistance de l'activité physiologique

par hybridation in situ de Legionella au niveau d'un biofilm, aussi bien avant et après un traitement à la

monochloramine (4 mg.L- 1 pendant 155 minutes).

1.2.2.3 Survie dans l'AIR

La survie du bioaérosol dépend de sa capacité à résister aux stress de l'environnement. Pour la plupart

des bactéries, l'air est un milieu extrême et la létalité occasionnée par l'aérosolisation est importante.

Elle dépend essentiellement de la résistance intrinsèque des espèces au stress induit par l'aérosolisation

et par l'exposition aux facteurs environnementaux (Tableau 1.2). Ainsi, les paragraphes suivants

décrivent de manière non exhaustive les actions et phénomènes impliqués, lorsqu'ils sont connus, lors

des stress bactériens liés à l'aérosolisation. Il est important de noter que très peu de travaux font état des

dommages subis par l'aérosol dc Legionella face aux conditions environnementales; dans la mesure du

possible, des parallèles sont faites avec les connaissances acquises dans ce domaine pour les autres

bactéries aéroportées.

Tableau 1. 2 : Cibles moléculaires d'une bactérie aéroportée soumise allX stress du milieu aérien [Cox, 1989].

Stress de l'environnement AIR

Humidité relative et la température

Oxygène

Ozone

Open air factor (ozone-oléfines)

Rayonnements UV, rayons-y et rayons X

Cible moléculaire

Protéine dite majeure (OMP), protéines

Phospholipides, membranes

Phospholipides, membranes

Phospholipides, membranes, acides nucléiques

Phospholipides, membranes, acides nucléiques

Lcs récents travaux de Ra [2005] ont mIs en évidence des réponses différentes aux stress

environnementaux suivant les espèces et sérogroupes de L. pneumophila. Ils indiquent notamment

que la survie mesurée par l'intégrité membranaire des légionelles est accrue pour la souchc épidémique

de Lens par rapport à l'espèce L. pneumophila sa. 6. En effet, il s'est avéré que pour L. pneumophila

sa. 1 (souche Lens) et L. pneumophila sa. 6 (souche environnementale) aérosolisées dans les mêmes

conditions, aucune différence sur la survie en terme de capacité à cultiver n'a pu être démontrée. Par

contre, une résistance accrue de la souche Lens a été mise en lumière, au regard de son intégrité

membranaire: après 70 heures d'étude de survie, 80% de l'aérosol de la souche Lens a une intégrité

membranaire intacte contre seulement 10% pour la L. pneumophila Sa.6.

1.2.2.3.1 Phase de croissance

L'état physiologique des bactéries aérosolisées influe sur leur survie dans le milieu aérien. En effet,

Hambleton et al. [1983] ont étudié l'effet de l'activité métabolique des bactéries aéroportées sur leur
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survie en terme de cultivabilité. Pour se faire, ils ont travaillé à la fois à partir de bactéries en phase

exponentielle et stationnaire de croissance, cultivées en milieu liquide (Figure 1.2). Il s'est avéré que

Legionella en phase stationnaire de croissance était plus stable dans les aérosols.

Ces travaux suggèrent que des bactéries environnementales, ayant donc à priori une physiologie

[Hambleton et al., 1983] plus faible et plus ralentie survivent mieux à l'aérosolisation.

1.2.2.3.2 Humidité et température

Suivant le taux d'humidité et la température environnants, la dessiccation des bactéries s'opérant lors de

l'aérosolisation sera plus ou moins importante. Cette perte en eau a un effet à la fois sur la structure et

sur les fonctions de la cellule bactérienne [Webb, 1959].

Ainsi, au travers de quelques études n'utilisant que la cultivabilité pour mesurer les légionelles,

l'humidité relative de l'air et la souche aérosolisée ont été identifiées comme des paramètres influençant

la réponse des bactéries au stress de la dessiccation lors de l'aérosolisation :

• Les premiers travaux consacrés à l'étude de la survie de la bactérie ont montré que les aérosols

de légionelles présentaient une persistance accrue à 60% d'H.R., allant de 1 à 30 min [Dennis et Lee,

1988; Hambleton et al., 1983; Berendt, 1980]. De même, les expériences de Hambleton et al.

[1983] révèlent aussi qu'environ un tiers de la population de légionelles reste cultivable à 20°C et 65%

d'H.R. et ce 30 minutes après aérosolisation (Figure 1.2)

De plus récents travaux [Ha, 2005] ont démontré que l'effet de l'humidité relative à 20°C se montrait

variable avec l'âge de l'aérosol, traduisant l'implication de divers mécanismes dans la réponse

biologique des microorganismes aérosolisés. Lors de la dispersion, un milieu sec, déterminant d'une

cinétique d'évaporation rapide, favorise la conservation des caractéristiques culturales de légionelles

[Ha, 2005]. A court terme (de 30 min à 1 h), ce même milieu sec s'avère plus létal qu'un environnement

humide, du fait de l'action combinée de 1'02 présent dans l'air. A plus long terme, la mesure de la

survie de l'aérosol de légionelles converge une nouvelle fois vers un effet létal de l'humidité après 24h

[Ha, 2005].

• une ancienne étude réalisée en laboratoire sur des légionelles en suspension dans un aérosol à

65% d'humidité relative a montré qu'elles peuvent survivre au moins 2 heures [Hambleton et al., 1983].

• L. pneumophila sérogroupe 1 -sous-type Pontiac- survit mieux que les autres sous-types de L.

pneumophila [Dennis et Lee, 1988].

1.2.2.3.3 Oxydants de l'air

Un aérosol de Legionella est soumis aux mêmes stress environnementaux que d'autres bactéries

aérosolisées. Par manque de données sur Legionella, les données qui suivent concernent d'autres

espèces de bactéries aéroportées.
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Selon Israeli et al. [1994], la plupart des microorganismes aérosolisés sont sensibles à l'oxygène (02),

La toxicité de 1'02 est accrue avec le temps d'exposition, le degré d'humidité relative et la concentration

en oxygène [Israe1i et a!., 1994]. L'effet létal de 1'02 [Hess, 1965] est démontré pour un taux d'humidité

relative inférieur à 70% [Cox, 1989]. En dessous de ce taux, la toxicité s'accentue avec la concentration

en O2 jusqu'à un seuil maximum de toxicité de 1'02 à une concentration de 30% [Cox, 1989].

L'ozone exerce une activité létale sur les microorganismes aérosolisés en fonction du taux d'oléfines

dans l'atmosphère. L' « Open Air Factor» ou O.A.F. désigne l'ensemble des produits de réaction

toxiques de l'ozone-oléfines. Cette toxicité est liée aux propriétés de surface des microorganismes,

puisque l'O.A.F. réagit avec les acides gras formant des substances toxiques comme les

hydroperoxydes. Les bactéries Gram négatif seraient plus sensibles aux O.A.F. par leur riche

composition en lipides de la paroi [Cox, 1989].
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Figure 1. 2 : Survie d'un aérosol de L. pneumophila - A : à 65% d'humidité relative en fonction de l'âge du
bioaérosol - a) croissance sur milieu solide pendant 4 jours,. b) croissance en milieu liquide en phase

stationnaire,. c) en phase exponentielle,. B : enfonction du taux d'humidité relative et enfonction de son âge
[Hambleton et al., 1983].

1.2.2.3.4 Rayonnements solaires

Les radiations énergétiques (rayons X, y et U.V.) agissent à plusieurs niveaux au sein des cellules

bactériennes (acides nucléiques, protéines, membranes) provoquant des réactions radicalaires qui

22



Chapitre 1. Etude bibliographique

altèrent les acides nucléiques [Cox, 1989]. En effet, plusieurs études ont montré que les bactéries

aéroportées, en l'absence de rayonnement solaire, ont un taux de survie supérieur [Goff et al., 1973 ;

Fedorak et Westlake, 1978]. Les bioaérosols collectés, sans protection vis-à-vis de la lumière présente une

sous cultivabilité d'un facteur 2,6 à 8,3 par rapport à ceux collectés à l'abri de la lumière [Fedorak et

Westlake, 1978].

Les récents travaux de Ha [2005] cOlToborent cette hypothèse, puisqu'ils montrent que l'exposition

solaire d'une journée horaire hivernale (reproduite par l'exposition à une dose d'U.V.-A estimée à 30

W.m-2
) provoque une perte de cultivabilité de 83% de l'aérosol de Legionella, comparé à un aérosol

soumis à l'obscurité, tandis qu'aucune altération de la membrane des bactéries aéroportées n'a pu être

observée.

1.2.3 Relations de Legionella avec les protozoaires et procaryotes

Afin de se prémunir des facteurs environnementaux influençant sa survie, Legionella a adopté des

stratégies de protection, notamment par l'établissement de relations avec les protozoaires et les

procaryotes de l'environnement.

1.2.3.1 Relations Legionella-protozoaires

Les protozoaires sont des hôtes naturels de Legionella et en constituent un des principaux réservoirs

[Rowbotham, 1984]. Legionella est donc une bactérie protozoonotique, c'est à dire capable d'infecter des

protozoaires et des êtres humains [Rowbotham, 1983]. En effet, 14 espèces d'amibes libres et 2 espèces

de protozoaires ciliés ont été identifiées comme support potentiel de multiplication intracellulaire de

Legionella dans l'environnement [Fields et al., 2002].

Le rôle central des protozoaires, organismes phagotrophiques par excellence [Finlay et af., 1993], dans les

écosystèmes aqueux est aujourd'hui bien connu. En tant que prédateurs majeurs de phytoplanctons et de

bactéries, ils contribuent aux flux nutritifs dans l'environnement. De plus, la présence simultanée des

deux types de microorganismes - Legionella et protozoaires - n'est pas rare. Ils sont fréquemment

retrouvés ensemble notamment dans les eaux [Fields et al., 2002; Barbaree et a!., 1986] ou les sols

contaminés [Newsome et al., 1998; Rowbotham, 1980].

L'analyse faite par les microbiologistes de ces relations entre bactéries et protozoaires a été longtemps

exclusivement axée sur une vision de la dynamique proie-prédateur. Depuis ces dernières années, tout

l'intérêt se porte sur le fait que de nombreuses bactéries survivent voire se multiplient dans certains

protozoaires. Notamment, le rôle de « cheval de Troie» attribué à certaines amibes hébergeant des

légionelles [Molofski et Swanson, 2004] ou d'autres pathogènes [Snelling et a!., 2006 ; Molmeret et a!., 2005]

est maintenant bien établi et un nombre croissant d'interactions microorganismes-protozoaires est décrit

actuellement [Greub et Raoult, 2004].
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Le cycle de vie des amibes libres se caractérise par deux fOlmes, une forme végétative métaboliquement

active et mobile: le trophozoïte et une forme immobile de résistance à des conditions

environnementales hostiles: le kyste [Philippe et al., 2006].

La capacité des protozoaires à former des kystes (dans des conditions écologiques défavorables) peut

être exploitée par Legionella puisqu'elle a été retrouvée dans des kystes amibiens [Ki1vington et Priee,

1990]. Ceci permet de protéger Legionella et de la maintenir jusqu'à ce que les conditions lui deviennent

plus favorables [Barbaree et al., 1986]. Certaines amibes sont capables de sécréter des vésicules de 2 à 6

)lm de diamètre renfermant Legionella [Berk et al., 1998]. Ces vésicules pourraient peut être servir de

particules infectieuses ou de protection face aux conditions défavorables.

La co-culture avec des amibes permet de rendre cultivables des bactéries devenues non-cultivables (tout

en restant viables). Parmi ces bactéries, pour lesquelles la co-culture sert de réactivateur, se trouvent

Legionella [Snel1ing et al., 2006; Steinert et al., 1997] mais aussi Campylobacter [Axe1sson-01sson et al.,

2005], Vibrio cholerae [Barker et Brown, 1994] et encore bien d'autres comme décrit dans la revue de

Snelling et al. [2006].

La capacité de Legionella à survivre dans des environnements défavorables peut être en partie expliquée

par les différences de protection offertes selon les espèces de protozoaires infectées. Ainsi le protozoaire

cilié Tetrahymena pyriformis permet à Legionella de survivre dans des eaux chaudes [Nahapetian et al.,

1991], alors que l'espèce Tetrahymena vorax, qui elle, vit surtout dans des eaux froides, peut elle aussi

permettre la survie de Legionella dans ces mêmes eaux froides [Smith-Somervil1e et al., 1991].

Par ailleurs, l'hébergement de Legionella dans des protozoaires considérés comme amplificateurs de la

bactérie [Kramer et Ford, 1994], pourrait aussi conduire à une expression de la virulence. En effet, les

légionelles ayant fait un séjour intra-amibien ont une capacité d'infection accrue des cellules

épithéliales [Cirillo et al., 1994] puisqu'il existerait des similitudes entre les mécanismes d'infection de

Legionella pour les amibes et pour les cellules eucaryotes [Brie1and et al., 1997a et b].

1.2.3.2 Relations avec les procaryotes

Legionella entretient deux types de relation avec les procaryotes (bactéries et cyanobactéries), certains

lui sont favorables (mutualisme) et d'autres inhibent sa croissance (par des relations de type

amensalisme, compétition ou de type parasitisme).

1.2.3.2.1 Procaryotes favorables

La croissance de Legionella est favorisée par d'autres bactéries telles que Acinetobacter sp., Alcaligenes

sp. et Flavobacterium sp. [Kramer et Ford, 1994].
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Une étude a même mis en évidence que la croissance de Legionella, sur milieu de culture en présence

de Flavobacterium sp., s'effectue alors comme une croissance satellitaire où des petites colonies de

Legionella croient autour de l'espèce synergiste [Wadowsky et Yee, 1983]. Une hypothèse a été avancée

par plusieurs auteurs: ces bactéries accompagnatrices fourniraient des éléments nutritifs nécessaires à la

croissance de Legionella [Kramer et Ford, 1994, Stout et al., 1985; Wadowsky et Yee, 1985; Wadowsky et

Yee, 1983].

La croissance de Legionella est améliorée en association (mutualisme) avec les cyanobactéries du genre

Fischerella sp., Oscillatoria sp. et Phormidium sp. : le COz produit par Legionella serait utilisé par ces

microorganismes photosynthétiques [Tison et al., 1980 ; Bohach et Snyder 1983]. Ceux-ci permettraient la

survie de Legionella en lui fournissant les nutriments nécessaires à sa croissance extracellulaire dans

l'environnement.

En plus de son association nutritive, Fischerella sp. permettrait d'augmenter la stabilité de la

concentration de Legionella dans les aérosols [Berendt, 1981]. Toutefois, cette hypothèse peut être remise

en cause car aucune étude ne vient la corroborer et les mécanismes associés à cette stabilité restent

encore inconnus.

Le mutualisme de Legionella a été aussi démontré avec les algues vertes (Chlorella et Gloeocystis) au

niveau desquelles, la bactérie est capable d'adhérer à la surface: une seule algue verte peut transporter

plusieurs dizaines de Legionella [Hume et Hann, 1984]. Les auteurs avancent l'hypothèse que ce

mutualisme pourrait être comparé à celui existant entre Legionella et les cyanobactéries où les algues

vertes et Legionella échangeraient des éléments nutritifs [Hume et Hann, 1984].

1.2.3.2.2 Espèces néfastes pour Leqionella

Toutes les bactéries présentes dans l'environnement ne sont pas favorables à Legionella. Certaines

d'entre elles peuvent même inhiber sa croissance soit par la synthèse d'un métabolite bactéricide et/ou

bactériostatique (amensalisme), soit par la consommation d'un nutriment nécessaire à Legionella

(compétition), ou soit par une activité prédatrice vis-à-vis de Legionella (parasitisme).

Ainsi, pour une des espèces bactériennes communes des réseaux d'eau: Staphylococcus [Toze et al.,

1990], une étude a corroboré l'hypothèse de sécrétion de substances bactéricides en prouvant que

Staphylococcus warneri sécrétait un peptide inhibiteur de Legionella [Héchard et al., 2005].

Le seul parasite bactérien connu à l'heure actuelle de Legionella est l'espèce Bdellovibrio bacteriovorus

[Tomov et al., 1982; Richardson, 1990] présente dans les sols et eaux contaminés. Après attachement et

pénétration dans la cellule bactérienne, le parasite se multiplie entre la paroi et la membrane

cytoplamsique (bdellokyste) puis est libéré dans l'environnement par lyse de la bactérie.
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1.3 MODES DE CONTAMINATION ET DE TRANSMISSION

La contamination des personnes exposées à Legionella se fait essentiellement par inhalation d'un

aérosol d'eau contaminée par la bactérie [Fields et al., 2002]. Les légionelles aérosolisées atteignent les

alvéoles pulmonaires, infestent les macrophages pulmonaires et provoquent leur destruction (Figure 1.3

et § lA de ce chapitre).

Quelques contaminations par « fausses routes alimentaires» (aspiration lors d'ingestion d'eau) ont été

rapportées chez des patients après chirurgie oncologique réalisée au niveau de la tête et du cou. Il

pounait se former un aérosol lors de ces « micro-aspirations» [Graman et al., 1997]. La manipulation de

teneau a été à l'origine de cas de maladie du Légionnaire en Australie et aux Etats-Unis [Montanaro

Punzengruber et al., 1999; CDC, 2000]. L'hypothèse d'inhalation d'aérosols de Legionella avec ce teneau

humide contaminé est émise puisque ces personnes l'avaient manipulé pendant plusieurs jours avant

l'apparition de la maladie. A l'heure actuelle, aucune contamination ni transmission interhumaine n'a

été démontrée [Benhamou et al., 2005].

L'infectiosité d'un aérosol est étroitement liée à différents paramètres: les caractéristiques physiques de

cet aérosol humide et sa concentration en Legionella avec leur capacité à survivre dans l'aérosol. Pour

l'heure, seul le premier critère est décrit dans la littérature de manière empirique. Ainsi, un aérosol ne

peut être infectieux que si les particules qui le composent sont assez petites pour atteindre les alvéoles

pulmonaires (diamètre inférieur ou égal à 5 /lm) [Bollin et al., 1985 ; Girod et al., 1982] et assez grandes

pour contenir une ou plusieurs bactéries (diamètre supérieur à 2 /lm) [Baron et Willeke, 1986].

A l'heure actuelle, aucune relation fiable n'a pu être mise en évidence entre la concentration en

Legionella dans l'eau ou dans l'air et le développement de la maladie chez l'homme.

1.4 PATHOGENICITE

La pathogénicité est la capacité de Legionella à provoquer une maladie (légionellose) sous une des deux

expressions cliniques: la maladie du Légionnaire (maligne) et la fièvre de Pontiac (bénigne). La

virulence est un paramètre de pathogénicité qui peut varier au sein même d'une espèce ou d'un groupe

d'espèces. Cette virulence s'exprime au travers de facteurs phénotypiques ou génomiques, de l'espèce

pathogène, mais elle peut aussi être influencée par l'environnement.

1.4.1 Cellules hôtes

Legionella est un pathogène intracellulaire facultatif [Winn, 1988]. Elle peut donc se multiplier

extracellulairement (en laboratoire: sur des milieux de culture; dans l'environnement: au sein des
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matrices eau et biofilm), et intracellulairement (au sein de des cellules de mammifères: monocytes,

macrophages) (Figure 1.3).

Chez l'homme, Legionella établit un foyer infectieux au sem de l'alvéole pulmonaire où la bactérie

interagit avec les macrophages et les cellules épithéliales pour lesquelles elle possède un tropisme

particulier. Ces deux entités cellulaires constituent la «porte d'entrée» de l'infection et de la

dissémination de la maladie chez l'homme.

Dans cette étape d'infectiosité, l'action du macrophage alvéolaire est non seulement significativement

neutralisée mais elle constitue aussi une niche réplicative potentielle, avec une augmentation de

l'inoculum bactérien jusqu'à la n ème heure dans le cul-de-sac alvéolaire [Brieland et al., 1997b].

Une deuxième entité cellulaire importante s'est révélée permissive à L. pneumophila : la cellule

épithéliale alvéolaire, qui constitue aussi une autre niche de multiplication pour la bactérie [Mody et al.,

1993].

Transmission de Legionella à l'être humain
par inhalation

hù1ibition de la fusion phagosomc-lysosome.
Lef!ionella réside dans une vacuole.

Adhésion de Legionella, à la
cellule hôte

Legionella est une bactérie
intracellulaire facultative. Elle

V
infecte les protozoaires

= ,<__CI__lV__ir__olll__'e__n__'e__nt__
J

=et,....,....,....__le~s)_macrophages (homme).

3

J
v,....-----..
)

i/= ,....-----..
Entrée de Legionella dans la
cellule hôte

3

1 0

\

La bactérie colonise l'appareil respiratoire (poumons); RéplicatiOl
intracellulaire de Legionella au sein des macrophages

~ l
Quatre heures après son intemalisation, LegiO~
recrute des organites connue les mitochondr;::f~~11~
le RER 1

"============~~

Figure 1. 3 : Cycle de vie de Legionella.
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La capacité de Legionella à se reproduire au sein des cellules de mammifères est dépendante de l'espèce

et même du sérogroupe de la bactérie [Neumeister et al., 1997]. En effet, une étude été menée sur des

cellules humaines de monocytes (Mono Mac 6 Cells) infectées par différentes espèces de Legionella

afin d'évaluer, par culture, la capacité de multiplication des bactéries. Il s'est avéré, par exemple, que L.

dumoffii, L. jordanis et L. longbeachae n'étaient pas capables de se multiplier intracellulairement alors

que le taux de croissance de L. bozemanii et L. micdadei était de 10% par heure. De manière

concomitante, l'étude a été réalisée sur neuf sérogroupes de L. pneumophila (SGs 1 à 9), et il s'est avéré

que le taux de croissance variait d'un SG. à l'autre, de 2% (SG.9) à 8% (SG.6) par heure et que L.

pneumophila SG.8 était incapable de se multiplier.

1.4.2 Facteurs de virulence et mécanisme de pathogénicité

Lors de l'infection d'une cellule hôte, Legionella suit le même processus ou cycle de pathogénicité : elle

adhère, pénètre dans la cellule, résiste aux mécanismes de défenses au sein de la cellule hôte, se

multiplie et quitte la cellule hôte pour infecter d'autres cellules.

Au cours de ce cycle infectieux, deux états bactériens pour L. pneumophila sont distincts, symbole

d'une remarquable plasticité phénotypique [Steinert et al., 2002] :

• un état intracellulaire au cours duquel une réplication se déroule au sein d'une vacuole cloisonnée

(phagolysosomiale) qui permet à la bactérie d'échapper aux mécanismes de défense de l'hôte et

d'utiliser le métabolisme cellulaire à son profit. Au cours de cette phase réplicative, les bactéries sont

majoritairement en phase exponentielle de croissance, de forme longue, sans flagelle, osmo-résistante

(Na+) et présentent une faible activité cytotoxique et une faible résistance aux stress.

• un état extracellulaire infectant qui conespond à un état stationnaire de crOlssance de

Legionella, qui possède une forme en bâtonnet épais et court pourvu de flagelles donc mobile, est osmo

sensible (Na+) avec une forte activité cytotoxique et une meilleure résistance aux stress.

De récents travaux in vitro ont permis de démontrer la réversibilité d'un état à l'autre appelée «

variation de phase» [Molofsky et Swanson, 2004, Cazalet et al., 2004]. Cette notion est cependant encore

théorique aujourd'hui mais permettrait en partie d'expliquer que Legionella soit capable d'alterner un

état phénotypique adapté aux conditions de stress environnemental avec un état intracellulaire

pathogène.

1.4.2.1 Adhésion et entrée de Legionella dans la cellule

La première étape de la pathogenèse de Legionella est la colonisation de la cellule hôte. Chez l'homme,

elle se traduit par une adhésion aux cellules épithéliales des muqueuses respiratoires qui vont interagir

avec les récepteurs spécifiques du macrophage.
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• Les facteurs de virulence intervenant dans cette étape de la pathogénicité de Legionella

sont essentiellement des structures de surface.

Le LPS, couche lipopolysaccharidique, intervient dans l'adhésion de Legionella à la muqueuse

respiratoire [Bomstein et Fleurette, 1992; Rodgers et Oldham, 1984].

La protéine MOMP encodée par ompS permet l'attachement aux macrophages via les récepteurs CRI et

CR3 [Steinert et al., 2002; Krinos et al., 1999]. De plus, son activité similaire à celle d'une porine [Gabay et

al., 1985] lui permet d'adhérer aux membranes des cellules hôtes et d'ouvrir des canaux permettant le

passage d'ions, facilitant ainsi l'entrée dans des cellules hôtes [Dowling et al., 1992].

Les pilis de type IV, désignés par CAP (Competence and Adherence-associated Pilus), sont caractérisés

par une extrêmité adhésive et sont situés à la surface de Legionella. Ils interviennent dans le mécanisme

d'attachement aux cellules hôtes [Leclerc, 2006]. La prépiline peptidase (PilD) encodée par les gènes

pilEL et pilD [S6deberg et al., 2004 ; Stone et Abu Kwaik, 1999; Stone et Abu Kwaik, 1998] intervient dans ce

processus.

Les flagelles augmentent la probabilité de rencontre avec la cellule hôte et la capacité d'invasion mais

en aucun cas ils ne constituent une adhésine [Molofski et al., 2005; Bosshardt et al., 1997].

• Au niveau génomique, le gène rtxA, situé au niveau du locus enhl, est impliqué dans l'adhésion

de L. pneumophila aux cellules hôte de mammifères, à la formation de pores dans la membrane

cellulaire et à la cytotoxocité [Cirillo et al., 2001]. Le gène laiA, facteur de virulence, est aussi

responsable de l'adhésion de L. pneumophila et à son invasion dans les cellules épithéliales d'alvéoles

de poumons [Chang et al., 2005].

• Au niveau chromosomique, trois loci de L. pneumophila sont impliqués dans la capacité à entrer

dans les cellules hôte: enhl, enh2 et enh3 (enhanced entry) [Cirillo et al., 2000].

1.4.2.2 Séjour intracellulaire

Après l'internalisation, la bactérie reprogramme le cycle de maturation du phagosome, notamment en

interceptant le trafic vésiculaire provenant du réticulum endoplasmique rugueux (RER) ce qui permet

d'inhiber la fusion phagosome-Iysosome [Joshi et Swanson, 1999]. Pour permettre son séjour

intracellulaire, de nombreux travaux suggèrent que Legionella sécrète des facteurs de virulence au sein

de la cellule infectée, s'exprimant à plusieurs niveaux:

• Au niveau génomique, les gènes les plus importants du point de vue de la virulence sont les

groupes de gènes dot (defective in organelle trafficking) et/ou icm (intracellular multiplication), au

nombre de 25, situés au niveau de deux régions distinctes du chromosome de Legionella [Leclerc, 2006].
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Ils codent pour un appareil de sécrétion de type IV pelmettant la synthèse et la translocation de

molécules effectrices dans le cytoplasme de la cellule hôte, modulant ainsi les propriétés du phagosome

et inhibant la fusion phagosome-lysosome. Legionella est ainsi protégée et peut se multiplier aux dépens

des macrophages et des protozoaires [Thomas et al., 2004; Cianciotto, 2001 ; Molmeret et al., 2004]. Les

protéines du sytème dot/icm impliquées dans le fonctionnement/formation de l'appareil de sécrétion

sont: DotA, DotB, DotH, DotO, IcmQ, IcmR, lemS, lemW et IcmX [Cianciotto, 2001 ; Coers et al., 2000].

Le gène LvgA est impliqué dans des fonctions de résistance intra et extra cellulaire de L. pneumophila

[Edelstein et al., 2003]. Le gène pmiA joue un rôle dans la survie intracellulaire et la réplication de L.

pneumophila dans les cellules de macrophages et de protozoaires [Miyake et al., 2005].

La dépendance de Legionella au fer entraîne l'existence de mécanismes permettant son acquisition.

Ainsi, Viswanathan et al. [2000] se sont intéressés à cette dépendance et ont montré qu'un opéron

double gène iraAB était nécessaire à l'assimilation du fer mais aussi à l'infection intracellulaire et à la

virulence.

Par ailleurs, Higa et Edelstein [2001] ont mis en évidence que le gène ptsP était indispensable à la

multiplication de L. pneumophila dans le compartiment intracellulaire puisque sa mutation entraîne une

absence de multiplication de L. pneumophila dans certains types de cellules mammifères et une absence

complète dans d'autres.

D'autres loci ont été identifiés mais leurs rôles sont moins bien connus: mil (macrophage infectivity

loci), eml (early stage macrophage-induced locus), mak (macrophage killing) [Abu Kwaik et Pederson,

1996 ; Harb et Abu Kwaik, 2000].

• Au niveau protéique, la protéine de choc thermique Hsp60 (Heat shock protein), associée à la

membrane cytoplasmique de Legionella est localisée à la surface de la cellule quand la bactérie est

intracellulaire. L'augmentation de la synthèse de cette protéine est reliée à l'état de virulence des

souches de Legionella et à son possible relat'gage dans la cellule hôte, intervenant dans le processus de

l'infection [Femandez et al., 1996].

La protéine MIP (Macrophage Infectivity Potentiator) codée par le gène mip est une protéine de surface

initiant l'infection intracellulaire des macrophages et des cellules épithéliales alvéolaires [Cianciotto et

al., 1995]. Deux rôles semblent probables pour cette protéine à travers son activité rotamase : d'abord,

elle permet le repliement rapide des protéines de Legionella nécessaires à l'infection intracellulaire;

ensuite, elle modifierait la conformation des protéines de la cellule hôte pour les inhiber [Lo Presti,

1998].

• Au niveau enzymatique, des enzymes extracellulaires, telles que les protéases et les

hémolysines, ont été impliquées comme des facteurs responsables de quelques pneumonies et

manifestations extrapulmonaires dues à Legionella [Dowling etaI., 1992].
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Les phosphatases, phospholipases C, protéases, zmc métalloprotéases, protéines kinases seraient

impliquées dans les mécanismes de virulence de Legionella au sein de la cellule hôte [Dowling et al.,

1992]. Ces enzymes, facteurs de virulence, interviendraient en bloquant la chaîne respiratoire de la

cellule hôte et en stimulant sa phagocytose [Dowling et al., 1992].

1.4.2.3 Libération de Legionella des cellules hôtes

Les bactéries sont prisonnières de la vacuole de la cellule hôte. La membrane du phagosome éclate ce

qui permet la libération de Legionella dans le cytoplasme de la cellule. Les bactéries peuvent en sortir

en lysant la membrane cytoplasmique sous l'action du gène rtxA [Cirillo et al., 2001], entraînant de fait la

mort de la cellule hôte.

Au niveau protéique, au sein de la cellule hôte, l'épuisement en acides aminés et la production de

guanosine-bipyrophosphate (ppGpp), sont les déclencheurs de la transformation de Legionella du stade

de réplication au stade de virulence [Molofski et Swanson, 2004 ; Hammer et Swanson, 1999). Les auteurs

interprètent cette accumulation comme un signal informant les légionelles se multipliant à l'intérieur de

la cellule hôte que celle-ci ne peut plus fournir de matériau nécessaire à la multiplication de Legionella.

Suite à la libération de Legionella de la cellule hôte, un phénomène de translocation bactérienne conduit

à la dissémination de Legionella à d'autres territoires pulmonaires et la décompartimentalisation

extrapulmonaire par voie hématogène [Muder et Yu, 2002].

1.4.3 Manifestations cliniques des formes de légionellose

Legionella est capable de provoquer plusieurs formes cliniques de maladies regroupées sous le terme

général de légionellose. Les principales formes de légionelloses sont respectivement les atteintes

respiratoires graves (la maladie du Légionnaire) et bénignes (la fièvre de Pontiac) (Tableau 1.3).

1.4.3.1 Maladie du Légionnaire

Il s'agit d'une infection pulmonaire aiguë. La période d'incubation dure de 2 à 10 jours, suivie d'un

syndrome pseudo-grippal: fièvre, toux sèche, céphalées, myalgie, anorexie. Suit alors une hausse de la

température, accompagnée d'une dyspnée, d'une toux virulente et éventuellement d'expectorations

purulentes. Des troubles digestifs (diarrhées, vomissements) et neurologiques (délire, confusion)

peuvent être retrouvés. Des signes cliniques et radiographiques d'atteinte pulmonaire avec parfois une

pleurésie apparaissent alors. La pneumopathie est progressive, avec une évolution fréquente d'une

condensation lobaire vers une atteinte multilobaire (surtout les cas graves). Les deux complications

majeures sont une insuffisance respiratoire irréversible accompagnée d'une insuffisance rénale aiguë.

Sans ces complications, l'évolution du patient atteint de légionellose est généralement favorable surtout

lorsque l'antibiothérapie a été initiée précocement.
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Tableau 1. 3: Manifestations cliniques des légionelloses [Jarraud et al., 2000].

Symptômes

Poumon

Rein

Foie
Tractus gastro
intestinal
Système nerveux
central

Maladie du Légionnaire
Fièvre, toux, myalgies, maux de tête,
douleur thoracique, dialThée, confusion

Pneumopathie, pleurésie, abcès pulmonaire

Désordres rénaux: protéinurie, hématurie,
insuffisance rénale

- -------------------- - .------.- -------------

Peu d'anomalie de la fonction hépatique
Diarrhée aqueuse, douleur abdominale,
vomissements, nausées
Somnolence, délire, désorientation,
confusion

Fièvre de Pontiac

Syndrome grippal: fièvre, toux, myalgie

Absence de pneumopathie et d'abcès
pulmonaire

Absence de manifestations

Absence de manifestations

Absence de manifestations

Absence de manifestations

Chez de rares patients immunodéprimés atteints de la maladie du Légionnaire, la dissémination de

Legionella à d'autres territoires pulmonaires et extra pulmonaires est observée [Muder et Yu, 2002]. Elle

est appelée cliniquement légionellose extra pulmonaire [Edelstein et Meyer, 1984] et se présente sous des

manifestations cliniques dramatiques.

Le site extra pulmonaire le plus fréquent est le cœur avec des manifestations sous forme de myocardite,

péricardite ou endocardite sur valve prothétique. Des atteintes de l'appareil digestif par Legionella ont

été décrites, responsables de péritonite, de colite nécrosante et de pancréatite. Legionella a été

également impliquée, de manière concomitante à la maladie du Légionnaire, dans des cas de sinusite,

pyélonéphrite et d'atteintes musculaires ou cutanées [Sire et al., 1994].

La présence de Legionella dans des organes extra thoraciques tels que le rein [Shah et al., 1992], ainsi

que le foie et la rate a été démontrée notamment pour L. pneumophila [Watts et al., 1980]. Certaines

espèces dont L. anisa [Bomstein et al., 1989] et L. oakridgensis [Tang et al., 1985] sont capables de

provoquer des pleurésies.

1.4.3.2 Fièvre de Pontiac

Découverte en 1968 lors d'une épidémie ayant eu lieu à Pontiac [Glick et al., 1978], elle n'a pu être reliée

à son agent pathogène qu'en 1977. Il s'agit d'une légionellose bénigne qui ne se présente pas sous la

forme de pneumonie mais d'un syndrome pseudo-grippal appelé fièvre de Pontiac [Glick et al., 1978].

Les symptômes déclarés par les patients sont ceux d'un syndrome pseudo-grippal: fièvre, frissons,

céphalées, myalgies [Kaufmann et al., 1981]. D'auh'es symptômes tels que dyspnée, douleurs thoraciques,

vomissements et diarrhées ont été aussi décrits [Castor et al., 2005 ; Jones et al., 2003 ; Benin et al., 2002 ;

Fields et al., 2001]. D'ailleurs, le tableau 1.4 recense tous les symptômes cliniques développés par les

patients lors des épisodes de fièvre de Pontiac. Aucune lésion n'est visible en radiographie. Dans ce cas,

le pronostic vital n'est pas mis en jeu, car la guérison est spontanée [Glick et al., 1978].
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Toutefois, ces signes cliniques ne sont pas spécifiques de la fièvre de Pontiac et il n'existe aucune

définition clinique consensuelle de la maladie à ce jour, même si des études menées dans des contextes

épidémiques ont déjà petmis d'orienter vers les signes cliniques impliqués dans cette maladie [Castor et

al., 2005 ; Jones et al., 2003 ; Fields et al., 2001]. De même pour la durée d'incubation, les données de la

littérature varient de 6 à 66 heures [Castor et al., 2005 ; Fields et al., 2001 ; Gütz et al., 2001 ; Miller et al.,

1993].

Une définition opérationnelle de la fièvre de Pontiac a été proposée dans le cadre de ce travail [Tossa et

al., 2006] et sera présentée au chapitre 5.

Tableau 1. 4 : Signes cliniques développés durant des épisodes de fièvre de Pontiac.

Source d'exposition

Lavage à haute pression

Fontaine décorative

Piscine

Piscine thennale

Tour aéroréfrigérante
de climatisation
Piscine

Symptômes
Fièvre, frissons, asthénie, douleurs thoraciques,
céphalées, myalgies, nausées, toux, dyspnée,
vomissements, diarrhées, douleurs abdominales,
rougeur oculaire avec photophobie et gorge endolorie
Fièvre, myalgies, céphalées, frissons, asthénie, douleur
du dos, nausées, toux, vertige, crampes, diarrhée et
vomissements
DialThées, vomissements, céphalées, nausées, myalgies
et toux
Myalgies, céphalées, asthénie, frissons, fièvre, toux,
nausées, gorge douloureuse et dyspnée

Myalgies, frissons, asthénie, fièvre et céphalées

Fièvre, frissons, douleurs thoraciques, toux et nausées

Références

Castor et al., 2005

Jones et al., 2003

Benin et al., 2002

Fields et al., 2001

Friedman et al., 1987

Mangione et al., 1985

1.4.4 Diagnostic de la maladie du Légionnaire

Les critères de diagnostic sont très précis. Un cas de maladie du Légionnaire est défini chez un patient

présentant des signes de pneumopathies et/ou des caractéristiques radiologiques associés à une

confirmation microbiologique d'infection à Legionella. Ces critères biologiques consistent en

l'isolement de Legionella dans des prélèvements bronchiques, une immunof1uorescence directe positive,

une recherche d'antigène urinaire de Legionella positive ou une séroconversion (augmentation

significative (x4) des titres d'anticorps) avec un deuxième titre minimum de 1/128.

Un cas de maladie du Légionnaire probable correspond à des signes cliniques et/ou radiologiques de

pneumopathie accompagnée d'un titre unique d'anticorps élevé supérieur ou égal à 1/256 quelle que soit

l'espèce [JalTaud et al., 2000; Hubert et al., 1997].

1.4.4.1 Types de prélèvement

Ils concernent principalement l'arbre respiratoire. La mise en culture est possible à partir de plusieurs

types de prélèvement, à savoir:

• Les crachats: l'obtention de Legionella à partir d'un tel prélèvement établit un diagnostic de

certitude de légionellose, car aucun isolat de personne saine n'a pu être obtenu.
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• Les aspirations transtrachéales, bronchiques et les lavages broncho-alvéolaires (LBAs) les

prélèvements les plus conseillés pour leur plus grande probabilité d'isoler Legionella.

• Les exsudats pleuraux: rendement faible en culture.

• Les biopsies pulmonaires: surtout chez les patients immunodéprimés.

D'autres prélèvements ne sont pas mis en culture mais sont utilisés dans le diagnostic de légionellose :

• Les sérums: recherche d'anticorps spécifiques anti-Legionella.

• Les urines: détection d'antigènes de L. pneumophila SG1.

1.4.4.2 Examens spécifiques pour diagnostiquer la maladie du Légionnaire

1.4.4.2.1 Culture

Le prélèvement biologique réalisé sur le patient est ensemencé sur le milieu de culture spécifique à la

recherche de Legionella: BCYE. Le succès de la culture dépend de la nature et de la qualité des

prélèvements [JalTaud et al., 2000]. Essentiellement, le LBA, les aspirations transtrachéales ou

bronchiques et plus rarement les crachats permettent d'isoler Legionella par culture [Fields et al., 2002].

La culture de Legionella bien que difficile est la méthode de choix puisqu'elle permet d'identifier le SG

de l'espèce mise en cause et ainsi de la comparer à la souche environnementale. De plus, la culture a

une spécificité de 100% et une sensibilité de 40 à 60% (Tableau 1.5) [Fields et al., 2002]. Néanmoins, du

fait du délai de diagnostic de 3 à 10 jours, cette méthodologie est de plus en plus délaissée en routine et

elle est utilisée dans moins de 20% des cas (Tableau 1.6).

Tableaul. 5: Evaluation des méthodes de diagnostic biologique de la maladie du Légionnaire [JalTaud et al.,
2000].

Sensibilité Spécificité
Valeur Valeur

prédictive prédictive
(%) (%)

positive (%) négative (%)
Culture 62 100
Immunofluorescence directe 25-70 65
Antigènes urinaires 56 99 86 95
Augmentation du titre des anticorps 75 95-99
Titre unique élevé précoce 10 94 15 91
Titre unique élevé tardif 65 94 54 96

La valeur prédictive positive (VPP) se définit comme la probabilité de présenter la maladie si le test est

positif. Quant à la valeur prédictive négative (VPN), elle se définit comme la probabilité de ne pas

présenter la maladie si le test est négatif. La technique idéale devrait avoir des valeurs prédictives

proches de 100%.
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Tableau 1. 6: Répartition des cas de maladie du Légionnaire selon les méthodes de diagnostic.

Europe, 1999 France, 2004

[OMS, 2000] [Campèse et al., 2005]

n % n %

Isolement 359 16,8 217 18,0
Séroconversion 284 13,3 70 5,8
Détection antigénique urinaire 959 44,9 834 69,4
Titre unique> 256 393 18,4 81 6,7
Détection antigénique pulmonaire 34 1,6 0 0
PCR 27 1,2 0 0
Autres 8 0,4 0 0
Méthode inconnue 72 3,4 0 0
Total 2136 100 1202 100

1.4.4.2.2 Immunofluorescence directe (IFD)

Le prélèvement clinique (expectorations, aspirations trachéales, lavages bronchiques, biopsies

pulmonaires ou liquide pleural) peut être analysé directement par la technique d'immunofluorescence

directe (IFD). Cette technique se pratique à l'aide d'anticorps monoclonaux ou polyclonaux qui

reconnaissent tous les sérogroupes connus de 1. pneumophila pour la majorité des réactifs

commercialisés. L'examen direct au microscope à fluorescence des prélèvements permet la détection

rapide de Legionella soit une heure et demi après l'arrivée du prélèvement au laboratoire [EPA, 2001].

Le principal inconvénient de cette technique est sa faible sensibilité (25 à 70%) avec un seuil de

détection de 104 UFC.mL- 1 (Tableau 1.5). La relativement faible spécificité de 60 à 70 % est liée à des

réactions immunologiques croisées avec certaines autres bactéries comme Pseudomonas aeruginosa, P.

fluorescens, Stenotrophomonas maltophilia, Bordetella pertussis, Bacteroides fragilis et Francisella

tularensis [Fields et al., 2002; Jarraud et al., 2000]. Cette technique reste limitée quant au nombre

d'espèces testées et reste surtout focalisée sur la recherche de 1. pneumophila ce qui peut expliquer sa

faible utilisation lors de la détermination du diagnostic de légionellose.

1.4.4.2.3 Amplification génique

Les tests basés sur l'amplification génique sont utilisés pour détecter Legionella dans les prélèvements

urinaires, les lavages broncho-alvéolaires et les sélUms [Jarraud et al., 2000]. L'amplification est

effectuée actuellement sur deux gènes: le gène mip (permet de détecter 50 UFC dans les LBAs) [Jaulhac

et al., 1992] et le gène rrf de petite taille correspondant à l'ARN ribosomal 58 [MacDonell et Colwell,

1987].

Les avantages principaux de cette technique d'amplification sont la rapidité de la détection des

Legionella et la possibilité de détecter les espèces de Legionella autres que 1. pneumophila. Les limites

de ces tests d'amplification génique sont liées à la présence d'inhibiteurs de la Taq polymerase dans les

échantillons biologiques et aux techniques d'extraction d'ADN [Jarraud et al., 2000].
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Toutefois, elle est très peu utilisée en routine pour le diagnostic de légionellose, car elle n'est pas

incluse dans la définition d'un cas et par le manque de standardisation dans sa réalisation.

1.4.4.2.4 Présence d'antigènes solubles urinaires

La majorité des patients atteints de la maladie du Légionnaire possède des antigènes solubles de

Legionella dans leurs urines dès l'apparition des symptômes (3 à 4 jours) (Tableau 1.6). Ces antigènes

sont détectables par méthode immunoenzymatique (ELISA) [Ruf et al., 1990] basée sur un anticorps

polyclonal de lapin anti-LPS, radioimmunologique (RIA) [Aguero-Rosenfeld et Eddelstein, 1988] ou par

agglutination au latex. Son intérêt résidc dans la rapidité de la méthode (15 minutes) et dans la facilité

d'exécution.

Aucun test actuellement commercialisé ne permet de détecter tous les sérogroupes de L. pneumophila et

toutes les espèces de Legionella. C'est pourquoi la sensibilité de la technique est faible (56%) si l'on

considère toutes les espèces de Legionella. Celle-ci passe à 80% si l'on ne considère que L.

pneumophila SG1. La spécificité de la technique est de 99%, la VPP est de 86% et la VPN de 95%

(Tableau 1.5).

En théorie, l'anticorps utilisé ne permet de reconnaître que les antigènes issus de L. pneumophila SG1.

En pratique, il est décrit des réactions croisées entre les SG4 et SG6 mais dans de très rares cas, puisque

la spécificité de l'antigénurie urinaire est de 99% [Dominguez etaI., 1998].

La découverte récente de nouveaux antigènes urinaires dirigés contre des espèces autres que L.

pneumophila SGI pounait permettre d'affiner la sensibilité de la technique [Kim et al., 2003]. En effet,

ils permettent de détecter les espèces L. pneumophila SG1, SG3 et SG6 ainsi que L. sainthelensi, L.

anisa, L. oakridgensis et L. jordanis.

1.4.4.2.5 Sérologie

L'immunofluorescence indirecte (IFI) est une des méthodes les plus employées [Fields et al., 2002]

(Tableau 1.6) et est plus sensible que certains tests ELISA [Malan et al., 2003].

Les anticorps apparaissent le plus souvent une semaine après le début de l'infection, avec un pic trois à

quatre semaines plus tard, la sérologie ne permet donc qu'un diagnostic tardif voire rétrospectif. La

séroconversion ne peut jamais être mise en évidence malgré un diagnostic certain de légionellose

[Janaud et al., 2000].

Les anticorps produits suite à une légionellose appartiennent à différentes immunoglobulines (IgM, IgA

et IgG) et sont en majorité dirigés contre le LPS de la membrane externe de Legionella.

La sensibilité et la spécificité de la technique IFI sont seulement disponibles pour un titre élevé et sont

de: sensibilité très faible (10 %) avec une VPP extrêmement basse (15%) ; spécificité de 94% avec une

VPN de 91% [Freney et al., 2000].
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De nombreuses réactions croisées ont été décrites avec les mycobactéries, les leptospires, Chlamydia,

Mycoplasma, Citrobacter, Campylobacter et Coxiella burnetii [Bomstein et al., 1984]. Des réactions

croisées sont également rencontrées entre les différents sérogroupes et entre les différentes espèces de

Legionella [Freney et al., 2000].

Au niveau des populations saines la prévalence d'anticorps anti-Legionella est très faible à quasi nulle.

En effet, les études sur des donneurs de sang montrent une prévalence d'anticorps anti Légionelles à des

titres faibles, positifs au 1I16ème ou 1I32ème, de 0,3% [Franzin et Scramuzza, 1995], 1,2% [Borobio et al.,

1987] ou 2,5% [Bomstein et al., 1986].

Dans ces mêmes populations, lorsque l'on s'intéresse aux dosages sérologiques réalisés aux titres

positifs à l/64ème
, la prévalence a été évaluée à 0% [Franzin et Scramuzza, 1995], 1% [Bomstein et al.,

1986], 1,7% [Storch et al., 1979] ou au maximum 4,3% [Heudorf et al., 2002].

1.4.5 Traitement de la maladie du Légionnaire

La maladie du Légionnaire reste une maladie grave ayant une mortalité non négligeable (14% en France

en 2004 [Campèse et al., 2005]) dépendante de la rapidité du diagnostic, de la précocité de la mise en

route d'une antibiothérapie adaptée et du caractère communautaire ou nosocomial de la maladie

[Ede1stein, 1995; Heath et al., 1996]. L'érythromycine est l'antibiotique historique de référence depuis

l'épidémie de légionellose à Philadelphie de 1976 [Stout et Yu, 1997]. Depuis lors, plusieurs familles

d'antibiotiques actifs ont été mis à disposition [Benhamou et al., 2005] :

• Macrolides: clarithromycine, érythromycine, roxithromycine, spiramycine, dirithromycine,

josamycine ;

• Quinolones: ofloxacine, ciprofloxacine et lévofloxacine ;

• Azalides: azithromycine ;

• Kétolides: télithromycine ;

• Rifampicine

Sur des modèles cellulaires (macrophages alvéolaires humains), l'activité équivalente des quinolones et

de l'azithromycine, est cependant supérieure à celle de l'étythromycine. Les modèles animaux ont

permis de conclure à la supériorité de l'azithromycine sur l'étythromycine et la clarithromycine et à

l'équivalence entre télithromycine et étythromycine. Les quinolones ont une efficacité meilleure à celle

de l'érythromycine et aux macrolides en général (sauf l'azithromycine). En conclusion, l'érythromycine

n'est plus l'antibiotique de choix [Benhamou et al., 2005].

Afin de mieux prendre en charge les patients atteints de l'infection, l'AFSSAPS (Agence Française de

Sécurité Sanitaire des Produits de Santé) recommande donc une antibiothérapie des légionelloses

suivant deux cas (Figure 1.4) :

37



Chapitre 1. Etude bibliographique

• En cas de forme commune: soit un macrolide, soit une quinolone ;

• En cas de forme sévère (gravité élevée) ou chez un hôte immunodéprimé : association de deux

antibiotiques parmi les macrolides, quinolones et rifampicine.

Monothérapie :
Un macrolide (c1arithromycine; dirithromycinc ;

Forme commune ~
josamycine ; roxithromycine ; spiramycine)
Ou une guinolone (ciprotloxacine ;

Antibiotiques actifs:
lévotloxacine ; otloxacine)

Macrolides
Quinolones
Rifampicine

Association de deux antibiotiques:
Forme sévère Macrolide (spiramycine, érythromycine)

Immunodépression -.. Ouinolone (ciprotloxacine, lévotloxacinc, otloxacyne)
Rifampicine

Figure 1. 4: Antibiothérapie des légionelloses recommandées par l'AFSSAPS [Benhamou et al., 2005].

La durée du traitement est de 14 à 21 jours chez les sujets immunocompétents. Elle peut être allongée à

30 jours chez les immunodéprimés ou dans les formes sévères.

2 CARACTERISATION DU DANGER

2.1 RELATION DOSE-REPONSE: CONSIDERATIONS GENERALES

2.1.1 Présentation et définition

La caractérisation du danger est une description des effets délétères sur la santé de la population

exposée à un agent pathogène. Ces effets délétères peuvent se présenter sous la forme d'une infection,

du développement de la maladie ou dans le cas extrême du décès.

Cette description doit dans le meilleur des cas aboutir à l'établissement d'une relation (équation 1.1)

reliant les niveaux de pathogènes consommés/inhalés/contactés (= dose, N) et la probabilité (P) de

développement d'infection, sa sévérité voire d'autres effets sanitaires (= réponse ou effet).

p= f(N) (1.1 )

Cette relation doit pouvoir être exprimée sous une forme mathématique à l'aide de modèles qui vont

décrire la fréquence et la magnitude des effets sanitaires en fonction de l'exposition à un agent

pathogène. L'intérêt des modèles est bien sùr de pouvoir prédire les effets dans les zones où les données

sont très parcellaires, absente voire techniquement inatteignable, c'est-à-dire les faibles doses. Mais la

modélisation des relations dose-effet doit être considérée comme une description simplifiée

d'interaction complexe entre des doses et des effets sanitaires.

Le but final est de quantifier la probabilité d'effet d'un individu en fonction de la dose de

microorganismes à laquelle il a été exposé.
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2.1.2 Modèles mécanistiques ou modèles sans seuil

En reprenant la dénomination donnée par Bonnard [2001], on peut utiliser le terme de modèle

mécanistique plutôt que de modèle sans seuil. Ce modèle a été calibré en le confrontant à des données

expérimentales obtenues sur des animaux ou des hommes volontaires, ou encore grâce à des données

épidémiologiques. Actuellement, au niveau de l'évaluation des risques microbiologiques, la tendance

est de privilégier ce type de relation dose-effet basé sur des hypothèses d'absence d'un seuil de

concentration au niveau duquel le microorganisme est capable de provoquer un effet sur la population

exposée.

Les modèles mécanistiques considèrent que la probabilité de développer une infection dépend d'une

part de la quantité de germes avec laquelle l'hôte entre en contact et de la fraction de ces germes qui va

effectivement atteindre un site d'infection. L'hypothèse considérant qu'un seul microorganisme puisse

initier une infection est retenue, même si cette probabilité est faible, et conduit à la définition du modèle

Exponentiel où la probabilité P d'infection d'un individu exposé à une dose d'exposition N de gelmes

s'écrit [Annstrong, 2004] :

P = l_e(-rN)

où r est la constante représentant la probabilité qu'une Legionella infecte un hôte donné.

(1.2)

(1.3)

Un autre modèle dérivé de celui-ci est également utilisé: le modèle Bêta-Poisson. Dans ce cas, la

capacité d'infection de l'hôte par le pathogène est représentée par une distribution de probabilité pour

tenir compte du caractère variable de ce paramètre. La formulation mathématique de cette probabilité P,

suivant une loi Bêta de paramètres (J. et /3, s'écrit alors [Annstrong, 2004] :

P~l-(l+;r
ou encore (1.4)

où N50 est la dose d'exposition conduisant à une probabilité d'infection de 50% (DIsü).

Ces types de modèle se caractérisent par une extrapolation de type linaire aux faibles doses, en échelle

log.

D'autres modèles mathématiques existent: weibull, logistique, probit (Tableau 1.7). Mais les modèles

exponentiel et Bêta-Poisson restent cependant les plus utilisés comme modèles mécanistiques en

biologie [Annstrong, 2004].
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Tableau 1. 7: Modèles mathématiques utilisés dans les relations dose-réponse.

Types de modèles
Weibull

Logistique

Probit

Formulation mathématique

p = l_e(- qj Nn)

p_ 1
- 1+ e(qj-q,ln(N))

p =_1_ fe[-.:~:~.-\.Jv avec X = (logN - Ji)
~ -00 2~ ~

P : Probabilité d'infection; N: dose de Legionella ; les trois modèles suivent des lois de paramètres qJ et q2.

2.1.3 Incertitudes liées aux modèles de relation dose-effet

Les modèles présentés ci-dessus, basés sur des données expérimentales ou épidémiologiques n'ont

qu'une représentativité limitée aux conditions auxquelles ils se rapportent. En fait, les relations dose

réponse dépendent à la fois de l'agent pathogène, de l'hôte et des conditions de l'exposition. Ainsi,

l'effet pathogène va dépendre du sérotype et de la souche étudiés. De plus, la virulence des souches de

laboratoire est généralement différente de celles de l'environnement [Bonnard, 2001].

Le statut immunitaire et l'âge vont conditionner la réponse. Or les études expérimentales servant à

définir les modèles dose-réponse sont faites, soit sur des individus sains [Philip et al., 2006], soit sur des

animaux [Berendt et al., 1980]. Une relation établie sur des Hommes sains et de sexe masculin dans la

majorité des cas ne peut donc pas en théorie et de manière rigoureuse être appliquée à une autre sous

population [Bonnard, 2001]. Pourtant, c'est sur ce type de population, plus facilement accessible, en

contexte non épidémique que sont établies le plus souvent les modèles dose-réponse [Zmirou-Navier et

al., 2006] ce qui constitue donc une incertitude dans l'évaluation des risques microbiologiques.

Dans le même temps, la notion de population sensible n'est pas prise en compte pour l'établissement de

la relation dose-réponse. D'un point de vue théorique, cette étape devrait aussi intégrer l'existence dans

la population d'individus susceptibles de développer une immunité totale ou partielle à la maladie par la

prise par exemple d'antibiotiques [Coleman et Marks, 1999].

2.2 FONCTION DOSE-REPONSE: DONNEES DISPONIBLES POUR LEGIONELLA

Actuellement, aucune relation dose-effet n'a encore pu être établie chez l'homme. Seules les données de

relation dose-réponse pour L. pneumophila obtenue chez l'animal sont disponibles.

Toutefois, des travaux conduits suite à des épidémies de légionellose émettent bien l 'hypothèse de

l'existence d'une relation entre la dose d'exposition et le risque d'infection mais sans foumir de relation

mathématique définissant ce lien [Brown et al., 1999 ; Breiman et al., 1990a; Addiss et al., 1989 ; Fraser et

al., 1977].
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Concemant les données relatives à l'infectiosité ou à la mortalité animale dues à Legionella, elles ont

été obtenues par différentes voies d'administration: inhalation [Berendt et al., 1980], instillation nasale

[Fitzgeorge et al., 1983 ; Katz et al., 1982], intratrachéale [Winn et al., 1982] ou par injection intrapéritonéale

[Fitzgeorge et al., 1983]. Fitzgeorge et al. [1983] ont montré que l'infectiosité était dépendante de la voie

d'administration. Cependant, seuls quelques travaux relatent à la fois la dose administrée et les signes

d'infection associés.

Par ailleurs, les études permettant de foumir une relation entre exposition de Legionella et infectiosité

différente aussi bien au niveau des espèces de cobayes infectées mais aussi au niveau des espèces de

Legionella administrées [Breiman et Horwitz, 1987 ; Twisk-Meijssen et al., 1987; Jepras et al., 1985; Davis et

al., 1983 ; Fitzgeorge et al., 1983 ; Meenhorst et al., 1983 ; Muller et al., 1983 ; Davis et al., 1982 ; Baskerville et

al., 1981 ; Berendt et al., 1980].

2.2.1 Dose Infectieuse

L'infectiosité de Legionella par inhalation a été étudiée uniquement sur les cobayes, placés dans des

chambres expérimentales d'aérosolisation et exposés à des aérosols contaminés en L. pneumophila

(Tableau 1.8).

Pour chaque expérience, les auteurs ont calculé, à partir des concentrations en Legionella cultivables des

poumons post mortem, les doses réellement retenues en Legionella par les cobayes. Le tableau 1.8 met

en évidence l'hétérogénéité en terme d'exposition en Legionella auxquels les cobayes ont été soumis:

de 4 UFC à 12,0.103 UFC Legionella.

Ainsi, toutes les études présentées dans le tableau 1.8, montrent que les cobayes exposés à Legionella

aéroportée ont présenté 100% d'infection (état fébrile, perte de poids). Mais les auteurs ne se sont pas

attachés à utiliser la même définition d'un état fébrile : augmentation d' 1oC [Meenhorst et al., 1983],

température 2: 40°C [Fitzgeorge et al., 1983], 2 jours à une température 2: 40°C [Davis et al., 1982] ou

encore aucune information n'est donnée quant à la définition d'un épisode de fièvre [Davis et al., 1983].

De plus, la définition d'une infection par la seule mesure de la température est restreinte; la mesure des

titres en anticorps ou la présence d'antigènes urinaires auraient été aussi des marqueurs d'infection

potentiels. Enfin, toutes les études portant sur la détermination de la dose infectieuse sont attachées au

pouvoir infectant de L. pneumophila SG.l, seuls Fitzgeorge et al. [1983] ont travaillé de manière

concomitante sur L. pneumophila SG.3, mais aucune étude n'a travaillé sur d'autres espèces de

Legionella. De ce fait, aucune conclusion, à l'heure actuelle ne peut être avancée quant à la dose

nécessaire, pour induire une infection. Notons toutefois que la dose d'exposition par inhalation ayant

provoquée l'infection chez les cobayes reste inférieure à 104 UFC.
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Tableau 1. 8: Symptômes diagnostiqués chez des cobayes en/onction de la dose d'inhalation en Legionella.

Dose infectieuse
retenue
(UFC)

Symptômes Références

200
4 - 12
8,0.103

__12,oT.§r
200

-~·.··~,6.10T

50
----1i,0.1C{---

2j.lQ3-
129

100% épisodes fébriles

100% épisodes fébriles

BrejlllaI1_etHorwitz-,12§}
Twisk-Meijssen et al., 1987

.... _l~raset al., 1985
Davis et al., 1983
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.fit.zgeorgtl .fLql.,.J983
. _ Meenhor~t.~Lal., 19_83__

Muller et al., 1983
......_.__ .. _.. . __.._.

Davis et al., 1982
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Baskerville eta{,1281
Berendt et al., 1980

2.2.2 Dose Létale

Pour Davis et al. [1983], l'exposition de 5,6.106 UFC L. pneumophila SG 1.L-l air à des rats et cobayes

pendant 30 minutes n'a pas permis de déterminer une dose létale après 14 jours d'expérimentation.

Toutefois, les rats seraient moins sensibles que les cobayes puisque Il % sont décédés contre 56% chez

les cobayes. Winn [1982] confirme cette susceptibilité des cobayes supérieure à celle des rats par

administration intra-trachéale de L. pneumophila (entre 106 et 108 UFC) : 45% des cobayes meurent de

pneumonies contre 5% pour les rats. D'ailleurs, la concentration en Legionella dans les poumons des

cobayes était plus élevée que chez les rats (4.104 UFC contre 1.103 UFC par poumon respectivement).

Si on se limite aux données obtenues par inhalation sur des cobayes, des informations sont disponibles

concemant la mortalité (DL5o) due à Legionella (Tableau 1.9). Ainsi, les doses létales pour 50% de la

population de cobayes varient de 3,0.103 UFC à 6,3.105 UFC. Cette large gamme d'amplitude (2 logs)

entre les dose létales pourrait s'expliquer par le temps d'exposition à Legionella, les antécédents et l'âge

de l'animal et le délai d'attente jusqu'au décès; or, ces informations ne sont pas données par les auteurs

et manquent donc cruellement.

Tableau 1. 9: Létalité observée chez des animaux auxquels Legionella a été administrée.

Voie Animal
Espèce de Legionella d'administration étudié DLso (UFC) Références

Berendt et al., 1980

Mauchline et al., 1994

James et al., 1995

Cobaye

CobayeInhalation

InhalationL. pneumophila SG 1

L. pneumophila SG 1

L h ·l SG 1 Inhalation ..C_...obaye 1,40.10
5

. pneumop la .--.-----
Intrapéritonéale Cobaye 3,00.106

L. pneumophilq§(jslet 3 _ Inhalation Cobaye 1,00.104 Fitzgeorge et al.,1983
..b.fJ...neurrz()phila sg_L .. __ Inha.1,ttio_n Çoba~__ ~-,_OO_.1_0;"" Dennis et~e.e...J.988 __
L. pneumophflq SG 1 Inhalation ColJélJ'e. 3,00.10 Nowicki et a!., 1988

1,66.104

2,00.104

- i~()().l 04

--6,3 ( IOr --

-6,17.103

6,31.1 05
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Les travaux de Berendt et al. [1980] ont même permis de mettre en évidence que la dose létale affectant

50% de la population exposée était dépendante de la voie d'administration de Legionella, puisque la

DLso est un log plus élevé par la voie intrapéritonéale que par l'inhalation.

L'existence d'expérimentations reliant l'exposition à Legionella et la survenue du décès sont au nombre

d'une dizaine, mais aucune n'a établi une relation dose-réponse. En effet, la caractéristique des résultats

obtenus empêche l'établissement de telles relations: manque d'hétérogénéité des réponses cliniques

(réponse tout-ou-rien : 0 ou 100%), documentation imprécise sur le nombre d'animaux ou imprécise sur

les doses d'exposition.

Plus récemment, la co-inoculation intratrachéale de L. pneumophila et Hartmannella vermiformis à des

modèles murins a été réalisée. La présence du protozoaire favoriserait la multiplication de Legionella

intrapulmonaire et la mort des souris [Brie1and et al., 1996].

Mais à l'heure actuelle, aucune étude n'a comparé la virulence des différentes souches de Legionella par

inhalation, ni n'a comparé L. pneumophila à Legionella spp. afin de confirmer/infirmer les tendances

épidémiologiques montrant L. pneumophila plus virulente que les autres espèces de Legionella.

2.2.3 Projection des risques pour l'Homme

Comme précisé précédemment, pour l'instant, la dose infectante chez l'homme est méconnue. Seules

les doses infectantes sur des modèles expérimentaux animaux sont connus (Tableau 1.8).

Les seuils déterminés correspondent à la biomasse bactérienne nécessaire pour induire une infection in

situ au contact de l'interface épithéliale alvéolaire de l'animal exposé. Cette concentration bactérienne

est déterminée par culture à partir des poumons des animaux post mortem. Selon Kliment [1973] et Palm

et al. [1956], le taux de rétention pulmonaire des particules inhalées:::: 51lm est estimée à 50%. Ainsi, la

dose d'exposition environnementale à Legionella dans les aérosols respirables peut être estimée

approximativement au double des doses inhalées reportées dans la littérature, même si cette estimation

ne prend pas en compte les pertes de la viabilité des bactéries lors de l'aérosolisation [Dennis et Lee,

1988].

Il est alors possible d'extrapoler à l'Homme les doses d'infection et de létalité à Legionella obtenues

pour le cobaye. Tout d'abord, concemant la dose d'infection, une seule étude [Muller et al., 1983] a

proposé, à partir de plusieurs concentrations d'exposition en Legionella une relation dose-effet, c'est

donc cette étude qui sera retenue pour déterminer la dose infectante (D.L).

Quant aux données de doses létales, nous disposons de plusieurs études [Fitzgeorge et al., 1983;

Baskerville et al., 1981 ; Berendt et al., 1980], pour lesquelles Armstrong [2004] a déterminé que seules les

données de Baskerville et al., [1981] étaient applicables en modèles mathématiques: Exponentiel et

Bêta-Poisson (cf § 2.1.2); les données provenant des autres travaux ne s'ajustant sur aucun des

modèles mathématiques existants.
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A partir de ces constats, Armstrong [2004] a alors entrepris l'extrapolation des données, obtenues pour

le cobaye, à l'être humain, en prenant en compte les résultats des modèles Bêta-Poisson, caractéristiques

des extrapolations aux faibles doses. Ainsi, il a estimé, de manière théorique, que les doses inhalées

retenues à risque chez l'Homme sont de: DIso = 12 UFC ; DLso = 6,3.103 UFC.

Considérant que seul 50% de l'aérosol est retenu au niveau pulmonaire, les niveaux d'exposition

réellement à risque sont estimés au double de ceux présentés ci-dessus. Bien sûr, il s'agit, ici, d'une

toute première approche de l'estimation d'une relation dose-effet chez l'homme, purement théorique et

méritant d'être confirmée: en effet, la DIso à 24 UFC pour l'homme est encore plus faible que certaines

observées pour les cobayes (Tableau 1.8), dans des conditions extrêmes d'expérimentations, de même

pour la dose létale! Par ailleurs, le transfert des données du cobaye à l 'homme a été réalisé sans

considérer de facteur d'incertitude. De plus, cette extrapolation approximative a omis de prendre en

compte plusieurs paramètres : caractéristiques anatomiques de l'individu, facteurs de risque

(tabagisme), survie de l'aérosol avant inhalation, volume réellement inhalé. Par ailleurs, une étude

récente [Mathieu et al., 2006] a mis en évidence pour la première fois, les doses mesurées de Legionella

aéroportée en contexte épidémique: de 3,3.102 à 5,4.103 UFC.m-3 air; ces concentrations sont bien

supérieures aux DIso proposées par Armstrong [2004]. L'extrapolation des doses infectieuses à

l'Homme mérite donc d'être étudiée de manière plus poussée.

2.3 FACTEURS DE SUSCEPTIBILITE DE L'HoTE A LEGIONELLA

Le risque de contracter une légionellose (maladie du Légionnaire ou fièvre de Pontiac) pour un individu

lorsqu'il inhale la quantité nécessaire et suffisante de Legionella dépend des caractéristiques de

l'exposition et de l'état de santé de la personne exposée.

2.3.1 Facteurs de risque de la maladie du Légionnaire

Le Conseil Supérieur d'Hygiène Public de France a défini en 2005 [CSHPF, 2005] deux catégories de

population à risque pour l'exposition à Legionella :

• Les« personnes à haut risque» représentées par les immunodéprimés sévères ou non après soit

une transplantation ou une greffe d'organe soit par une corticothérapie prolongée (0,5 mg.kg- l de

prednisone pendant 30 jours ou plus, ou équivalent) ou récente à haute dose (supérieure à 5 mg.kg- l

pendant plus de 5 jours).

• Les« personnes à risque» sont les personnes ayant un système immunitaire fortement diminué

du fait, soit d'une pathologie (hémopathie maligne, leucémie, cancers surtout broncho-pulmonaires) soit

d'un traitement immunodépresseur.

Dans le cas particulier de patients atteints par le VIH, la maladie du Légionnaire est une pathologie

intercurrente possible, mais relativement rare [Fields et al., 2002].
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D'autres facteurs favorisants associés à la maladie du Légionnaire ont été retrouvés dans la littérature, à

savOlr:

• L'âge avancé [Marston et a!., 1994] : la maladie du Légionnaire est rare chez les personnes de

moins de 20 ans: un cas déclaré en France en 2004 [Campèse et al., 2005].

• Le sexe masculin [Marston et a!., 1994; Campèse et al., 2005]

• Le tabagisme [Marston et a!., 1994; Campèse et al., 2005]

• Le diabète [Marston et al., 1994; Campèse et al., 2005]

• Les antécédents d'une intervention chirurgicale récente [Stout et Yu, 1997]

• Les pathologies chroniques cardiaques, pulmonaires ou l'insuffisance rénale [Marston et al.,

1994]

• L'alcoolisme n'est pas toujours retrouvé dans la littérature.

Chez certains sujets atteints de maladie du Légionnaire, aucun facteur favorisant n'a été répertorié

[Campèse et al., 2005; CSHPF, 2005].

2.3.2 Facteurs de risque de la fièvre de Pontiac

La fièvre de Pontiac est une pathologie à Legionella, beaucoup moins connue et surveillée que la

maladie du Légionnaire; de ce fait, les données de la littérahtre faisant état des facteurs de risque de la

fièvre de Pontiac sont rares.

Par ailleurs, ces quelques données tendent plutôt à montrer que les facteurs de risques connus pour la

maladie du Légionnaire ne s'appliquent pas à la fièvre de Pontiac. En effet, ni l'âge [Friedman et a!.,

1987; Mangione et a!., 1985] et ni le genre n'ont d'influence sur le survenue de la fièvre de Pontiac [G6tz

et al., 2001 ; Fenstersheib et al., 1990 ; Friedman et al., 1987].

Concernant les pratiques tabagiques, rien ne permet d'affirmer à l'heure actuelle qu'elles constituent ou

non un facteur de risque à la fièvre de Pontiac du fait de la contradiction à ce sujet dans la littérature

[Huhn et al., 2005; Benin et a!., 2002; G6tz et al., 2001; Friedman et al., 1987; Mangione et a!., 1985].

En complément de la susceptibilité des individus, qui constitue un des facteurs favorisant l'acquisition

d'une légionellose, d'autres facteurs interviennent, comme la proximité des installations contaminées et

la durée de l'exposition aux aérosols contaminés, la concentration bactérienne, l'aérosolisation des

bactéries sous forme de particules respirables de taille inférieure à 5 /lm et le pouvoir pathogène de la

souche [CSHPF, 2001].

3 CARACTERISATION DES EXPOSITIONS

L'évaluation de l'exposition vise à caractériser qualitativement et quantitativement le contact entre les

populations et l'agent nocif, ici la bactérie Legionella.
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Pour se faire, les moyens existants pour détecter et analyser Legionella à la fois dans l'eau et les

aérosols sont présentés. Ils permettent d'évaluer les niveaux de contamination en Legionella dans

l'environnement (§3.2). Enfin, les moyens de surveillance et de gestion d'une éventuelle contamination

environnementale à Legionella sont présentés en dernière partie de paragraphe.

3.1 DETECTION DE LEGIONELLA DANS L'ENVIRONNEMENT

La détection environnementale de Legionella fait partie de la surveillance microbiologique du milieu

hydrique; les modalités de cette surveillance dépendent de la nature ou de l'usage de l'eau (eau chaude

sanitaire, eau de tour aéroréfrigérante, eau thermale, ... ). Elle est conseillée dans les lieux où se trouvent

des personnes à risque (établissements thermaux, hôpitaux, ...). Par ailleurs, cette détection est utile lors

d'épidémies ou d'enquêtes épidémiologiques afin d'identifier la source de contamination.

Les réglementations sur la gestion du risque légionelles décrivent à la fois le prélèvement d'eau, non

développé dans ce manuscrit, et l'analyse par culture des échantillons d'eau [AFNOR, 2003]. Les

modalités de prélèvement des aérosols qui sont moins bien connues, non standardisées et plus

novatrices dans la problématique des légionelles ont retenu notre attention et seront abordées, ainsi que

les techniques d'analyses existantes afin de détecter Legionella à la fois dans l'eau et l'aérosol.

3.1.1 Collecte des bioaérosols

Il s'agit de présenter ce qu'est un aérosol et plus précisément un bioaérosol, ainsi que les techniques

utilisées pour sa collecte.

3.1.1.1 Définition d'un bioaérosol

Un aérosol désigne tout ensemble de particules solides ou liquides, ou les deux, en suspension dans un

milieu gazeux. Les particules sont conventionnellement considérées en suspension si leur vitesse de

chute maximale n'excède pas 25 cm.s· l [Lighthart et Mohr, 1994]. Un aérosol désigne donc tout type de

particules en suspension telles que fumées, poussières ou vésicules.

Le terme bioaérosol désigne un aérosol composé de particules d'origine biologique. Par conséquent, un

bioaérosol microbien contient des microorganismes comme des virus, bactéries, champignons,

protozoaires ou encore des algues. C'est un terme restrictif car il tient compte de la nature biologique de

l'aérosol et notamment de ses propriétés (viabilité, caractère infectieux, allergénique, ... ). Les

bioaérosols peuvent contenir des particules solides ou liquides et peuvent aller d'une taille d'un simple

microorganisme à de larges gouttelettes de liquide. Ces aérosols humides peuvent contenir plusieurs

microorganismes, grains de pollens, agglomérés et/ou des microorganismes attachés à des particules de

débris, d'écailles de peau, et/ou à des particules du sol [Lighthart et Mohr, 1994].

Le diamètre aérodynamique des aérosols biologiques est compris enh'e 0,07 et 100 ~lm (Figure 1.5) ; au

delà de cette taille, les particules se déposent rapidement par sédimentation.
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Figure 1. 5 : Tailles des particules d'aérosols [adapté de Lighthart et Mohr, 1994].

3.1.1.2 Outils utilisés pour le prélèvement de bioaérosols

La collecte des aérosols requiert des méthodes capables de séparer et de collecter des particules de l'air

ambiant. L'impaction sur milieu solide, la filtration et l'impaction sur milieu liquide sont les trois

principaux principes de collecte capables d'accomplir cette séparation pour l'échantillonnage du

bioaérosol [Jensen et al., 1994]. L'appareil utilisé pour la collecte de l'aérosol bactérien est appelé

biocollecteur.

3.1.1.2.1 Impaction sur milieu solide

L'impaction consiste à interposer une surface solide (support de collecte) sur le trajet du flux d'air

aspiré. L'air balaie cette surface et les particules, entraînées par leur inertie, sont projetées sur le support

[Jensen et al., 1994].

L'impacteur idéal a un seuil de coupure au niveau duquel toutes les particules plus grandes qu'une

certaine taille aérodynamique sont collectées et toutes les particules plus petites que cette taille passent

au travers du support de collecte. En pratique, un impacteur peut être défini par le nombre de Stokes,

Stkso, qui correspond à 50% d'efficacité de collecte; sachant que les effets de type - perte sur les parois,

rebond/réentraînement des particules - ne sont pas pris en considération par cette approche théorique de

la collecte.
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Il suppose que la masse de particules plus larges que le diamètre de coupure (dso) qui passe à travers le

support de collecte est égale à la masse de particules plus petites que le dso qui ont été collectées. Par

conséquent, le dso est le diamètre aérodynamique au-dessus duquel l'efficacité de collecte de

l'impacteur approche les 100% [Jensen et al., 1994].

Un biocollecteur de type impacteur sur milieu gélosé est composé d'une grille et d'un support de

collecte. Les grilles de l'impacteur peuvent être composées soit de trous soit de fentes. Le support de

collecte peut consister en une plaque, ou un milieu de culture contenu dans une boîte de Pétri [Jensen et

al.,1994].

L'avantage majeur de l'impaction sur milieu solide est sa mise en oeuvre simple et peu coûteuse [Nesa et

al., 2001]. Mais son utilisation est limitée car cette technique ne peut être utilisée directement pour la

détection de Legionella par peR, à moins de remplacer le milieu solide de collecte par un liquide ou un

gel [Pascual et al., 2001]. Les boîtes de Pétri sont souvent saturées lors de prélèvement dans des milieux

ayant une forte pollution microbienne ou lors de prélèvements de grands volumes d'air et l'impaction

rend impossible toute dilution ou concentration du milieu de recueil puisque le prélèvement est effectué

directement sur le milieu de collecte. Legionella dont la croissance est beaucoup moins rapide que les

bactéries rencontrées usuellement dans l'air, Bacteroïdes ou Aeromonas, par exemple, sont difficilement

mises en évidence par cette technique, même en utilisant un milieu sélectif contenant des antibiotiques,

notamment pour limiter la prolifération des moisissures de l'air. La difficulté de détecter Legionella par

la méthode d'impaction a également été attribuée à la dessiccation de ces bactéries ainsi qu'au

traumatisme de l'impaction qui altérerait la cultivabilité de Legionella [Predica1a et al., 2002 ; Bollin et al.,

1985].

3.1.1.2.2 Filtration

Dans le principe de filtration, l'air est aspiré à travers un filtre de forme membranaire ou fibreuse

(comme la fibre de velTe). Les filtres constitués d'une membrane peuvent avoir une variété de taille de

pore due à la nature de cette membrane, constituée de polymère tel que l'ester ou l'acétate de cellulose,

le chlorure de polyvinyl ou le polycarbonate [Jensen et al., 1994]. Les membranes en polycarbonate, qui

ont une rigidité faible, doivent être utilisées avec un support pad.

Une fausse idée reçue consiste à dire que seules les particules de l'air plus larges que la taille des pores

du filtre sont retenues. Or, le déplacement de particules se produit par collision et attachement des

particules à la surface du filtre ou de la membrane [Jensen et al., 1994]. Ainsi, les particules plus petites

que la taille de pores peuvent être collectées efficacement. Les filtres utilisés pour les échantillonnages

de bioaérosols peuvent avoir des diamètres de pore de 0,01 à 10 /lm.

L'efficacité de collecte des filtres est dépendante de la nature du filtre. Pour les filtres en fibre de velTe,

l'efficacité de collecte est fonction de la vitesse de visée (c'est à dire la vitesse d'air à travers la surface
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du filtre). Pour les particules de moins de 1 !lm, l'efficacité globale diminue avec l'augmentation de la

vitesse de visée. Pour les particules de plus de 1 !lm, l'efficacité de collecte du filtre est supérieure à

99%. Pour les membranes, l'efficacité globale est d'environ de 100% pour les particules plus larges que

la taille de pore [Jensen et al., 1994].

Le biocollecteur basé sur le principe de la filtration consiste en une pompe aspirante reliée à une

cassette servant de support au filtre.

La filtration, contrairement à l'impaction, est adaptée aux ambiances fortement contaminées [Eduard et

a!., 1990] puisqu'il est possible de réaliser une série de dilutions de l'échantillon. Toutefois, si le filtre

est placé directement après le prélèvement sur une boîte de Pétri contenant un milieu de culture, les

agrégats de bactéries seront aussi comptés comme une seule colonie entraînant une sous-estimation de

la contamination de l'air. Pour palier ce problème, Lighthart et Mohr [1994] proposent de placer le filtre

dans une solution de lavage et d'inoculer des séries de dilutions de cette solution sur des boîtes de Pétri

contenant le milieu de culture approprié. Les manipulations supplémentaires du filtre parfois nécessaires

[Gomer et al., 2006] - l'extraction de l'échantillon dans un diluant (soumis ou non aux ultrasons), suivie

par une série de dilutions, puis un éventuel marquage ADN (avec/sans fluorochrome) ou anticorps pour

la visualisation microscopique, suivie du rinçage de la solution de marquage en excédent - constituent

un facteur supplémentaire d'erreurs. A notre connaissance, aucune publication ne fait mention de cette

technique pour la détection de Legionella dans un aérosol.

3.1.1.2.3 Impaction en milieu liquide

L'impaction en milieu liquide permet, comme son nom l'indique, l'échantillonnage des aérosols dans

un liquide [Juozaitis et a!., 1994]. Le biocollecteur utilisé est appelé impinger et plusieurs appareils basés

sur ce principe de collecte sont commercialisés comme les impingers Greenberg-Smith, AGI-30, SKC,

... [Jensen et al., 1994]. Ces appareils, d'un coût élevé, sont intégralement composés en verre, donc de

mise en œuvre délicate en routine sur le terrain.

Un impinger est composé d'un tube d'entrée courbé sensé simuler la collecte de particules dans le

passage nasal [Jensen et al., 1994]. L'impinger est un des appareils utilisés pour étudier la potentielle

infection respiratoire due à des microorganismes aériens.

La dsü théorique des impingers est de 0,3 !lm [Jensen et a!., 1994 ; Cown et a!., 1957] et la taille des

particules pouvant être collectées peut atteindre 20 !lm.

Le milieu liquide de collecte semble influencer la viabilité de Legionella et notamment sa capacité à être

cultivée ultérieurement [Hamb1eton et al., 1983]. Il peut être composé d'eau distillée, d'une solution

saline, de la solution de Page, de BMPA, GPMA, BYE, PBS, [Hamb1eton et a!., 1983 ; Ishimatsu et al.,

2001] utilisés seuls ou avec des additifs comme les protéines ou les anti-mousses.
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En effet, la prévention de mousse et la perte du liquide de collecte pounait réduire les dommages sur les

cellules bactériennes [Jensen et al., 1994J.

L'impaction sur milieu liquide semble être la méthode la plus sensible de prélèvement pour Legionella,

mais est d'un emploi plus difficile [Breiman et al., 1990bJ, puisque le recueil est effectué dans un milieu

liquide et que l'instrumentation en vene est fragile. L'avantage de cette technique est qu'elle permet des

dilutions ou des concentrations des microorganismes collectés en fonction de la pollution microbienne

présente dans l'atmosphère, elle est donc adaptée aux ambiances fortement contaminées.

3.1.2 Méthodes d'analyse et d'identification de Legionella

3.1.2.1 Méthodes phénotypiques

3. 1.2. 1. 1 Méthode par culture

Malgré le développement des techniques de biologie moléculaire, la méthode normalisée de culture

reste toujours la méthode de référence. Il existe actuellement trois normes disponibles pour la recherche

de Legionella dans l'eau qui servent aussi à leur détection dans l'air puisque aucune méthode spécifique

à Legionella aéroportée n'existe:

• la norme ISO 11731-2:2004, Detection and enumeration of Legionella, pour des eaux à faible

teneur en bactéries [AFNOR, 2004J

• la norme AFNOR, NF T 90-431, Recherche et dénombrement de Legionella :>pp. et de

Legionella pneumophila [AFNOR, 2003J

• la norme ISO 11731: 1998, Recherche et dénombrement des Legionella [AFNOR, 1998].

Ces normes préconisent l'utilisation de deux milieux de référence pour la détection des Legionella dans

l'eau: le milieu BCYEa (extrait de levure, charbon actif, L-cystéine, a-cétoglutarate et pyrophosphate

fenique) et le milieu GVPC (Glycine, Vancomycine, Polymyxine B, Cycloheximide). Le milieu GVPC

a la même composition que le milieu BCYEa auquel est ajouté une solution d'antibiotiques et de

glycine afin d'inhiber la croissance des microorganismes interférants.

Les exigences nutritionnelles de Legionella et leur croissance lente sur les milieux utilisés ont entraîné

la multiplicité des milieux existants pour leur détection. Ainsi, plusieurs milieux, qui diffèrent par la

nature des antibiotiques ajoutés ont été aussi utilisés:

- MWY (Modified Wadowsky-Yee medium): milieu BCYEa rendu sélectif par l'addition de glycine et

d'antibiotiques (polymixine B, vancomycine et anisomycine) [Edelstein, 1982J ;

- BMPAa : milieu BCYEa supplémenté en antibiotiques (céfamandole, Polymixine B et anisomycine)

[Edelstein, 1981 J ;

- DGVP : milieu supplémenté en glycine et antibiotiques (vancomycine et polymixine) [Ta et al., 1995J ;
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- CCVC (Céphalotine, Colistine, Vancomycine, Cycloheximide): milieu sélectif par l'addition

d'antibiotiques [Kusnetsov et al., 1994).

Edelstein [1982; 1981] a comparé tous les milieux de culture précédemment décrits et a montré que le

milieu de culture BCYEa. avait une meilleure efficacité de détection de Legionella que les autres.

La méthode de culture, simple, sensible et spécifique (100%), reste la méthode de référence dans l'eau,

mais par défaut, aussi dans l'air. Par la cultivabilité des espèces, elle nous donne une information sur la

viabilité d'une fraction des Legionella. Mais, après une longue période d'incubation (8 à 10 jours)

l'obtention des résultats est tardive. La présence de flore interférente peut empêcher la détection et la

quantification de Legionella des échantillons environnementaux (eau et aérosol). De plus, cette

technique ne peut détecter les bactéries viables non cultivables [Hussong et al., 1987] ou actives et non

cultivables [Lebaron et al., 2001], état pouvant être induit par les stress environnementaux [Hussong et al.,

1987] et notamment les stress engendrés par l'aérosolisation des bactéries (cf § 1.2.2.3 de ce chapitre).

3.1.2.1.2 Immunofluorescence directe (IFO)

L'IFD permet de visualiser directement Legionella des échantillons environnementaux soit après

concentration soit à partir de suspensions bactériennes réalisées à partir de colonies obtenues par

culture.

Cette technique permet la mise en évidence et l'identification des Legionella par utilisation d'anticorps

monoclonaux ou polyclonaux marqués: l'échantillon (concentrat ou suspension) est fixé sur une lame

puis recouvert d'anticorps conjugués à un marqueur fluorescent (FITC : isothiocyanate de fluorescéine)

et spécifiques d'antigènes de Legionella. Les anticorps conjugués se lient aux antigènes de Legionella et

les complexes antigène-anticorps sont visibles au microscope à fluorescence, après excitation sous

lumière D.V..

La simplicité de cette technique est accrue par les nombreux kits commerciaux qui proposent soit des

anticorps monoclonaux soit polyclonaux, pour détecter rapidement L. pneumophila (tous SGs

confondus ou un SG particulier) ou L. sp. (plusieurs espèces ou une espèce cible).

L'IFD est une technique rapide (moins de 4 heures) permettant la détection des bactéries non cultivables

si elle est utilisée directement sur les échantillons liquides [Lye et al., 1997; Palmer et al., 1993).

Cependant, des réactions croisées sont possibles avec d'autres espèces bactériennes de l'environnement

[Palmer et al., 1993] (Staphylococcus aureus et Lactobacillus brevis).

3.1.2.1.3 Agglutination au latex

L'agglutination au latex est réalisée à partir de colonies obtenues par culture. Ce test utilise des

anticorps spécifiques anti-Legionella ou anti-L. pneumophila obtenus chez le lapin par le protocole

d'hyperimmunisation de Lancefield [Reyrolle et al., 2004] et adsorbés sur des particules de latex. En
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présence des antigènes de paroi de Legionella, les particules de latex sensibilisés agglutinent et forment

des agrégats bien visibles.

C'est une méthode rapide (1 à 2 min.) qui permet une identification simple et précise des espèces et SGs

de Legionella. En effet, son efficacité d'identification des sérogroupes de Legionella est trois fois plus

élevée comparée à la technique d'immunofluorescence directe [Reyrolle et al., 2004]. Toutefois, elle ne

permet pas de palier la non détection de bactéries viables non cultivables puique cette étape est réalisée

sur des colonies bactériennes. Des kits commerciaux simples d'utilisation existent mais là encore des

réactions croisées entre espèces de Legionella peuvent se produire.

3.1.2.2 Méthodes génotypiques

La biologie moléculaire a permis, grâce à l'application directe de sondes d'acides nucléiques marqués,

de détecter et d'identifier directement des gènes ou des fragments de gènes spécifiques permettant la

mise en évidence des bactéries à croissance lente ou difficile.

3.1.2.2.1 La technique de PCR (Polymerase Chain Reaction)

La réaction de polymérisation en chaîne (PCR) consiste à amplifier une séquence oligonucléotidique.

Cette séquence est comprise entre deux séquences sur lesquelles s'hybrident des amorces de séquence

connues. Cette amplification est rendue possible grâce à une enzyme (polymérase).

Afin de permettre une amplification, trois étapes sont nécessaires:

• Une étape de dénaturation des 2 brins complémentaires de l'ADN entraînant la linéarisation du

double brin hélicoïdal qui compose l'ADN et la séparation des deux brins.

• Une étape d'hybridation des amorces spécifiques du fragment à amplifier sur leur séquence

complémentaire de brins d'ADN matrice.

• Une étape d'extension: les oligonucléotides ainsi hybridés servent d'amorces à l'ADN

polymérase qui va synthétiser de nouveaux brins, copie des brins matrices. Cette étape permet

de synthétiser le fragment d'ADN recherché.

Ces trois étapes sont répétées à chaque cycle d'amplification. Cette technique permet d'obtenir le

fragment d'ADN recherché en grande quantité (106
) ce qui permet de les visualiser aisément sur un gel

d'agarose par électrophorèse, ou par hybridation avec une sonde marquée ou de réaliser des clonages ou

séquençages.

La quantité d'ADN génomique présent dans une cellule de Legionella est d'environ 4 fg pour un

génome d'environ 3,9 Mb [Maiwald et al., 1994].

Plusieurs techniques de PCR ont été développées en utilisant des gènes cibles différents.

L'amplification du gène mip, codant pour une protéine facilitant la pénétration de Legionella dans le

macrophage et intervenant dans sa survie intracellulaire, a été tout d'abord initiée.
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Il présente donc l'intérêt d'être spécifique à Legionella. Un couple d'amorces, Lmip920 et Lmip1548,

en position 942 et 1548 sur le gène mip a été utilisé de façon à amplifier un fragment de 650 pb

[Mahbubani et al., 1990]. Un autre couple d'amorces, Lpml et Lpm2, permet d'amplifier une séquence de

630 pb [Riffard et al., 1996]. Cette technique a été utilisée pour la détection de Legionella dans l'eau, en

incluant les Legionella viables et non cultivables [Bej et al., 1991].

Afin d'améliorer la sensibilité de la PCR, les amorces peuvent aussi être dirigées contre le gène codant

l'ARNr. De nombreuses amplifications par PCR basées sur les gènes de l'ARNr ont été testées sur

Legionella [Declerck et al., 2003; Mahbubani et al., 1990]. Elles comportent des amplifications notamment

du gène rrf(ARNr 5S) et du gène rrs (ARNr 16S) codant pour des régions très conservées au sein du

genre Legionella.

La technique PCR présente de nombreux avantages comme la détection spécifique de Legionella même

si elle est en présence d'une flore interférente abondante [Palmer et al., 1993] ou si elle est en très faible

quantité dans l'eau [Bej et al., 1990]. Par ailleurs, c'est une méthode rapide dont les résultats sont

disponibles en moins de 48 heures. Enfin, elle permet la détection de la totalité des bactéries cibles.

Néanmoins, la technique de PCR ne permet pas de quantifier Legionella dans les échantillons

environnementaux ni de donner d'informations sur son état physiologique.

3. 1.2.2.2 La nested et semi-nested PCR

La PCR interne ou nested PCR est basée sur la réalisation de deux PCR successives destinées à

amplifier spécifiquement une séquence d'ADN précise. Après une 1ère PCR réalisée avec un couple

d'amorces dites externes, le produit est réamplifié au cours d'une 2nde PCR en utilisant un autre couple

d'amorces dites internes. Ce couple d'amorces internes, ou « nested primer set» est localisé à l'intérieur

de la zone amplifiée pendant la 1ère PCR [Xu, 1993]. Concernant la semi-nested PCR, le deuxième

couple d'amorces dites semi-internes est constitué d'une amorce du couple de la 1ère PCR et d'une

amorce interne.

Les amorces utilisées lors de nested ou semi-nested PCR sont identiques à celles utilisées lors de la

réalisation d'une simple PCR, à savoir l'amplification de séquences sur le gène mip ou sur les gènes de

l'ARNr comme spécifié auparavant.

Le recours à ces PCR spécifiques s'est imposé du fait d'un besoin d'augmenter la spécificité et la

sensibilité des produits d'amplification obtenus, compte-tenu de la matrice environnementale complexe

mais aussi par le besoin de méthodes de détection de plus en plus rapides.

La haute sensibilité de ces techniques a été évaluée sur des échantillons d'eau de tours aéroréfrigérantes

et permet de fixer une limite de détection à 1 fg d'extrait d'ADN de Legionella. A l'heure actuelle, ces

nouvelles techniques de biologie moléculaire ont permis de détecter Legionella à la fois dans les

échantillons d'eau potable [Miyamoto et al., 1997; Catalan et al., 1994], d'eau de tours aéroréfrigérantes
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[Homg et al., 2006] et dans les échantillons d'aérosol à la fois au niveau d'usines de traitements d'eaux

usées et de produits chimiques industriels [Pascual et al., 2001].

Nested et semi-nested PCR offrent les mêmes avantages que la technique classique de PCR en plus

d'une détection encore plus rapide (4-8h) du fait de l'absence de confirmation de spécificité

d'amplification par hybridation. Néanmoins, les risques de contamination par les produits amplifiés sont

plus importants que lors d'une PCR classique du fait de manipulations supplémentaires des échantillons.

3.1.2.2.3 La technique de PCR en temps réel

La technique de PCR en temps réel permet de déterminer qualitativement et quantitativement le taux de

Legionella dans les eaux chaudes sanitaires et les eaux de tours aéroréfrigérantes. Aucune donnée, à

l'heure actuelle, ne fait état de la détection de Legionella, par PCR en temps réel, sur d'autres types

d'eau, du fait de la possible présence d'inhibiteurs à l'amplification de l'ADN durant la PCR.

En pratique, les échantillons d'eau sont concentrés soit par filtration soit par centrifugation afin

d'extraire l'ADN de Legionella. Une technique de PCR avec un couple d'amorces permet d'amplifier

soit des fragments du gène mip soit de l'ARNr 16S. Des sondes spécifiques s'hybrident avec les

fragments amplifiés et sont excitées par voie lumineuse ce qui permet de visualiser et de quantifier les

fragments amplifiés en fonction du nombre de cycles d'amplification au sein du thermocycleur.

Cette technique a permis de détecter et quantifier Legionella dans des échantillons d'eau alors que la

culture ne la mettait pas en évidence [Wellinghausen et al., 2001]. La comparaison de cette technique entre

laboratoires est complexe puisqu'elle fait intervenir à la fois une homogénéité entre les amorces, mais

aussi l'appareil d'amplification utilisés. C'est pourquoi, dans la littérature, les limites de détection et de

quantification ne sont pas comparables comme le montrent les travaux de Levi et al. [2003] proposant

un seuil de détection à 800 cellules.L-1 alors que l'équipe de Wellinghausen [2001] a évalué la limite de

quantification à 230 Legionella.L-1
•

De même, une étude récente a montré que deux types de PCR réalisées dans les mêmes conditions

d'expérimentation mise à part le choix des amorces, présentaient des limites de détection d'un facteur

20 d'écart [Joly et al., 2006].

La normalisation récente de la technique de détection d'ADN de Legionella par PCR quantitative en

temps réel [AFNOR, 2006] devrait répondre à ces problèmes (multitude d'appareils PCR, utilisation ou

non de kits, ... ) puisqu'elle vise à définir des critères afin d'évaluer la sensibilité, la spécificité, la

répétabilité, le rendement, les limites de détection et de quantification ainsi que la justesse de la

quantification en fonction de l'étalonnage.

Du fait de sa grande simplicité de mise en oeuvre et de son automatisation, la PCR en temps réel permet

d'obtenir la concentration en Legionella dans un échantillon d'eau en moins de cinq heures [Levi et al.,
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2003] tout en évitant au maximum les risques de contamination. Toutefois, cette technique ne permet

pas de distinguer si les bactéries sont mortes ou viables.

A l'heure actuelle, aucun travail ne fait mention de l'application de la PCR en temps réel sur des

échantillons d'aérosols. En outre, l'équivalence entre le nombre d'unités génome donné par la PCR en

temps réel et le nombre d'UFC n'est pas encore établie même si une étude récente avait tenté de la

mettre en évidence [Joly et al., 2006].

3.1.2.2.4 Hybridation in situ avec des sondes fluorescentes (FISH)

Elle repose sur la fixation et l'appariement d'une sonde nucléique complémentaire d'une séquence

d'acide nucléique cible (d'ADN ou d'ARN) au sein de la cellule bactérienne. La sonde, spécifique à

Legionella, est marquée par un fluorochrome (carbocyanine, dérivés de fluorescéine et rhodamine) qui

permet la détection de la cible au microscope par épifluorescence (Figure 1.6).

Bactérie Bactérie fluorescente

Figure 1. 6: Principe de la technique d'hybridation in situ (FISH) sur une cellule entière.

La stabilité génétique et la relative abondance des ARNr 16S chez les bactéries en font une cible

particulièrement intéressante pour détecter des groupes phylogénétiques spécifiques et obtenir un signal

suffisamment puissant pour être observé au microscope en épifluorescence. La structure primaire des

ARNr 16S est en effet caractérisée par des régions plus ou moins conservées présentant de ce fait des

séquences uniques et spécifiques de tel ou tel groupe phylogénétique bactérien [Woese, 1987]. Par

ailleurs, les bactéries contiennent une grande quantité de ribosomes (entre 103 et 105 par cellule) [Amann

et al., 1995] qui sont autant de sites de fixation pour les sondes au cours de l'hybridation.

En pratique, la technique FISH se déroule en plusieurs étapes successives: choix des sondes,

concentration de l'échantillon par filtration de l'eau sur membrane, fixation, perméabilisation de la
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membrane cellulaire par déshydratation, hybridation de la sonde sur la séquence cible, lavage pour

éliminer l'excédent de sonde et enfin l'examen microscopique, où Legionella peut être visualisée et

dénombrée.

Il existe cinq sondes oligonucléotidiques utilisées pour détecter spécifiquement Legionella

(Tableau 1.10) dont les spécificités varient de 71 % pour la sonde LEG226 [Manz et al., 1995] à 90% pour

la sonde LEG705 [Buchbinder et al., 2002; Manz et a!., 1995].

Tableau 1. 10: Sondes oligonucléotidiques utilisées pour la détection de Legionella par hybridation.

TCG GAC GCA GGC TAA TCT Legionella spp.
AAA TTA CCT CTCÇ.'\1'_ _l._egl.~n~l[(zspfJ'

ATC TGA CCG TCC CAG GTT L. pneumophila

AGC TTT CAT CCA AAG ATA L. pneumophila

Sonde

LEG705

LEG226
LEG225

LEGPNEI

P2

Séquence de la sonde (5'-3')

CTG GTG TTC CTT CCG ATC

Cible de la sonde

Legionella spp.

Références

Amann et al., 1995; Manz et a!.,
1995 ; Buchbinder et al., 2002 ;

_Re~~tet al., 1999
Manz et al., 1995
SatohetQI. ,-~002

Buchbinder et al., 2002 ; Grimm et
al.2-1998 ; Haydel1~tal.,2001

Hayden et al., 2001

Le principal atout de la technique FISH est sa détection spécifique de Legionella directement à partir

des échantillons environnementaux en moins de 24 heures.

Par ailleurs, la séquence de la sonde doit présenter une spécificité suffisante pour éviter un trop grand

nombre de mésappariements et doit de plus tenir compte de l'environnement (structure secondaire,

présence/absence de protéines, ... ) de la séquence ciblée définissant par son accessibilité. La structure

secondaire complexe des ARNr, implique la formation de boucle et de tiges et la présence de protéines,

qui sont autant de facteurs qui définissent une relative accessibilité d'une séquence ciblée [Fuchs et a!.,

1998 ; Amann et al., 1995].

Cependant, elle présente une limite lorsqu'elle est appliquée à des bactéries blessées, carencées ou à

croissance lente. En effet, l'intensité de fluorescence dépend de la quantité de cibles dans la cellule,

c'est-à-dire du nombre de copies d'ARNr. Or, le nombre de ribosomes par bactérie est directement

corrélé avec le taux de croissance cellulaire [DeLong et a!., 1989; Amann et a!., 1995]. Ainsi, il est possible

d'être sous le seuil de détection de la méthode pour certaines bactéries ne contenant pas assez de

ribosomes [Lebaron et al., 2001 ; Amann et a!., 1995]

Elle ne permet pas non plus de déterminer si la bactérie est viable. En effet, même si l'ARNr, cible de la

technique FISH, est corrélé avec le taux de croissance des bactéries [DeLong et al., 1989; Amann et al.,

1995], il ne reflète pas la viabilité de la bactérie puisque les molécules d'ARNr peuvent rester stables

plusieurs heures après la mort de la cellule [McKillip et al., 1998]. Par contre, l'hybridation in situ a été

proposée par différents auteurs [Manz et a!., 1995 ; Joux et Lebaron, 2000] pour estimer une activité

physiologique de la cellule bactérienne.
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3. 1.2.2.5 Cytométrie

La cytoméh'ie en flux détecte (et peut pelmettre de trier si elle est accompagnée d'un trieur) des cellules

bactériennes mises en suspension dans un liquide après marquage soit des acides nucléiques soit des

constituants membranaires de ces bactéries [Phe et al., 2005]. Elle permet donc l'analyse des constituants

cellulaires bactériens grâce à l'appareil de détection, le cytomètre en flux. Une étape préliminaire

d'hybridation de l'échantillon liquide avec un fluorochrome est nécessaire. Elle repose sur

l'appariement d'une sonde nucléique complémentaire d'une séquence d'acide nucléique cible (d'ADN

ou d'ARN) au sein de la cellule bactérienne. La sonde, spécifique à Legionella, est marquée par un

fluorochrome (SYBR Green II, FITC) qui permet la détection de la cible au cytomètre en flux. En effet,

les cellules marquées émettent des signaux lumineux après qu'elles aient été excitées, à la longueur

d'onde spécifique de la molécule fluorescente incorporée. Ces signaux lumineux sont captés par des

lasers et réfléchis à un système de filtres, qui sont convertis en impulsions élech'iques puis en signaux

digitaux par des photomultiplicateurs.

La cytométrie en flux est une technique rapide qui a déjà montré ses preuves sur des échantillons d'eau

contaminés en Legionella [Tyndall et al., 1985]. Elle représente une méthode alternative intéressante pour

le dénombrement des cellules bactériennes de l'air [Henningson et al., 1998]. Elle peut caractériser les

cellules d'un point de vue morphologique ou par l'intelmédiaire d'un marquage, permettre la distinction

entre cellules viables et non viables. Une seule étude à notre connaissance portant sur

l'aérobiocontamination d'origine auh'e que Legionella utilise cette technique [Lange et al., 1997].

Récemment, une nouvelle technique a été développée afin d'améliorer la technique de détection de

Legionella dans les eaux chaudes sanitaires, la cytométrie en phase solide, permettant d'analyser et

compter les cellules fixées sur un support solide (membrane) grâce à un système automatique d'analyse

d'images par balayage laser utilisant le système ChemScan [Aureil et al., 2004].

3.2 NIVEAUX DE CONTAMINATION EN LEGIONELLA

Legionella est considérée comme ubiquitaire de l'environnement hydrique. Avec le nombre croissant

d'épidémies à Legionella, la bactérie est de plus en plus recherchée et ce, avec des outils de détection

multiples.

3.2.1 Dans le milieu hydrique

3.2.1.1 Eaux dans l'environnement naturel

Les ressources en eau constituent le réservoir de Legionella (Tableau 1.11) : eaux soutenaines, lacs,

rivières, mer et océans.
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Tableau 1. 11 : Concentrations de Legionella retrouvées dans les ressources naturelles en eau.

Site
Technique

Concentration dans l'eau (L-1
)

d'analyse

43 lacs
Immunofluorescence

9,1.103 à 3,3.107 L. pneumophiladirecte

6 rives Immunofluorescence
9,1.103 à 7,6.105 L. pneumophila

directe
33 eaux culture 3,0.102 à 2,4.104 Legionella spp.

soutelTaines

5 eaux d'océan Immunofluorescence 2,8.10 L. pneumophila (moyenne sur
directe 28 % échantillons

4 eaux d'océan culture Non détectées

5 eaux d'océan PCR Positif < 1.103 L. pneumophila
(moyenne sur 20% échantillons)

26 eaux de mer Immunofluorescence
8,7.106 à 5,6.107 Legionella spp.

directe

Références

Fliermans et al., 1981

Costa et al., 2005

Palmer et al., 1993

Ortiz-Roque et Hazen,
1987

Costa et al. [2005] rapportent les résultats de sept années de surveillance sur six sites d'eaux soutelTaines

entre 1997 et 2003 où Legionella a été retrouvée dans les tous les prélèvements réalisés entre 3,0.102 et

2,4.104 UFC-Legionella sppL'.

Fliermans et al. [1981] fait de même en explorant les lacs et rivières de la zone Est des Etats-Unis. Les

793 échantillons prélevés, analysés par immunot1uorescence directe, contenaient L. pneumophila SGs. 1

à 4 à des concentrations élevées: de 9,1.103 à 3,3.107 L. pneumophila.L'1 eau de lacs et de 9,1.103 à

7,6.105 L. pneumophila.L" eau des rives.

L'eau de mer de cinq sites de bord de plage a aussi été analysée par immunot1uorescence directe, dans

une zone touristique fortement fréquentée de l'île de Porto Rico [Ortiz-Roque et Hazen, 1987]. Il s'est

avéré que tous les sites étaient contaminés par L. pneumophila, de 2,1.106 à 3,1.107 cellules.L,i mais

aussi par d'autres espèces de Legionella CL. bozemanii, L. dumojjii, L. micdadei, L. gormanii, L.

longbeachae) dont les concentrations se situaient entre 8,2.104 et 4,9.106 selon les espèces et les sites. Il

est à noter que pour un seul site analysé, l'espèce L. dumojjii n'a pas été détectée par

immunot1uorescence directe.

Palmer et al. [1993] se sont aussi intéressés à l'occulTence de Legionella dans l'eau de mer. Ils ont pour

cela réalisé des prélèvements dans 5 échantillons d'eau de mer qu'ils ont analysés par la méthode de

culture et par des méthodes de biologie moléculaire. Les résultats rapportés par ces auteurs montrent

que tous les échantillons d'eau de mer analysés par la culture sont négatifs en Legionella alors que la

technique de PCR permet d'en détecter dans 20% des échantillons. Dans cette étude, Legionella est

présente en plus faible quantité, par rapport aux travaux de Ortiz-Roque et Hazen [1987] du fait

vraisemblablement de la provenance des échantillons d'eau; les premiers [Palmer et al., 1993] étant

prélevés en pleine mer donc soumis à une salinité importante; alors que les seconds [Ortiz-Roque et
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Hazen, 1987] ont été prélevés en bord de plage dans une zone de mélange avec un apport d'eau douce

pouvant expliquer une meilleure survie.

L'eau embouteillée de quinze pays (européens et non européens), représentant 64 types d'eau, a été

analysée afin de détecter Legionella. Dans six bouteilles, provenant de quatre pays, Legionella a été

détectée par PCR alors qu'aucune n'a été retrouvée en culture [K1ont et al., 2006].

3.2.1.2 Eaux dans les environnements artificiels

La bactérie Legionella est détectée dans diverses installations hydriques artificielles: réseaux d'eau

chaude, tours aéroréfrigérantes et unités dentaires.

De très nombreuses études portent sur la prévalence des légionelles dans les réseaux d'eau chaude

sanitaire; quelques exemples sont illustrés ci-après.

La prévalence de Legionella dans les réseaux collectifs de distribution d'eau chaude a été évaluée à 37%

dans une étude australienne [Hedges et Roser, 1991]. En région parisienne, une enquête révélait que près

de 70% des équipements collectifs de distribution d'eau chaude contiennent Legionella avec des

concentrations allant jusque 1.106 UFC.L-1 [CSHPF, 2001].

En Italie, Legionella est répartie au sein de l'ensemble du réseau de distribution d'eau chaude d'une

ville et est détectée à hauteur de 40% et de 33% pour L. pneumophila. Les concentrations moyennes de

Legionella varient de <200 à 2,4.103 Legionella cultivables.L-1 dans plusieurs immeubles

communautaires (respectivement hôtels-appartements privés et hôpitaux) [Leoni et al., 2005]. La

contamination par Legionella des réseaux d'eau chaude des hôtels italiens est confirmée par une étude,

récente où 75% des immeubles présentaient des concentrations supérieurs à 1.103 Legionella

cultivables.L-1 [Borella et al., 2005].

De même, la prévalence des légionelles dans les tours aéroréfrigérantes est aussi largement documentée.

Ces installations sont propices au développement de Legionella et de nombreuses études illustrent sa

présence en forte concentration atteignant 106 UFC.L-1 [Cordes et al., 1980]. Une étude réalisée entre

1995 et 1999, sur 70 installations parisiennes, a mis en évidence que 75% de ces structures présentaient

des concentrations supérieures ou égales à 100 UFC.L-1 et 25% étaient supérieures à 1,0. 105 UFC.L- 1

[CSHPF,2001].

Des échantillons d'eau provenant de 99 unités dentaires ont montré une contamination dans 33% des

cas par Legionella avec un nombre d'échantillons contaminés plus important l'après-midi que le matin

[Singh et Coogan, 2005]. Dans une autre étude portant sur 28 unités dentaires américaines, Legionella a

été détectée dans 68% des échantillons et L. pneumophila dans 8%, avec une concentration atteignant

1.106 Legionella.L-1 et 1.107 Legionella.L-1 pour respectivement 36 et 19% des échantillons [Atlas et al.,

1995].
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3.2.2 Dans le milieu aérien

Malgré la relation entre source génératrice d'aérosols et légionellose, rares sont les recherches de

Legionella entreprises directement sur le milieu aérien. Seules existent quelques études

microbiologiques dont les informations foumies sur la présence de Legionella dans l'air sont regroupées

dans le tableau 1.12.

Au niveau environnemental, deux principes de collecte d'aérosols ont été utilisés afin de détecter

Legionella dans l'air: l'impaction sur milieu solide et l'impaction sur milieu liquide.

Tableau 1. 12: Concentrations en légionelles mesurées dans l'air par différentes techniques d'analyses.

Concentration dans l'air

Principe de Volume d'air Legionella- Legionella-
Site Références

collecte échantillonné (L) UFC.m-3 FISH.m-3

Impaction liquide 240 2,3.103
Tour Breiman et al., 1990b

Impaction solide 810
- -------

Impaction solide 849 0
Tour Ishimatsu et a!., 2001

Impaction liquide 600 90
--

·3,30.1()'Tour Impaction liquide 40000 0

Tour Impaction liquide 40000 0 5,50.103

Tour Impaction liquide 40000 0 5,60.103

5,90.103
Mathieu et al., 2006

Tour Impaction liquide 40000 0

Bassin2 Impaction liquide 40000 5,4.103 4,91.103

Bassin2 Impaction liquide 40000 3,3.102 0

Douche Impaction solide ND 190
Breiman et al., 1990a

Douche Impaction solide ND 60

Douche Impaction liquide 7500 0,27
Dennis et al., 1984

Douche Impaction liquide 7500 0,4

Douche Impaction solide 850 6
Bollin et al., 1985

Douche Impaction solide 850 3,5

1 Boîtes de Pétri recouvertes de flores autres que Legionella (moisissures et bactéries); 2 Bassin d'aération de boue
activée; ND = Non défini par les auteurs.

La plage des concentrations en Legionella rapportées dans le tableau 1.12 s'étend de 0,27 à 5,4.103

UFC.m,3 air. Une nouvelle méthode de détection de Légionelles dans l'air est utilisée depuis peu,

l'hybridation in situ (fISH), une seule étude en fait mention avec succès récemment [Mathieu et a!.,

2006]. Elle permet de détecter Legionella alors que même la culture ne le permet pas. Pascual et al.

[2001] ont aussi obtenu des résultats positifs de détection de Légionelles dans l'air par biologie

moléculaire (PCR) alors que la culture ne le permettait pas, sans préciser les concentrations.
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Deux études [Breiman et al., 1990b; Ishimatsu et al., 2001] ont permis de comparer la performance de

collecte des deux principes de collecte de Legionella aéroportée et ont conclut à la supériorité de

l'impaction liquide sur l'impaction sur milieu solide.

3.3 SURVEILLANCE ENVIRONNEMENTALE ET GESTION DU RISQUE LEGIONELLA

En France, la surveillance environnementale et la gestion du risque de contamination par les légionelles

s'effectuent sur l'eau des installations à risque par la méthode conventionnelle de culture sur gélose.

Diverses circulaires ont été publiées afin de définir cette surveillance environnementale et les mesures

préventives et curatives à mettre en place en cas de contamination:

• La circulaire DGS n097/311 du 24 avril 1997 précise l'entretien et la maintenance des

installations à risque dans les établissements de santé et les établissements recevant du public et précise

qu'en dessous d'une concentration de 103 UFC-L. pneumophilaL' eau, le risque d'apparition de

légionellose est très faible, même si aucune donnée de la littérature ne peut le confirmer.

• La circulaire DGS n0981771 du 31 décembre 1998 complète la précédente circulaire. Elle

préconise en effet la mise en place d'une surveillance de la contamination des réseaux des

établissements de santé, des établissements recevant du public ainsi que des installations à risque,

comme les trous aéroréfrigérantes.

• La circulaire DGS/DHOS n02002/243 du 22 avril 2002 insiste sur les mesures de prévention et

les modalités de surveillance à mettre en œuvre pour lutter contre la légionellose dans les établissements

de santé: surveillance de la concentration en légionelles (points de contrôle et fréquence) et de la

température. Elle fixe également un objectif cible, qui est le maintien à une concentration inférieure à

103 L. pneumophila.L'1 (Tableau 1.13).

Tableau 1. 13 : Mesures de gestion en cas de contamination par L. pneumophila d'un réseau d'eau chaude
d'un établissement de santé [CSHPF, 2005].

Responsable des
investigations

CLIN avec
appui du
C.CLIN si
nécessaire

Concentrations
limites

1,0.103 UFC.L,1 en
L. pneumophila

Mesures de gestion

• Eviter la stagnation et assurer une
bonne circulation de l'eau
• Lutter contre l'entartrage et la
COITosion, par une conception et un
entretien adapté à la qualité de l'eau et
aux caractéristiques de l'installation
• Maintenir l'eau à une température
élevée dans les installations (production
et distribution) et mitiger l'eau au plus
près des points d'usage

Communication

Lorsqu'elle est
nécessaire, la
communication
vers les patients
est de la
responsabilité du
directeur de
l'établissement.

CLIN: Comité de Lutte contre les Infections Nosocomiales ; C.CLIN : Centrc de Coordination de la Lutte des Infections
Nosocomiales.

• Récemment, la circulaire du 28 octobre 2005 (DGS n020051243) renforce l'établissement de

contrôle dans les établissements sociaux et médico-sociaux d'hébergement pour personnes âgées.
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En cas de dépassement de la concentration limite de 103 UFC.L- l en L. pneumophila, la désinfection se

fait classiquement par « choc chloré» (15 mg de chlore pendant 24 heures ou 30 à 50 mg de chlore libre

pendant 2 à 3 heures, suivi d'une vidange) ou par « choc thermique» (la température des ballons d'eau

chaude doit atteindre 65 à 70°C en fonction de l'étendue du réseau) [JalTaud et al., 2000).

Les installations de type tours aéroréfrigérantes sont aussi soumises à une surveillance

environnementale accrue:

• La circulaire DGS/DHOS n02002/243 du 22 avril 2002 precise que l'objectif cible est de

maintenir la concentration en Legionella à un niveau inférieur à 103 Legionella.L- 1 dans l'eau des tours

aéroréfrigérantes (Tableau 1.14).

• La circulaire DGS/DHOS n02003/306 du 26 juin 2003 relative à la prévention du risque lié aux

légionelles dans les tours aéroréfrigérantes des établissements de santé qui préconise une surveillance au

moins une fois au cours des mois d'été et au moins deux fois de juin-septembre.

Tableaul. 14: Mesures de gestion en cas de contamination par Legionella de l'eau d'une tour
aéroréfrigérante [DOS, 2002].

Concentrations limites
\,0.103UFC.L-1 en

Legionella sp.

1,0.105 UFC.L-1 en
Legionella sp.

Mesures de gestion
Mise en œuvre des mesures nécessaires pour atteindre une concentration ::::
1,0.103 UFC.L-1 de Legionella sp.
• AlTêt du fonctionnement du système de refroidissement
• Infonnation de la DDASS ou du service d'inspection des Installations
Classées dans Je cas où la tour relève de la réglementation des installations
classées pour la protection de J'environnement
• Vidange, nettoyage, désinfection avant remise en service

Pour les établissements thermaux, l'arrêté du 19 juin 2000 et sa circulaire prévoient la surveillance de la

contamination en Legionella à l'émergence et aux points d'usage et précisent que les analyses doivent

montrer l'absence de détection quel que soit le point de prélèvement.

Aucune norme n'a encore été établie concernant des valeurs limites dans les aérosols du fait de la

complexité de la mesure et de la détection des légionelles dans les aérosols.

4 SURVEILLANCE EPIDEMIOLOGIQUE DU RISQUE LEGIONELLA

4.1 LES SYSTEMES DE SURVEILLANCE DU RISQUE LEG/ONELLA

Les objectifs du système de surveillance de Legionella sont de plusieurs ordres [Campèse et Decludt,

2000] :

• Au niveau local, la déclaration permet à la DDASS de réaliser une enquête afin d'identifier les

expositions à risque, de rechercher d'autres cas liés à ces expositions et de prendre les mesures de

contrôle appropriées.
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• Au lllveau national, elle a pour objectif de connaître la fréquence, les tendances et les

principales caractéristiques épidémiologiques et d'identifier des cas groupés.

• Au niveau européen, l'objectif principal est d'identifier des cas groupés pouvant être rattachés à

une source commune d'exposition lors d'un voyage, afin de prendre les mesures de prévention

nécessaires.

4.1.1 Surveillance du risque Legionella en France

En France, la surveillance épidémiologique de la légionellose repose sur plusieurs systèmes

complémentaires définis dans un guide d'investigation et d'aide à la gestion depuis juillet 2005 [CSHPF,

2005].

4.1.1.1 Déclaration obligatoire: signalement et notification

Depuis 1987, la surveillance de la malade du légionnaire est basée sur le système de la Déclaration

Obligatoire (DO) et coordonnée par l'Institut de Veille sanitaire (InVS). Depuis 2003, afin de mieux

protéger l'anonymat des patients et de rendre plus opérationnel le système de déclaration, la DO de

légionellose s'effectue en deux temps:

• Une fois le diagnostic posé, le signalement systématique du cas par les cliniciens ou les

biologistes est transmis à la DDASS et à l'InVS (article R3113-4 du code de la santé publique) ;

• Une fiche anonymisée est envoyée, lorsque tous les renseignements sont complétés. De

nouveaux items (date d'hospitalisation et exposition à risque) ont été rapportés sur cette nouvelle fiche.

Par ailleurs, dès le signalement, la DDASS effectue systématiquement un recueil d'informations

relatives aux caractéristiques du patient et à ses activités à l'aide d'un questionnaire standardisé (article

R3113-1 à 3 du code de la santé publique).

4.1.1.2 Signalement des infections nosocomiales

Le décret du 26 juillet 2001 [lO., 2001] impose aux établissements de santé de signaler certains cas

d'infections nosocomiales « rares ou particulières» simultanément au C.CLIN et à la DDASS à l'aide

d'une fiche standardisée notamment lors d'infections suspectées d'être causées par un germe présent

dans l'eau ou dans l'air environnant et à l'origine des maladies à DO (Figure 1.7).

Le C.CLIN sur la base des informations reçues, peut assister l'établissement de santé dans

l'investigation des cas et l'élaboration de recommandations à sa demande ou à celle de la DDASS.

La DDASS :

• Vérifie l'application des mesures de contrôle et coordonne les investigations menées;

• Vérifie que chaque signalement d'infection nosocomiale a donné lieu à l'envoi d'une fiche de

notification obligatoire par l'établissement;
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• Transmet les fiches validées à l'InVS qui peut apporter un soutien à l'investigation.

(CSHPF,2005]

Figure 1. 7: Organisation de la surveillance et de la collecte des données des cas de légionelloses en France
(CSHPF,2005].

4.1.1.3 Surveillance bactériologique par le Centre National de Référence des

Legionella (CNR)

Chaque souche de Legionella d'origine clinique isolée en France doit être envoyée au CNR des

Legionella.

Ce centre a pour rôle:

• Notifier à l'InVS chaque cas de légionellose pour lequel une souche a été isolée et/ou reçue au

CNR afin de compléter les informations et les transmettre aux DDASS;

• Alerter l'InVS en signalant l'identification de souches présentant le même profil génétique;

• Apporter aux DDASS et à l'InVS ses compétences microbiologiques lors des enquêtes

épidémiologiques qu'il s'agisse d'épisodes épidémiques ou d'enquêtes ponctuelles pour confirmer la

nature groupée (même souche) de cas liés épidémiologiquement;

• Assurer l'identification précise et le typage moléculaire des souches d'origine clinique ou

environnementale;

• Mettre en place une collection bactérienne et une sérothèque nationale ayant pour but

d'identifier l'extension de la transmission bactérienne et l'origine des cas groupés, grâce au typage

moléculaire systématique par électrophorèse par champ pulsé de toutes les souches de légionelles : cette

banque de données est informatisée et contient tous les profils de macrorestriction identifiés depuis

1998, elle contient achlellement plus de 5000 souches dont 1300 souches d'origine clinique;

• Participer au réseau européen EWGLI: échange et comparaison de souches, travaux de

recherche.
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Par ailleurs, le CNR reçoit de sélUms, des urines et des produits pathologiques accompagnés

d'informations sur les cas pour confilmation de diagnostic ou diagnostic de première intention.

L'amélioration de la surveillance en France a permis de faire progresser les connaissances sur

Legionella mais de nombreuses questions demeurent. A ce titre, un « plan d'action et de prévention des

légionelloses» a été mis en place par le ministère afin de progresser dans les connaissances aussi bien

du point de vue clinique, microbiologique qu'environnemental [PNSE, 2004].

4.1.2 Surveillance du risque Legionella en Europe

Depuis 1997, la France participe de façon plus active à un réseau européen de la surveillance des

légionelloses acquises lors des voyages. Ce réseau (EWGLI : European Working Group for Legionella

Infection), créé en 1987, qui regroupe actuellement 36 pays signale aux autorités sanitaires du pays

concemé, tout cas de légionellose survenu chez une personne ayant voyagé pendant la période

d'incubation en précisant les dates et lieux de séjour afin d'identifier des cas groupés (Figure 1.8). Les

pays européens suivent les procédures décrites dans le guide européen de contrôle et prévention des cas

de légionellose associés au voyage qui a été approuvé par la commission européenne [Lee et Joseph,

2002].

Pays collaborateur 0

Figure 1. 8: Pays et centres de collaboration EWGLI en 2004

Lorsqu'il s'agit de cas isolés, EWGLI informe et conseille l'établissement en cause. S'il s'agit de cas

groupés, une enquête épidémiologique est ouverte. Face à des cas groupés et en l'absence de

certification dans un délai de six semaines par les autorités sanitaires que les mesures ont été prises, le

nom de l'établissement en cause est inscrit sur le site Internet de EWGLI (www.ewgli.org).
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Ce réseau est coordonné par le Centre anglais de surveillance des maladies transmissibles (CDSC :

« Communicable Disease Surveillance Center ») [CSHPF, 2005; Jarraud et al., 2000].

4.1.3 Surveillance du risque Legionella dans le monde

Il n'existe pas actuellement de réseau informatique recensant tous les cas de légionelloses dans le

monde.

Toutefois, des efforts sont entrepris aux États-Unis qui dispose de deux systèmes nationaux de

surveillance et d'un système informatisé des données. C'est d'ailleurs le premier pays qui a disposé en

1976, de données nationales de surveillance de la maladie du Légionnaire par le CDC (Center for

Disease Control). Mais, Marston et al. [1994] ont estimé que la maladie du Légionnaire était sous

déclarée au CDC, sûrement du fait du système de déclaration mis en place: seuls les médecins notifient

les cas de légionelloses aux Etats-Unis [Infusa et al., 1998].

De plus, aucun des systèmes de surveillance américains n'est capable de détecter les légionelloses dues

aux voyages dans ce pays. Depuis les menaces de bioterrorisme et l'augmentation des épidémies de

légionelloses, le CDC a envisagé de mettre rapidement en place une surveillance électronique nationale

implantée au niveau d'une plateforme logistique permettant de déterminer les légionelloses dues aux

voyages [Fields et al., 2002; Jemigan, 2001].

4.2 EPIDEMIOLOGIE DES LEGIONELLOSES DANS LE MONDE

La mise en place des réseaux de surveillance du risque Legionella a permis de disposer de bases de

données épidémiologiques des cas de légionelloses dans le monde.

4.2.1 Formes épidémiologiques

Les légionelloses observées dans tous les pays où elles sont recherchées apparaissent sous trois

formes épidémiologiques [Bomstein et Fleurette, 1992 ; Cordes et Fraser, 1980] (Figure 1.9).

• Type épidémique

La maladie apparaît de façon brutale chez un grand nombre d'individus [Cordes et Fraser, 1980]. C'est le

cas à la fois de la première épidémie de légionellose de Philadelphie de 1976 où 29 personnes

décédèrent sur 182 atteintes [Tsai et al., 1979 ; Fraser et al., 1977] mais aussi de la première épidémie de

fièvre du Pontiac à Pontiac en 1968 où 144 personnes furent atteintes de la maladie [Glick et al., 1978].

• Type endémique

La forme endémique s'étend dans le temps [Cordes et Fraser, 1980], elle résulte soit de retards au

diagnostic, soit de difficultés d'éradication de la source infectieuse.
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• Type sporadique

La maladie atteint quelques individus isolés au sein d'une population [Cordes et Fraser, 1980] ; c'est la

forme la plus fréquente [Che et al., 2003; Visca et al., 1999; Stout et al., 1992; He1ms et al., 1984].

Niveau de détection

Type
sporadique

Temps

Figure 1. 9: Illustration des différents types épidémiologiques [Haas et al., 1999].

4.2.2 Epidémies de fièvre de Pontiac

La fièvre de Pontiac n'étant pas soumise à la déclaration obligatoire et sa symptomatologie non

spécifique, cette pathologie due à Legionella passe souvent inaperçue et les renseignements concernant

son occurrence sont rares et sans doute sous estimés. Aucun système informatisé, ni d'autorités

sanitaires ne la recense. Seuls les travaux de recherche publiés dans la littérature donnent une

représentation très partielle des épidémies.

Les épidémies de fièvre de Pontiac ont été essentiellement recensées en Amérique du Nord et surtout

aux Etats-Unis pour la plus grande majorité. Quelques épidémies ont été recensées en Europe mais

encore aucune en France.

4.2.2.1 Epidémies de fièvre de Pontiac en Amérique du Nord

La première épidémie de fièvre de Pontiac a eu lieu à Pontiac (Etats-Unis) en 1968 affectant 95

employés et 49 visiteurs du fait d'un système de climatisation de l'immeuble contaminé [Glick et al.,

1978]. Depuis presque 40 ans, moins de vingt épidémies ont été décrites mais elles apparaissent tout de

même de manière récurrente. Le Tableau 1.15 relate les épidémies de fièvre de Pontiac déclarées depuis

1968 en Amérique du Nord. Ce sont des adultes jeunes et des enfants qui ont été atteints

préférentiellement.
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Tableau 1. 15: Epidémies de fièvre de Pontiac en Amérique du Nord.

Nombre
Age Taux

Source Espèce
Année Pays

de cas
moyen d'attaque

d'exposition Legionella
Références

(ans) (%)
2002

Etats-
117 37 60 Fontaine décorative L. anisa Jones et al., 2003

Unis
- - ------ -- ---------------

Etats-
L. dumojJii, L.

2002
Unis

47 20 63 Piscines maceachernii, Huhn et al., 2005
L. micadadei

---------- ----------------------------------

2000
Etats-

15 30
Lavage à haute

L. pneumophila
Castor et al.,

Unis ]Jr~ssion__ 2005
---- ------------ -- ------------ -- --------------..

1999
Etats-

22 12 11 Piscines
L. pneumophila

Benin et al., 2002
Unis SG6

- ----------------- --------------

1998
Etats- 49 ND 71 Piscines thermales

L. micadadei Fields et al., 2001
Unis 68 ND 66 Piscines

1992
Etats-

13 ND 38 Réseau d'eau chaude L. pneumophila
Miller et al.,

Unis 1993
- -- -------

1991
Etats-

6 ND Réseau d'eau chaude NR
Thomas et al.,

Unis 1993
------- ----------- ---------------- ---------------

1988
Etats-

34 de 36 à 46
94

Fontaine décorative L. anisa
Fenstersheib et

Unis 71 al., 1990
---- -------_.

1984
Etats-

86 29 78
Tour aéroréfrigérante

L. pneumophila
Friedman et al.,

Unis de climatisation 1987
--- - -- ------------

1982
Etats-

14 32 Piscine
Mangionc et al.,

Unis 1985
- - ------------

Liquide de

1981 Canada 317 ND 45
refroidissement,

L.jèelei
Herwaldt et al.,

usine d'assemblage 1984
automobile

Fraser et al.,
1979

Spitalny et al.,
1984

L. pneumophila

L. pneumophilaPiscine

Compresseur à air

27,9

18-39

34

10

1981

1973

- --

Etats-
Unis
Etats
Unis

1968 Etats- Système dc
Unis 144 ND 53 climatisation NR Glick et al., 1978

ND = Non Défini par les auteurs; NR = Non Détectée dans les échantillons analysés; i Taux d'attaque non calculé car le
nombre de personnes exposées est non disponible

Le taux d'attaque (rapport du nombre de malades et du nombre de personnes exposées dans un contexte

épidémique) de la fièvre de Pontiac est relativement élevé et éminemment variable, variant de Il à 94%.

Le taux d'attaque de l'épidémie de 1999 aux Etats-Unis de 11% est le plus faible des épidémies

étudiées. Toutefois, il faut noter qu'elle était concomitante avec une épidémie de maladie du

Légionnaire [Benin et al., 2002] ce qui peut expliquer ce faible taux. Les sources d'exposition sont

identiques à celles mises en cause pour l'autre forme de légionellose (la maladie du Légionnaire), ce

sont toutes des sources potentiellement créatrices d'aérosols. L'espèce L. pneumophila n'est pas la plus

souvent retrouvée responsable des épidémies de fièvre de Pontiac au contraire de la maladie du

Légionnaire.

4.2.2.2 Epidémies de fièvre de Pontiac en Europe

Les épidémies de fièvre de Pontiac sont encore moms déclarées et/ou moms nombreuses sur le

continent européen qu'américain.
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En effet, le Tableau 1.16 relate quatre épidémies dont deux où Legionella n'a pas été détectée dans les

échantillons environnementaux, mais la source d'exposition était bien détenninée. De plus, les

symptômes des personnes atteintes faisait fortement suspecter une épidémie de fièvre de Pontiac [G6tz

et al., 2001 ; Lüttichau et al., 1998].

Tableaul. 16: Epidémies de fièvre de Pontiac en Europe.

G6tz et al.,
2001

Références

Gregersen et
al., 1999

NR

Legionella

Espèce
Legionella

Source
d'exposition

71

ND

Taux
d'attaque

(%)
Fontaine

décorative
-- ----------------------------- ------- -----------------------

Boue dans
bassin de

décantation

41

ND

Age
moyen
(ans)

5

29

Nombre
de cas

Danemark

Pays

Suède1999

1997

Année

1. micdadei

1995

1988

Danemark

Royaume
Uni

13

170

ND

enfants

ND

ND

Piscine

Piscine

NR Lüttichau et
_. _ . __al., 122.8._

Goldberg et
al.,1992

ND = Non Défini par les auteurs; NR = Non Détectée dans les échantillons analysés

4.2.3 Epidémies de la maladie du Légionnaire

4.2.3.1 Epidémies de la maladie du Légionnaire aux Etats-Unis

Depuis 1976, les Etats-Unis disposent de données nationales de surveillance de la maladie du

Légionnaire par le CDC (Center for Disease Control) mais seules les données depuis 1984 sont

disponibles [EPA, 1999].

Le nombre de cas annuels déclarés de maladie du Légionnaire entre 1984 et 1996 est de 750 à 1198

cas, ce qui représente une incidence de 3,5 à 4,7 cas par millions d'habitants [EPA, 1999] (Figure

1.10). De manière étonnante, aucune donnée postérieure à 1996 concernant la population américaine

n'a fait l'objet de publication, suggérant un intérêt faible outre-atlantique sur cette problématique de

santé publique ou un système de surveillance peu performant.

Une analyse des données du CDC entre 1980 et 1989 montra que 1. pneumophila SO.1 était

responsable de 71,5% des cas de maladie du Légionnaire [Marston et al., 1994].
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Figure 1. 10 : Evolution du nombre de cas de légionelloses déclarés aux Etats-Unis entre 1984 et 1996 [EPA,
1999].

Marston et al. [1994] cite deux études dans lesquelles les infections à Legionella représentaient 3,4 à

4,6% des cas de pneumonies. En projetant cette proportion au nombre total estimé de pneumonies aux

Etats-Unis (500000 cas), ils estiment entre 17000 et 23 000 cas annuels de maladie du Légionnaire.

Pourtant, moins de 2 000 cas de maladie du Légionnaire sont signalés au CDC (équivalent voire

inférieur au nombre de cas déclarés pour l'Europe) ; par conséquent, ce système détecterait moins de

15% des cas de pneumonies dues à Legionella aux Etats-Unis. Marston et al. [1994] concluent donc

que la maladie du Légionnaire est sous-déclarée au CDC, sûrement du fait du système de déclaration

mis en place.

4.2.3.2 Epidémies de maladies du Légionnaire en Europe

Les pays membres du groupe de travail européen sur les infections à Legionella (EWGLI), fournissent

des données annuelles en remplissant un ensemble de formulaires de notification standardisés

seulement depuis 1993 grâce à un renforcement du dépistage. Les informations épidémiologiques et

microbiologiques sur les légionelloses ne concernent pas seulement les infections dues aux voyages,

mais toutes les sources de contamination possibles (communauté, nosocomiale, ... ). Les données

présentées par la figure 1.11 proviennent de 28 pays sur 31, participant pendant toute cette période à ce

programme de surveillance EWGLI.

Depuis 1993, l'amélioration du dépistage des cas de maladie du Légionnaire, au niveau national, dans

les pays membres de EWGLI a permis une augmentation fulgurante des cas notifiés [OMS, 2000]. En

effet, de 1993 à 2002, le nombre de cas de maladies du Légionnaire déclarés ont augmenté presque

d'un facteur quatre passant de 1242 à 4696 cas [Joseph, 2004].

Ainsi, le taux d'incidence (cas par millions d'habitants) de la maladie du Légionnaire est passé de 3,7

cas par millions d'habitants en 1993 à 10,1 cas par millions d'habitants en Europe en 2002 [Joseph,

2004]. Aujourd'hui, il reste constant puisqu'en 2004, l'incidence moyenne déclarée de la légionellose

en Europe était de 1,0 cas pour 100 000 habitants [Campèse et al., 2005].
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Figure 1. Il : Evolution du nombre de cas de légionelloses déclarés en Europe entre 1993 et 1999 [Joseph,
2004 ; OMS, 2000].

Toutefois, les pays membres de EWGLI ne sont pas encore égaux en terme d'outils de dépistage

nationaux. Ainsi, le pays à la plus forte déclaration est peut être le pays où la surveillance est la plus

renforcée plutôt que le pays où l'incidence est réellement la plus élevée. Depuis 2000, les pays

déclarant le plus de cas de maladies du Légionnaire sont l'Espagne (1380 cas en 2002) puis la France

(1018 cas en 2002), largement devant les autres pays membre de EWGLI [Joseph, 2004] présentés

auparavant dans la figure 1.11.

Bien entendu, les taux d'incidence de la maladie du Légionnaire sont variables suivant les pays pour

les mêmes raisons évoquées ci-dessus. Ainsi en 2002, un taux inférieur à un cas par millions

d'habitants était reporté pour la Pologne et la République slovaque tandis que l'Espagne restait

toujours en tête avec 34,1 cas de légionelloses par millions d'habitants [Joseph, 2004].

Enfin, en 1999, le nombre de cas de légionelloses notifiés en Europe était de 2136 dont 193 décès

(létalité de 9%) [OMS, 2000). Le taux d'infection moyen en Europe, de 5,4 cas par million d'habitants,

a été calculé sur la base de 398 millions d'habitants. L'espèce L. pneumophila représentait 95% des

cas déclarées en 1999 avec 65% des cas dus à L. pneumophila SG1 [OMS, 2000].

4.2.3.3 Epidémies de maladies du Légionnaire en France

La surveillance des légionelloses en France a débuté en 1988 avec la déclaration obligatoire de cette

maladie (Figure 1.12).

La sous-déclaration des cas était alors importante, puisque la sensibilité de ce moyen de surveillance a

été évaluée à 13% par la méthode de capture-recapture, comparé à 58% pour la déclaration des

laboratoires de référence (et 66% dans une enquête réalisée spécialement dans des laboratoires pour

tester les interactions entre moyens de déclaration). Ainsi, le nombre de cas annuels estimés en France

entre 1988 et 1990 (en conigeant la sous-déclaration de cette maladie) est de 2000 à 3000 cas [Infuso et

al., 1998].
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Figure 1. 12 : Evolution du nombre de cas de légionelloses déclarés en France depuis 1988 [Campèse et al.,
2005; Campèse et al., 2004; Campèse et al., 2003; Campèse et Decludt, 2000; Decludt et al., 1999].

Pour l'année 2004, 1202 cas de maladie du Légionnaire ont été déclarés à l'InVS (Intitut National de

Veille Sanitaire) et seulement dans 38% des cas, l'exposition à risque lors de la période d'incubation

était connue (Tableau 1.17).

Ainsi, parmi les 1202 cas, 218 cas (18%) étaient des personnes exposées pendant leur voyage (hôtel,

camping, ... ) et 6% avaient séjourné dans un hôpital ou une clinique dont 44% étaient des cas

nosocomiaux certains [Campèse et al., 2005].

Tableau 1. 17: Expositions à risque parmi les cas de légionellose survenus en France entre 2001 et 2004
[Campèse et al., 2005].

2001 2002 2003 2004
n % n % n % n %

Total des cas déclarés 807 1021 1044 1202
Expositions à risque
Hôpital 105 13 100 10 89 9 75 6
Station thennale 7 1 9 12 7 <1 8 <1
Voyage 137 17 168 17 176 17 218 18

Hôtel-camping 88 11 118 12 135 13 139 12
Résidence temporaire 27 3 29 3 25 2 28 2
Autres types 30 4 21 2 16 2 51 4

Maison de retraite 18 2 35 3 45 4 66 5
Autres expositions 60 7 125 12 191 18 91 8
Total 335 42 438 43 515 49 458 38

L'incidence déclarée en France métropolitaine en 2004 était de 2,0 cas pour 100 000 habitants.

L'évolution de la maladie était connue dans 83% des cas et la létalité était de 14%.

L'espèce et le sérogroupe étaient renseignés dans 97% des cas: l'espèce L. pneumophila représentait

99% et le SaI 90% des cas. [Campèse et al., 2005]. Rappelons tout de même que le poids de L.

pneumophila sa1 pourrait être exagéré par l'importance prise par le diagnostic de l'antigène urinaire

qui à l'heure actuelle ne détecte que le sa 1 de cette espèce.
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L
'objectif de ce chapitre est de présenter les matériels et les méthodes employés durant ce

travail. L'étude épidémiologique s'est déroulée pendant quatre mois au sein de maisons de

retraite lorraines et a impliqué un suivi de l'état sanitaire de la cohorte ainsi constituée de

personnes âgées volontaires. Pour chaque établissement étudié, la réalisation d'un diagnostic réseau

permet de déterminer la criticité du réseau d'eau en terme de colonisation en Legionella et de définir les

points de prélèvements (douches). Les échantillons d'eau et d'air ont été analysés de manière identique

tout au long de ce travail et sont présentés ci après.

1 PRESENTATION DE L'ETUDE EPIDEMIOLOGIQUE

1.1 DEFINITION DE L'ETUDE

L'étude épidémiologique a pour objectif de faire le lien entre la contamination de l'eau et de l'aérosol

générés lors de douches, par Legionella dans les maisons et la survenue de la fièvre de Pontiac chez les

personnes âgées résidentes.

Cette étude se présente comme une enquête longitudinale prospective pour le recueil des données

cliniques (pendant quatre mois), avec une évaluation rétrospective de l'exposition des personnes

incluses, puisque les mesures d'exposition à Legionella (sérologie, antigénurie, eau et aérosols) sont

réalisées à la fin de ces 4 mois de suivi.

1.2 POPULATION CIBLE: CRITERES D'INCLUSION ET D'ExCLUSION

La surveillance sanitaire porte sur les personnes âgées résidentes des maisons de retraite lorraines,

exposées ou non à la bactérie pathogène Legionella lors des prises de douches dans les établissements

de santé étudiés.

Toute personne âgée volontaire, incluse dans l'étude, répond aux trois critères suivants:

o Séjour continuel dans l'établissement, avec l'enregistrement, le cas échéant, des sorties (durée, lieu

du déplacement et prises de douches à l'extérieur de l'établissement).

f) Etre résident de l'établissement depuis plus de six mois (de manière à s'affranchir partiellement des

affections contractées en dehors de l'établissement avant le séjour). Cette limite est basée sur la

connaissance actuelle de la persistance des indicateurs immunologiques au niveau sérologique et
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urinaire. La littérature fait état d'une disparition des anticorps anti-Legionella et des antigènes urinaires

sur une période variable, mais pouvant atteindre 6 à 8 mois [Darelid et al., 2003].

@) Prise d'une douche hebdomadaire minimum, afin d'assurer une exposition potentielle des personnes

âgées.

Les sujets âgés déclinant la participation à l'étude ont été exclus. Les personnes ne prenant pas de

douches, pour des raisons médicales ou autres, ont été donc exclues de la population d'étude. Les sujets

volontaires qui ont quitté définitivement l'établissement (généralement pour un passage en long séjour)

avant la réalisation des prélèvements biologiques (sang et urine) n'ont pas été inclus dans l'analyse des

relations entre exposition et infection.

1.3 PROCEDURES DE RECRUTEMENT

Le concours de la Direction Régionale des Affaires Sanitaires et Sociales (DRASS) et des Directions

Départementales de Affaires Sanitaires et Sociales (DDASS) des quatre départements lorrains (Moselle,

Meurthe et Moselle, Vosges et Meuse) a permis d'organiser des réunions d'information avec les

directeurs de maisons de retraite.

Au préalable, une présélection des établissements avait été réalisée, basée sur la nature des structures de

santé (maisons de retraite médicalisées) afin de disposer des ressources internes pour assurer le suivi et

l'enregistrement des données sanitaires, sur leur capacité d'hébergement (nombre de lits), et sur leur

proximité géographique. L'historique des contaminations éventuelles en légionelles dans ces

établissements n'a pas été vérifié au préalable pour ne pas biaiser les critères de sélection.

Ensuite, les directeurs des établissements ont été contactés au fur et à mesure afin de leur expliquer le

projet et de solliciter leur participation. En cas de réponse positive, un ou plusieurs rendez-vous ont été

organisés avec les équipes soignantes afin d'expliquer et de présenter plus précisément l'étude.

La participation d'une personne âgée à l'étude est définitive après présentation, compréhension et

acceptation des critères de l'étude épidémiologique et de la signature d'un consentement éclairé.

1.4 DEROULEMENT GENERAL DE L'ETUDE AU SEIN D'UN ETABLISSEMENT

Dans chaque établissement, l'étude épidémiologique dure quatre mois, durant lesquels, un registre

recueillant les symptômes présentés par les personnes âgées est rempli quotidiennement par le personnel

soignant. Des infirmières formées aux essais cliniques (CIC Nancy), en collaboration sur ce projet,

s'assurent de la qualité du recueil de données, et sont chargées d'en vérifier l'exhaustivité sur chaque

site.
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Dès la première semaine d'étude dans l'établissement, ces infirmières effectuent un point téléphonique

avec l'équipe soignante en charge du projet. Puis, leur visite est mensuelle, et un appel téléphonique

altemé avec les visites permet de s'assurer du bon déroulement du projet dans chaque établissement

et/ou de répondre aux questions pouvant survenir dans les centres en cours d'étude.

A la fin du suivi clinique, un diagnostic de l'état du réseau d'eau chaude de l'établissement est réalisé

par un professionnel, dont les principales étapes sont présentées ci-après (cf §3 de ce chapitre). Un des

objectifs du « diagnostic réseau» est de définir les facteurs de risque de contamination par Legionella

de chaque réseau d'eau chaude sanitaire des établissements sélectionnés, en évaluant les criticités (i) de

l'alimentation en eau froide de la production d'eau chaude, (ii) de la production d'eau chaude (iii) du

réseau de distribution d'eau chaude ainsi que (iv) des points d'usage. Sur sa base, nous avons défini les

points de prélèvement (cf §4) représentatifs de l'exposition des personnes âgées participant à l'étude. Il

est à noter que tous les points de douche des personnes âgées volontaires ne pouvaient pas être

échantillonnés du fait de contraintes logistiques et financières.

Ainsi, le diagnostic du réseau d'eau chaude sanitaire a permis de cartographier le réseau en termes de

points critiques (structure, conception, mode de traitement de l'eau, température d'eau, ... ). Il a aussi

permis de déterminer les éventuelles zones à risque de contamination par les légionelles et d'identifier,

parmi l'ensemble des douches de l'établissement, les points de prélèvements d'eau/aérosol

correspondant à l'exposition des résidents volontaires. A l'issue du diagnostic, l'établissement a été

décomposé en plusieurs secteurs s'il était jugé hétérogène du point de vue de la qualité du réseau et de

la vulnérabilité de l'eau. Les personnes âgées résidentes et participant à l'étude ont été affectées à

chaque secteur selon le lieu de leur prise de douche. A chaque secteur conespondait une douche jugée

représentative du secteur et constituant le point de prélèvement.

2 EVALUATION DE L'ETAT DE SANTE DES PERSONNES AGEES

Lors des 4 mois d'étude épidémiologique, les informations sur l'état de santé des personnes âgées sont

consignées sur deux registres tenus par le personnel soignant de la maison de retraite. Un registre est

réservé aux antécédents médicaux et un registre est réservé aux signes cliniques présentés

quotidiennement par les personnes âgées pendant les quatre mois d'étude.

2.1 ANTECEDENTS MEDICAUX

Le registre permettant de collecter les informations sur les antécédents médicaux des personnes âgées

est présenté en annexe A 1. Il a été généralement renseigné par le médecin coordinateur de la maison de

retraite lors de l'inclusion des volontaires.
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Il foumit les informations générales sur la personne âgée incluse dans l'étude: date de naissance, sexe,

date d'entrée et le cas échéant de sortie définitive de l'établissement, tabagisme (actuel; ancien avec

précision des quantités).

Les antécédents médicaux renseignés peuvent être répartis en 5 groupes:

o Les pathologies respiratoires qui regroupent les pneumopathies, l'asthme, les BPCO (broncho

pneumopathies chroniques obstructives), les embolies pulmonaires, insuffisances respiratoires

chroniques. Ces pathologies altèrent le poumon et en particulier l'épithélium des voies respiratoires qui

est une barrière naturelle de protection contre les bactéries.

@ Les pathologies influant sur l'état immunitaire du patient (alcoolisme, diabète, cancer et hémopathie).

Cl Les pathologies cognitives (démence, débilité, Alzheimer et Parkinson... ) provoquent à un stade

avancé un risque accm de trouble de la déglutition, une diminution de l'efficacité de la toux et de

l'expectoration, entraînant un risque accm de pneumopathie d'inhalation.

o Les pathologies cardiovasculaires (insuffisance cardiaque, l'infarctus du myocarde, l'hypertension

artérielle, l'artérite, les troubles du rythme, AVC (accidents vasculaires cérébraux... ) peuvent entraîner

une baisse de l'autonomie (surtout pour les AVe) et une moins bonne tolérance aux infections

(exacerbation des symptômes).

o Les autres pathologies sont regroupées sous le terme de comorbidités (pathologies rénales,

hépatiques, neurologiques -non cognitives- psychiatriques, ... ).

2.2 MANIFESTATIONS CLINIQUES AU COURS DU SUIVI

Le registre permettant de collecter les signes cliniques au cours des quatre mois de suivi est présenté en

annexe Al. Il est rempli de manière quasi quotidienne par le personnel soignant de l'établissement et sa

qualité était périodiquement vérifiée par les infilmières du CIC.

Sont tout d'abord renseignés, les symptômes tels que la fièvre:::: 38°C, toux, myalgies, céphalées,

frissons, diarrhée, vomissements, vertiges, asthénie, et autres symptômes pouvant évoquer une infection

à Legionella chez les personnes âgées (essoufflement, dyspnée, douleurs localisées ou diffuses

notamment articulaires ou à la poitrine, raideur de la nuque, nausées, gorge endolorie, rhume,

photophobie, sensibilité cutanée, rash, anorexie, confusion, insomnie, cauchemars, irritabilité,

difficultés de concentration et de mémorisation).

Il recueille aussi, de manière joumalière, la prise de traitement antibiotique, de traitement immunitaire

(corticoïdes).
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Les modalités de la toilette des personnes inclues sont ainsi décrites quotidiennement : douche ou

toilette au lavabo/lit et lieu de prise de douche. L'hypothèse étant que ces données influenceraient,

qualitativement ou quantitativement, l'exposition. De plus, des infonnations sont demandées sur les

sorties des patients lorsqu'elles dépassent la demi-journée: lieu de sortie (famille, hôpital, vacances),

éventuelle prise de douche lors de cette sortie. Ces données nous permettent de connaître les autres lieux

d'exposition potentielle des participants.

3 REALISATION DU DIAGNOSTIC RESEAU

Le diagnostic réseau est effectué par un professionnel selon un protocole défini faisant l'objet d'un

secret industriel et de ce fait nous ne pouvons pas le faire figurer dans ce manuscrit. Mais les principes

et les étapes du diagnostic réseau sont détaillés et développés ci après. Il s'agit d'une démarche basée

sur des critères de présence/absence des différents éléments considérés lors d'une ou plusieurs visites

par le professionnel sur site; l'appréciation est donc majoritairement visuelle; seules des mesures des

température, de TH et pH de l'eau sont réalisées sur site et permettent d'affiner ce diagnostic.

Le diagnostic est focalisé sur l'étude des systèmes de production et de distribution d'eau, c'est-à-dire

des canalisations, des accessoires et des équipements, du point de vue de la conception, de la mise en

œuvre, de l'exploitation et de la maintenance. Il permet donc de rechercher, d'identifier et de

caractériser les éléments critiques, c'est-à-dire l'ensemble des paramètres pouvant avoir une influence

sur les risques de contaminations par Legionella.

3.1 SYSTEMES DE PRODUCTION ET DE DISTRIBUTION D'EAU CHAUDE

L'étude des systèmes de production et de distribution de l'eau chaude se compose en cinq étapes

organisées, d'amont en aval, de la production au point d'usage: (i) l'étude de l'alimentation en eau

froide du système de production; (ii) la vérification des traitements d'eau en place (adoucisseur,

filmogène, chloration continue) et leur pertinence au regard de la qualité des eaux; (iii) les systèmes de

production d'eau chaude sont diagnostiqués; (iv) l'étude de la configuration générale du réseau et (v)

l'étude des points d'usage.

3.1.1 Etude de l'alimentation en eau froide

Dans une problématique Legionella, divers paramètres sont recherchés (présence ou absence) pour leur

rôle potentiel sur la colonisation par Legionella.

Tout d'abord, la présence d'un compteur d'eau sur l'alimentation en eau froide est notifiée car elle

permet de vérifier, en cas de traitement d'eau, le bon ajustement des doses injectées dans le réseau d'eau

en fonction de la consommation en eau de l'établissement. Dans ce cas, ce n'est évidemment pas la
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présence ou l'absence du compteur qui peut influer sur Legionella mais elle peut retentir indirectement

sur la bonne gestion des traitements d'eau et donc sur la qualité des canalisations au cours du temps.

Au sein même du local de chaufferie est vérifié le calorifugeage 1 de la canalisation d'eau froide

alimentant le système de production de l'eau. Ce local, connu pour avoir une température ambiante

élevée du fait des systèmes de production d'eau chaude et de chauffage, nécessite un calorifugeage1

intégral de la canalisation d'eau froide, sans quoi celle-ci pourra subir un réchauffement, propice à

Legionella et donc à risque.

3.1.2 Etude des traitements d'eau

Les traitements d'eau (seuls ou concomitants) peuvent être de 3 sortes: traitement anti-tartre (mise en

place d'un adoucisseur), traitement anti-corrosion (mise en place d'un filmogène) et traitement

bactéricide (mise en place d'une chloration en continu).

3.1.2.1 Traitement anti-tartre

Le traitement anti-tartre employé est un adoucisseur. Le diagnostic réseau permet de vérifier à la fois la

nature (provenance, nonne NF), la dose injectée, l'efficacité mais aussi l'utilité du traitement au niveau

de chaque réseau d'eau afin de garantir le plus longtemps possible un dépôt de tartre limité sur les

canalisations. En cas de besoin d'un adoucisseur sur un réseau mais d'absence d'installation (laissant

suggérer dépôt de tartre propice à Legionella), ce paramètre à risque est notifié.

3.1.2.2 Traitement anti-corrosion

Le traitement anti-corrosion employé est un filmogène. Tout comme les autres traitements d'eau, la

justification, le réglage et l'entretien du filmogène est vérifié durant le diagnostic réseau. Par ailleurs,

afin d'estimer sir les doses injectées sont adéquates, la présence/absence d'un compteur à impulsion

contrôlant l'injection de produit filmogène est répertoriée.

3.1.2.3 Traitement bactéricide

Le traitement bactéricide employé dans certains des établissements étudiés est la chloration en continu.

Les doses injectées mais aussi le chlore résiduel sont monitorés, dans la mesure du possible lors du

diagnostic réseau, afin de prévenir tout risque de colonisation par Legionella.

1 Isolation thennique des canalisations.
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3.1.3 Production d'eau chaude sanitaire

Au niveau du local de production d'eau chaude sanitaire, le relevé technique du diagnostic est réalisé à

la fois au niveau du système de production d'eau chaude, du bouclage2 du réseau et du réseau d'eau

dans le local de production.

3.1.3.1 Système de production d'eau chaude

La présence d'un échangeur à plaques, système instantané de production d'eau chaude est qualifié de

protecteur contre Legionella. Par contre, du fait du risque de stagnation d'eau réchauffée, propice à

Legionella, la présence d'un ballon d'accumulation ou d'un système de production semi-instantané

(couplant un échangeur à plaques et un ballon) est considérée comme à risque.

Le surdimensionnement du ballon d'accumulation, ne fonctionnant d'ailleurs guère dans certains

établissement (juste une réserve) est considéré à risque pour la même raison qu'explicité au-dessus.

3.1.3.2 Bouclage2 d'eau chaude sanitaire

La présence ou l'absence de trois éléments est observée: une pompe de circulation de secours ou

robinet raccordé à une évacuation, un robinet de chasse sur le retour d'eau chaude sanitaire, et un clapet

de non retour3 en aval du circulateur (Figure 2.1).

Point d'usage

Production d'eau
chaude sanitaire

i

c----~ Point d'usage
r-
L _

\
Bouclage

Production d'eau
chaude sanitaire

ZS Clapet anti-retour

@ Pompe de recirculation

-- Sens de circulation de l'eau

Figure 2. 1 : Schéma de deux types de réseau d'eau chaude - A : réseau non bouclé; B : réseau bouclé.

3.1.3.3 Réseau d'eau chaude sanitaire dans le local de production

Dans le local de production d'eau chaude sanitaire, afin de s'assurer du bon fonctionnement du système

de production d'eau chaude, la présence d'un thermomètre sur le départ et le retour de distribution, ou la

2 Le bouclage consiste à réaliser un réseau d'eau supplémentaire qui reprend l'eau au plus près du point d'usage et l'achemine
soit vers la production soit vers un réchauffeur de boucle; processus pennettant de maintenir l'eau en circulation.
3 Le clapet de non retour pennet d'éviter les retours d'eau dans les canalisations, c'est un dispositif anti-poUution.
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présence de relevés thermiques automatisés avec archivage, permet de garantir l'attention et la

vérification faites au niveau de la température de départ d'eau chaude.

Afin de permettre l'analyse de l'eau chaude en production, la présence d'un point de prélèvement sur le

départ et le retour d'eau chaude sanitaire est conforme à la législation [DOS, 2002]. La présence de bras

morts4 sur le réseau d'eau chaude du local de production est caractérisée à risque de Legionella pour les

raisons précédemment évoquées (cf § 3.1.1).

Une attention particulière est portée à l'état des canalisations et notamment à la présence de corrosion,

ou à la mixité de matériaux métalliques (acier galvanisé et cuivre), ou à un calorifugeage commun entre

eau froide et eau chaude. La présence d'un de ces éléments est propice à la présence de Legionella et

donc considéré à risque.

De la même manière, la présence d'un mitigeur sur le départ production sans traitement préventif

(chlore ou U.V.), est un facteur favorisant la colonisation de Legionella et sera considéré comme

élément à risque.

3.1.4 Configuration du réseau

La configuration du réseau peut-être connue par la présence de plans de la distribution à jour permettant

ainsi de caractériser l'ensemble du réseau d'eau de l'établissement: type de bouclage2
; présence de

bras morts4
, '" .

Les matériaux et l'état des canalisations sont répertoriés: l'entartrage et/ou la corrosion, ainsi que la

présence et le nombre de bras morts4 sur les réseaux d'eau, sont caractérisés à risque de Legionella. Par

contre, l'existence d'un calorifugeage1 en bon état sur les colonnes d'eau chaude séparé de celui des

colonnes d'eau froide, sur l'ensemble du réseau d'eau, est protecteur de Legionella.

Afin de garantir l'évacuation de dépôts et d'eau stagnante, la présence de dégazeur5 en point haut des

colonnes montantes6
, et la présence de vanne de chasse en points bas des colonnes d'eau, permet de se

prémunir contre Legionella. Leur absence est donc à risque.

3.1.5 Points d'usage

L'étude des points d'usage se fait à la fois sur les zones potentielles de stagnation, mais également sur

les éviers, lavabos, baignoires et douches, ainsi que les éléments dits «à risques» qui sont les

baignoires à remous, ou de balnéothérapie, les fontaines décoratives et les lave bassins.

4 Canalisation sans point d'usage à son extrémité.
5 Appareil automatique ou manuel permettant l'évacuation des gaz accumulés au point haut d'une canalisation.
6 Dans un immeuble, canalisation, généralement verticale, destinée à desservir en eau les différents étages ou pièces.
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Comme pour les autres catégories du réseau d'eau des établissements, la présence et le nombre de

tuyaux borgnes ou de bras morts sur les réseaux d'eau, sont caractérisés à risque de Legionella.

Afin de garantir le suivi des bonnes pratiques indiqué dans la réglementation pour les points d'usage

(démontage et nettoyage régulier des flexibles et des pommeaux de douche), la présence de

flexibles/pommeaux fixes sur les douches, ou de filtres terminaux non entretenus est noté lors du

diagnostic et est considéré comme à risque de Legionella.

Pour les fontaines décoratives, et les lave-bassins, la présence d'une attestation de conformité sanitaire

ou d'une protection antipollution est observée.

3.2 MESURES SUR SITES ET RECHERCHE DE DONNEES

3.2.1 Relevés de température

Parallèlement à l'observation des différents éléments composant le réseau d'eau chaude sanitaire, des

mesures et des relevés de températures sont réalisés (si présence de thermomètre) sur les ballons de

stockages, le départ eau chaude sanitaire, le départ eau mitigée et le retour d'eau chaude.

Environ dix mesures sont réalisées sur le réseau d'eau, au niveau de la distribution, en ouvrant le robinet

d'eau chaude à son maximum. Les températures sont relevées après une minute d'écoulement d'eau,

donnant une bonne définition de l'équilibrage du réseau. En effet, un long temps d'écoulement d'eau

pour obtenir de l'eau chaude sanitaire signifie des problèmes d'équilibrage7 (réglage des vannes,

entartrage, diamètre des canalisations ....).

Ces températures sont relevées aléatoirement sur le réseau, à tous les étages et au minimum une fois sur

chaque colonne d'eau. Elles sont relevées à partir de la sonde de température du pHmètre 330i (WTW).

3.2.2 TH et pH

Une mesure de dureté totale est réalisée sur l'eau chaude au point d'usage pour contrôler le réglage de

l'adoucisseur et en valider sa nécessité par rapport à la qualité de l'eau. Cette mesure est réalisée avec

un kit commercial avec une valeur approximative à +/- 1°F (ref. 1.11156.001, Merck).

La mesure de pH est réalisée en même temps que le relevé de température (appareil 330i, WTW).

3.2.3 Recherche de données

Les caractéristiques physico-chimiques de l'eau potable d'alimentation sont recherchées auprès des

DDASS ou des distributeurs d'eau afin de s'assurer de la nécessité ou non d'un ou plusieurs traitements

7 Opération consistant à hannoniser le débit dans un réseau d'eau de telle sorte que chaque tronçon véhicule le débit souhaité.
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d'eau. Les paramètres suivants sont demandés: calcium, TH, TAC, conductivité, pH, chlorures et

sulfates.

L'analyse de ces paramètres par le professionnel lui permet de caractériser globalement le pouvoir

agressif et/ou corrosif de l'eau, et d'en déduire la pertinence de la mise en place des traitements.

3.3 BASES REFERENTIELLES A LA DEFINITION DES POINTS CRITIQUES

Les éléments critiques du réseau d'eau répertoriés lors du diagnostic, exposés ci-dessus, servent à

l'établissement de points critiques à la fois sur les systèmes de production et de distribution d'eau

chaude mais également sur les opérations de maintenance et leur fréquence. D'ailleurs un tableau

synthétisant les principaux points critiques retenus dans l'étude est présenté dans le chapitre 3 (cf §3.3 ;

Tableau 1)

Cette caractérisation des points critiques se fait en fonction des recommandations des textes

réglementaires en vigueur et cités ci-dessous:

• Circulaire DGS n02002/273 du 2 mai 2002, relative à la diffusion du rapport du Conseil Supérieur

d'Hygiène Publique de France relatif à la gestion du risque lié aux légionelles.

• Circulaire DGS/SD7A/SD5C-DHOS/E4 n02002/243 du 22 avril 2002, relative à la prévention du

risque lié aux légionelles dans les établissements de santé.

• Décret 2001-1220 du 20 décembre 2001, relatif aux eaux destinées à la consommation humaine.

• Guide « Gestion du risque lié aux légionelles » du CSHPF de novembre 2001, comportant des

recommandations préventives visant à limiter le risque lié aux légionelles et destiné aux gestionnaires

des établissements recevant du public et des bâtiments d'habitation

• Circulaire DGS n0981771 du 31 décembre 1998, relative à la mise en œuvre de bonnes pratiques

d'entretien des réseaux d'eau dans les établissements de santé et aux moyens de prévention du risque lié

aux légionelles dans les installations à risque et dans celles des bâtiments recevant du public.

• Circulaire DGSNS 2 n097-311 du 24 avril 1997, relative à la surveillance et à la prévention de la

légionellose.

• Guide technique n01 bis de 1992, relatif à la qualité des installations de distribution d'eau destinée à

la consommation humaine à l'intérieur des bâtiments.

• Circulaire du 7 mai 1990, relative aux produits et procédés de traitements des eaux destinées à la

consommation humaine.

• Décret nO 89-3 du 3 janvier 1989, relatif aux eaux destinées à la consommation humaine à

l'exclusion des eaux minérales naturelles.

• Circulaire DGS/PGE/l.D nO 593 du 10 avril 1987, relative au guide technique nOl concernant la

protection sanitaire des réseaux de distribution d'eau de consommation humaine.

• Norme NF P40-201 (DTU 60.1) additif n04 de février 1977, relatif à l'installation de distribution

d'eau en tube d'acier à l'intérieur des bâtiments.
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4 DETERMINATION DES POINTS DE PRELEVEMENTS

La détermination des points de prélèvements est réalisée à l'aide d'un protocole prédéfini. Il est bien

entendu impossible d'échantillonner chaque point d'eau relié à chaque volontaire au sein des divers

établissements, pour les raisons précédemment évoquées (cf § 1.4).

L'objectif est de caractériser l'exposition aux légionelles d'aérosols d'eaux chaudes en établissement

collectif. La détermination des points de prélèvements se fait en plusieurs étapes:

o Localisation sur plans de l'organisation du réseau: colonnes7
, bouclage2

;

e Localisation des volontaires à l'étude et de leur point de douche;

c) Application des règles de décision en fonction de la configuration du réseau;

o Détermination des points de prélèvements caractéristiques de l'exposition des volontaires au projet.

Les règles de décision pour la détermination des points de prélèvements sont fonction de la

configuration du réseau et peuvent être séparées en trois groupes de décisions. Ces règles sont

applicables pour des réseaux parfaitement dimensionnés, où l'équilibrage7est COlTect et la vitesse de

circulation de l'eau suffisante.

La détermination des points de prélèvements caractéristiques de l'exposition des sujets participant à

l'étude, repose sur la localisation des volontaires (PAx) à l'étude et de leur point de douche (x).

4.1 RESEAU NON BOUCLE EN COLONNES MONTANTES OU DESCENDANTES

PA, 1--------------------------- --------

PA,+ Point de douche x

t Point de prélèvement

Production d'eau
chaude sanitaire

Colonne
nO 1

Colonne
nO 2

PA,

Colonne
nO 3

Etage 3

Etage 2

Etage 1

Figure 2. 2 : Exemple d'organisation du réseau et de localisation des points de douches utilisés par les
volontaires de l'étude sur un réseau non bouclé en colonnes montantes?

Sur un réseau non bouclé en colonnes montantes (ou descendantes), la circulation n'est pas identique

dans les différentes colonnes. C'est pourquoi, pour chacun des points de douche, dans le cas présenté

par la figure 2.2, un point de prélèvement est préconisé.
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L'exposition attribuée aux personnes utilisant le point de douche (x) conespondra au résultat du

prélèvement d'eau et/ou d'aérosol. Cependant, dans le cas d'un réseau bien entretenu, avec des purges

quotidiennes réalisées sur chaque colonne, le nombre de point de prélèvement peut êh'e allégé.

4.2 RESEAU BOUCLE EN COLONNES MONTANTES

Sur un réseau bouclé, la circulation de l'eau chaude est normalement homogène au niveau d'une même

colonne. On peut donc considérer que l'exposition est identique au niveau de tous les points d'usage

d'une même colonne, à condition que ces points soient tous utilisés régulièrement et soient équipés de la

même manière (pommeaux identiques). C'est pourquoi, dans le cas présenté par la figure 2.3, on peut

considérer que 3 points de prélèvements suffisent à caractériser l'exposition des volontaires à 5 points

de douche.

________________________ !~2

PAx+ Point de douche x

t Point de prélèvement

Colonne
nO 1

Colonne
n° 2

Colonne
n° 3

PA,

Etage 3

Etage 2

Etage 1

Production d'eau
chaude sanitaire

Retour de boucle

Production d'eau
chaude sanitaire

PA, 2

______________________ e~

PA+ Point de douch-e-~------- ---------------

t Point de prélèvement

1 y.

-----~

Etage 3

Etage 2

Etage 1

Colonne 1 Colonne 2 Colonne 3

Figure 2. 3 : Exemple d'organisation du réseau et de localisation des points de douches utilisés par les
volontaires de l'étude sur un réseau bouclé - A : en colonnes montante/ ; B : en paraplitie8

•

8 Dans ce type de réseau une seule colonne d'eau est montante, les autres sont descendantes.
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La configuration du réseau présenté dans la Figure 2.3a est équivalente à un réseau en chandelle9
. Dans

ce cas la dételmination des points de prélèvements se fait de façon similaire. Ainsi l'exposition aux

différents points de douche, dans les deux cas, est définie de la manière suivante:

Exposition (PAf) = Exposition (Pl)

Exposition (PA 2) = Exposition (P2)

Exposition (PA 3) = Exposition (PA 4) = Exposition (PA j ) = Exposition (P3)

4.3 RESEAU BOUCLE AVEC UNE BOUCLE CENTRALE

Point de douche x

Point de prélèvement

Production d'eau
chaude sanitaire

Retour de boucle

PA,

Piquage
ascendant

PA, 2

Piquage
descendant

Etage 1

Rez-de chaussée

Figure 2. 4: Exemple d'organisation du réseau et de localisation des points de douches utilisés par les
volontaires de l'étude sur lllt réseau bouclé avec une boucle centrale.

Au niveau de la boucle centrale, nous pouvons considérer que la circulation de l'eau chaude est

homogène. Si les piquages servent à alimenter un seul étage supérieur et un étage inférieur, alors nous

pouvons considérer que le point de prélèvement situé sur un tronçon (coté du parallélépipède)

particulier sera représentatif de tous les points situés sur ce même tronçon.

Se contenter d'un seul point de prélèvement par tronçon ne serait pas très judicieux pour caractériser

l'exposition de chaque niveau. C'est pourquoi, un point par niveaux et sur chaque tronçon semble être

un bon compromis. Cependant, si la boucle centrale sert à alimenter plusieurs étages inférieurs ou

supérieurs, à partir de colonnes descendantes ou ascendantes non bouclées, alors, pour les étages

supérieurs, un point de prélèvement par point de douche par colonne et par niveau sera nécessaire. De

façon similaire, pour les étages inférieurs, un point de prélèvement par point de douche par colonne et

par niveau sera nécessaire.

9 Le bouclage est situé sur chaque colonne d'eau.
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Dans le cas présenté par la Figure 2.4, l'exposition aux points de douche est déterminée de la manière

suivante:

Exposition (PAl) = Exposition (PA 2) = Exposition (PA 3) = Exposition (Pl)

Exposition (PA 6) = Exposition (PA 4) = Exposition (P2)

Exposition (PA 7) = Exposition (PA 5) = Exposition (P3)

5 PRELEVEMENTS DES EAUX CHAUDES ET DES AEROSOLS

5.1 PRELEVEMENTS D'EAUX

Un premier prélèvement d'eau est effectué dès la mise en fonctionnement de la douche dans une

bouteille stérile contenant du thiosulfate de sodium (20 mg) afin de neutraliser un éventuel résiduel de

chlore dans l'eau. Il conespond au « 1er jet ». Ce premier prélèvement, fait sans flambage, à pression et

température d'eau chaude maximum, est d'environ de 300 mL: il conespond à vider le piquage de

canalisation qui alimente le robinet.

Après 7 minutes d'écoulement de la douche, un deuxième prélèvement d'eau dit « purge» est réalisé

[EPA, 1997]. Un duplicat de ces prélèvements d'eau a été réalisé à deux jours d'intervalle au même point

de douche et dans les mêmes conditions que spécifié ci-dessus.

5.2 PRELEVEMENTS D'AEROSOLS

Trois principes d'échantillonnage parmi les plus usités sont employés: l'impaction solide, l'impaction

liquide et la filtration. Les conditions opératoires sont synthétisées dans le tableau 2.1.

5.2.1 L'impaction sur milieu solide

Les bactéries aérosolisées sont prélevées avec un impacteur à crible type MAS 100®. Ce dernier est

composé de 400 trous disposés uniformément en cercle sur la surface de collecte. L'air, aspiré à raison

de 100 L.min-1
, est accéléré par passage au travers de ces orifices. En fonction de leur inertie, les

particules entraînées par le flux d'air peuvent, soit suivre les lignes de courant, soit s'impacter sur la

surface de collection (gélose) placée au-dessous de la plaque perforée pour celles possédant l'inertie la

plus importante. Dans nos essais, cette surface est une gélose GVPC spécifique des légionelles

permettant d'évaluer directement la concentration des bactéries viables aérosolisées (UFC.m-3 d'air

prélevé).

Pour se situer dans les conditions d'efficacité spécifiées par le constructeur, la distance entre la base de

la boîte de Pétri et la surface du milieu nutritionnel doit être de 9,5 mm, ce qui conespond à un volume

de gélose de 20 mL exactement mesuré, afin de s'assurer de l'impaction des bactéries Legionella.
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Tableau 2. 1 : Conditions opératoires pour le prélèvement des aérosols microbiologiques.

30 secondes et 5 minutes 15 minutes

Nom du dispositif

commercialisé

Débits de prélèvements

Temps de

prélèvements

Impaction sur milieu

solide

100 L.min-1

Impaction en milieu

liquide

BioSampler® SKC, Arelco

13 L.min- I

Filtration

Cassettes, Millipore

10 L.min- 1

30 à 60 minutes

Supports de collecte

Méthodes analytiques

Gélose GVPC Eau distillée stérile

culture Culture et hybridation in situ

Membrane en
polycarbonate

(0pore = 0,2 /-lIn)

Hybridation in situ

5.2.2 L'impaction en milieu liquide

Lors d'une impaction en milieu liquide, l'air est aspiré au travers d'un tube capillaire, puis propulsé à la

surface d'une suspension liquide. L'appareillage employé est le BioSampler®, dont le principe de

fonctionnement consiste en une impaction tangentielle des particules à la surface du milieu de collecte.

Le débit de prélèvement, de 13 L.min-', est fixe et vérifié au laboratoire [Jensen et al., 1994]. Dans nos

essais, le milieu de recueil consiste en 20 mL d'eau distillée stérile apyrogène.

5.2.3 La filtration

La collection des particules, par filtration, repose sur l'action simultanée de différents

mécanismes (impaction inertielle, interception, diffusion) dont l'importance relative dépend de la

dimension des particules et de la vitesse de l'écoulement. Dans le cas d'une particule de 1 /lm, les deux

mécanismes intervenant sont l'interception et l' impaction.

L'air est aspiré au travers d'un média filtrant qui assure la séparation des aérosols du fluide vecteur. Le

support filh'ant employé dans cette étude est une membrane de polycarbonate, de 0,8 /lm de diamètre de

pores.
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6 DETECTION ENVIRONNEMENTALE DE LEGIONELLA

6.1 MILIEUX DE CULTURE GELOSES POUR LA RECHERCHE DE LEG/ONELLA

6.1.1 Gélose GVPC

La gélose GVPC est un agar sélectif pour la mise en évidence de Legionella dans les échantillons

environnementaux (eau ou aérosol). Les différents antibiotiques présents dans la gélose, jouent le rôle

d'inhibiteurs de la croissance des bactéries autochtones des réseaux d'eau potable.

La gélose GVPC est constituée pour un litre d'eau déminéralisée de 25 g de gélose de base CYE

(Oxoïd, CM655), 10 g d'extrait de levure, 2 g de charbon activé et 13 g d'agar. Le pH avant

autoclavage est de 6,9±0,2. La gélose est stérilisée par autoclavage (121 oC, 15 min). Ensuite, 270 mL de

ce milieu CYE sont mélangés aseptiquement à 30 mL de supplément SRlI0C (Oxoïd) et 5,4 mL de

supplément SR152E (Oxoïd) (Tableau 2.2). Après homogénéisation, la gélose est répartie dans des

boîtes de Pétri de 90 mm de diamètre et stockée à 4-10°C pendant 1 mois maximum.

Tableau 2. 2 : Composition des suppléments nécessaires à la croissance de Legionella (SRIIOC et SRI52E
pOlir I litre d'eau distillée).

Supplément SRllOC (Oxoïd)
Composé Quantité

Pyrophosphate ferrique 0,5 g
L-cystéine 0,8 g
a-cétoglutarate 2 g
Tampon ACES/KOH 20 g

Supplément SR152E (Oxoïd)
Composé Quantité

Glycine 150 g
Polymyxine B S04 4000 VI
Vancomycine 0,05 g
Cycloheximide 4 g

6.1.2 Gélose BCYEa. avec L-cystéine

Après croissance de colonies bactériennes sur gélose GVPC, les colonies suspectées être des légionelles

sont repiquées sur gélose BCYEa avec L-cystéine et sur gélose BCYEa sans cystéine.

Le milieu gélosé BCYEa avec L-cystéine (Broth Charcoal Yeast Extract) est spécifique de la détection

de Legionella.

La préparation du milieu se fait en mélangeant 25 g de gélose de base CYE (Oxoïd) avec 900 mL d'eau

déminéralisée. Le pH avant autoclavage est de 6,9±0,2. Le milieu est alors autoclavé 15 minutes à

121°C. Ensuite, 270 mL de ce milieu CYE sont mélangés aseptiquement à 30 mL de supplément

SRII0C (Tableau 2.2). Après homogénéisation, la gélose est répartie dans des boîtes de Pétri de 90 mm

de diamètre et stockée ainsi à 4-1 O°C pendant 1 mois maximum.

6.1.3 Gélose BCYEa. sans L-cystéine

La préparation du milieu se fait en mélangeant 25 g de gélose de base CYE avec 900 mL d'eau

déminéralisée. Le pH avant autoclavage est de 6,9±0,2.
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Le milieu est alors autoclavé 15 minutes à 121°C. Ensuite, 270 mL de ce milieu CYE sont mélangés

aseptiquement à 30 mL de supplément SR175A (Tableau 2.3). Après homogénéisation, la gélose est

répartie dans des boîtes de Pétri de 90 mm de diamètre et stockée à 4-lOoC pendant 1 mois maximum.

Tableau 2.3: Composition du supplément spécifique à la non cultivabilité de Legionella (SR175A).

Composé

Supplément SR175A (Oxoïd)
Quantité (.L- I eau distillée)

Pyrophosphate felTique
a-cétoglutarate
Tampon ACES/KÜH

2,5 g
10 g
100g

6.2 TEST DE CONFIRMATION DES COLONIES DE LEGIONELLA

Après incubation, les colonies suspectes (grises, amorphes et ayant un aspect dit en « velTe brisé »)

détectées sur GVPC sont comptées et repiquées sur gélose spécifique (BCYE avec L-cystéine) et sur

milieu non spécifique (BCYE sans L-cystéine) pour permettre une première identification du genre

Legionella : une colonie se développant sur BCYE avec L-cystéine et pas sur BCYE sans L-cystéine est

considérée comme appartenant au genre Legionella ; les autres cas de figure ne cOITespondent pas à des

légionelles. Pour ces légionelles présumées, le test d'immunofluorescence directe (BIO-RAD,

MONOFLUO™ Legionella pneumophila IFA Test kit) et le sérotypage par agglutination au latex

(OXOÏD, Legionella Latex Test) permettent par la suite l'identification et la classification d'espèce (L.

pneumophila ou Legionella sp.) et de sérogroupes.

6.3 DENOMBREMENT DE LEGIONELLA CULTIVABLES

La détection des légionelles cultivables a été réalisée selon la norme AFNOR [2003]. Les colonies

suspectes, dites en « velTe brisé », sont dénombrées et identifiées à la fois sur les échantillons d'eau et

d'aérosols. Les résultats sont alors exprimés en Unité Formant Colonies par litre d'échantillon (eau ou

air).

6.3.1 Echantillons d'eau

Pour chaque prélèvement d'eau de douche, le dénombrement de légionelles cultivables est effectué.

Sur l'échantillon appelé « 1or jet », deux ensemencements directs de 0,1 mL et deux ensemencements

dilués au dixième avec de l'eau distillée stérile apyrogène (EDSA) de 0,1 mL sur gélose GVPC sont

réalisés. Les boîtes sont incubées 8 à 10 jours à 37°C±I°C et les colonies suspectes apparues sont

comptées et repiquées sur gélose spécifique : BCYE avec L-cystéine et BCYE sans L-cystéine pour

permettre une première identification du genre Legionella.
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Sur l'échantillon « purge », 500 mL sont utilisés pour dénombrer les légionelles cultivables selon la

méthode de concentration décrite dans la nOllne AFNOR [2003] et deux ensemencements directs de 0,1

mL et deux ensemencements dilués au dixième avec de l'eau distillée stérile apyrogène (EDSA) de 0,1

mL sur gélose OVPC sont réalisés.

La limite de détection des légionelles cultivables est de 100 UFC-Legionella.L-1 eau et pour

l'ensemencement direct de 5.103 UFC-Legionella.L- 1 eau.

6.3.2 Echantillons d'aérosol

Le dénombrement de légionelles cultivables a été effectué pour les échantillons issus de prélèvement

d'aérosol par impaction sur gélose et impaction en milieu liquide. Pour les prélèvements par impaction

sur gélose (biocollecteur MAS 100®), les bactéries de l'aérosol sont directement collectées sur le milieu

gélosé OVPC. Les géloses ainsi récupérées sont alors incubées 8 à 10 jours à 37°C±loC et le

dénombrement et l'identification de Legionella s'effectue de la même manière que décrit pour les

échantillons d'eau (§ 6.2).

Pour les prélèvements par impaction en milieu liquide (biocollecteur impinger SKC), les bactéries de

l'aérosol s'impactent dans 20 mL d'EDSA. La détection des légionelles cultivables s'est effectuée par

concentration du volume total collecté par filtration sur une membrane blanche en polycarbonate de 0,2

/lm de porosité. Les bactéries sont remises en suspension par traitement aux ultrasons de la membrane

pendant 2 minutes dans 3 mL d'eau de collecte. Puis, 0,1 mL du concentrat est ensemencé en duplicat

sur une gélose OVPC. Après incubation des boîtes pendant 8 à 15 jours à 37°C±loC, le dénombrement

et l'identification de Legionella sont similaires à ceux décrit pour les échantillons d'eau (§ 6.2).

6.4 DENOMBREMENT TOTAL DES BACTERIES APRES MARQUAGE AU DAPI

6.4.1 Dénombrement des bactéries totales

Le dénombrement des bactéries après marquage par un fluorochrome marqueur de l'ADN, le DAPI

(4',6-diamidino-2-phénylindole) permet d'apprécier la totalité de la population bactérienne, vivante et

morte indépendamment de son état physiologique ou d'une cible bactérienne spécifique. Le principe de

ce marquage bactérien réside dans la complexation d'une molécule de DAPI au niveau de trois paires de

bases A-T de l'ADN ciblé. Ce complexe émet une fluorescence bleue lorsqu'il est excité par une lumière

u.v. : après marquage, les bactéries sont visualisées en bleu. Cette méthode de détection est basée sur le

protocole décrit par Saby et al. [1997] sur des échantillons d'eau.

Dans la pratique, les échantillons liquides (eau ou aérosol) sont filtrés sur une membrane noire en

polycarbonate de 0,2 /lm de porosité et 25 mm de diamètre. Après 15 minutes de marquage avec une

solution de DAPI (3 /lg.mL-') à température ambiante, la membrane est rincée deux fois avec 10 mL
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d'EDSA, puis montée entre lame et lamelle avec une goutte de citifluor ; la lecture est réalisée avec un

objectif à l'immersion (lOOx) par microscopie en épifluorescence sous lumière U.V. O"excitation = 345 nm ;

Àémission = 465 nm). Le microscope à épifluorescence (Olympus, BX41) est équipé du cube U-MNU2

spécifique à la détection du DAPI (Olympus, U-MNU2). Les bactéries marquées de 30 champs

microscopiques choisis au hasard sur le filtre sont comptées pour chaque échantillon.

Le nombre total de cellules dans l'échantillon, Ctotal, est déterminé par l'équation 2.1 :

(2.1)

où N est le nombre moyen de cellules comptées pour chaque champ microscopique, Vest le volume de

filtration (mL), F est la surface de filtration (2,84 cm2
) et A est la surface d'un champ microscopique

(7,0.10'5 cm2
).

Dans nos conditions expérimentales, la limite de détection est de 6,7 x 104 cellules.L- 1 pour 20 mL

d'échantillon analysé.

6.5 DENOMBREMENT DE LEGIONELLA PAR HYBRIDATION IN SITU (FISH)

6.5.1 Solutions pour l'hybridation in situ

6.5.1.1 Solutions de sondes oligonucleotidiques

Les amorces utilisées pour détecter Legionella spp. sont les sondes LEG705, LEG226 et LEGPNE 1

(Eurogentec) spécifiques du genre Legionella [Buchbinder et al., 2002; Amann et al., 1995; Manz et al.,

1995]. Elles sont marquées en 5' par un fluorochrome : le Cy3 (carbocyanine). Les séquences

oligonucléotidiques des trois sondes sont les suivantes:

LEG705 : 5'-CTGGTGTTCCTTCCGATC-3'

LEG226: 5'-TCGGACGCAGGCTAATCT-3'

LEGPNEI : 5'-ATCTGACCGTCCCAGGTT-3'

Chaque sonde est fournie sous forme lyophilisée. Elle est reprise au laboratoire dans du tampon Tris

EDTA à pH 8 stérile (Sigma, T-9285) et répartie en microtubes stériles à raison de 50~lL. Les tubes sont

stockés à -20°C. Au moment de l'utilisation, après décongélation à température ambiante (20-25°C), la

solution de sonde est diluée avec la solution d'hybridation jusqu'à obtenir la concentration voulue

(lng.~L" de chaque sonde).

6.5.1.2 Solutions d'hybridation et de lavage

La solution d'hybridation est composée de 20% de formamide (Sigma, F-9037), 0,9 M de NaCI (Sigma,

S-9625), 0,1% de SDS (Sigma, L-4522) et 20 mM de Tris-HCI pH 7,2 (Sigma, T-2538).

La solution de lavage comprend 215 mM de NaCL, 0,1% de SDS et 20 mM de Tris-HCI à pH 7,2.
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6.5.2 Dénombrement de Legionella par hybridation in situ

L'hybridation in situ est une technique d'appréciation de la composition taxonomique d'environnements

qui permet de repérer spécifiquement à l'aide de sondes oligonucléotiques s'appariant avec les ARN

ribosomaux, les bactéries recherchées, ici les légionelles.

L'hybridation in situ est basée sur le protocole décrit par Manz et al. [1995] sur des échantillons d'eau

améliorée par la technique de double marquage au DAPI (4'-6-diamidino-2-phényl-indole) développée

par Declerck et al. [2003].

La détection de légionelles par la technique FISH est réalisée à la fois sur les échantillons d'eau et

d'aérosols.

La technique d'hybridation in situ s'effectue en 5 étapes principales:

o Concentration par filtration de l'échantillon sur membrane blanche en polycarbonate de 25 mm de

diamètre et 0,2 /lm de diamètre de pore (Millipore, GTTP02500).

f) Fixation des entités bactériennes par ajout de formaldéhyde à 3,7% directement sur le filtre. Après un

temps de contact de 30 minutes à température ambiante, la membrane est rincée, séchée à 37°C,

déshydratée à l'éthanol 50, 80 et 95% (3 minutes chaque bain) puis séchée à l'étuve à 37°C. La fixation

conduit à la réticulation des macromolécules ce qui a pour effet de les stabiliser de figer leur structure et

la composition de la bactérie. La fixation permet aussi la pénétration des sondes oligonucléotidiques.

@) L'hybridation qui consiste à ajouter les sondes oligonucléotidiques en excès et à contrôler la

température et la composition du milieu d'hybridation (stringence) afin de favoriser l'appariement de la

sonde à l'ARN ribosomal de la bactérie ciblée. Dans la pratique, 10 IlL de la solution d'hybridation sans

sonde et 50 IlL de la solution d'hybridation + sonde (1 ng./lL,l de chaque sonde) sont déposées sur la

membrane. L'hybridation a lieu en chambre humide (saturée avec du NaCI 0,9M) à 46°C pendant 2

heures, à l'obscurité. La membrane est ensuite rincée par 2 trempages successifs dans 30 mL de solution

de lavage préchauffée à 46°C±1oC pendant 30 minutes chacun.

o Un double marquage avec le fluorochrome DAPI (3 /lg.mL,I) est réalisé en mettant en contact

pendant 15 minutes la membrane avec le fluorochrome à température ambiante. Puis, la membrane est

rincée deux fois avec environ 2 mL d'EDSA. Cette étape permet de valider que les entités fluorescentes

en FISH correspondent bien à des bactéries dont les acides nucléiques fluorescent en marquage DAPI.

" La lecture s'effectue, après montage de la membrane entre lame et lamelle avec une goutte de

citifluor (Biovalley, 19476-A), en microscopie par épifluorescence (Olympus, BX41) à l'immersion

avec une excitation sous lumière verte (550 nm) et une émission de fluorescence rouge (568 nm) (cube

Olympus, U-MWG2).
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La lecture au microscope des légionelles hybridées s'effectue comme décrit pour le marquage DAPI et

leur quantification est dételminée selon l'équation 2.1. Dans nos conditions d'essais, la limite de

détection est de 3.102.L-1 air et 9.103.L- 1 eau.

7 ANALYSES BIOLOGIQUES

Les dosages de l'antigène urinaire anti-Legionella SG.l et de titres en anticorps anti-Legionella ont été

réalisés par le Centre National de Référence des légionelles (CNRL) de Lyon, dans le cadre d'une

collaboration. Rappelons ces dosages sont réalisées sur les échantillons biologiques, au terme du suivi

de 4 mois, par chacun des volontaires.

Les modalités de transport des échantillons, préconisées par le CNRL, ont été définies de manière à

garantir leur stabilité. Les urines sont recueillies dans un pot de prélèvement et conservées à une

température de 4°C jusqu'à analyse. Le sang est prélevé dans un tube à hémolyse contenant un

anticoagulant, centrifugé le jour même du prélèvement afin de recueillir que le sérum qui sera conservé

dans les mêmes conditions que les urines. L'ensemble de ces prélèvements biologiques ainsi que leur

traitement et envoi a été réalisé par les infirmières de recherches cliniques du Centre d'Investigation

Clinique de Nancy (CIC-INSERM) partenaire du projet de recherche Légion'AIR.

7.1 RECHERCHE D'ANTIGENES URINAIRES

Les antigènes solubles de L. pneumophila sc.] dans les urmes sont concentrés par ultrafiltration

sélective et sont ensuite détectés grâce à un kit unitaire d'immunochromatographie sur membrane, le

NOW® (Oxoïd). La sensibilité est de 80% et la spécificité de la technique est de 99%. La valeur

prédictive positive (VPP) est de 86% et la valeur prédictive négative (VPN) de 95% [Freney et al., 2000].

7.2 DOSAGE DES TITRES EN ANTICORPS ANTI-LEG/ONELLA

Les anticorps circulants contre Legionella sont détectés dans le sérum par la technique

d'immunofluorescence indirecte (IFI). Le CNRL utilise des antigènes préparés dans leur laboratoire.

Des emblyons de poulet de 6 à 7 jours sont inoculés par voie vitelline; 5 jours plus tard les sacs

vitellins sont recueillis, broyés, lavés et dilués de façon à obtenir environ 50 bacilles par champ.

L'antigène est inactivé par le formol à 2,5 %. Des antigènes monovalents et polyvalents de l'ensemble

des sérogroupes et des espèces de Legionella sont ainsi préparés.

Les différentes immunoglobulines (IgM, IgA et IgG) sont détectées par la technique IFI. La sensibilité

et la spécificité de la technique IFI sont seulement disponibles pour un titre élevé et sont de : sensibilité

faible (10 %) avec une VPP extrêmement basse (15%); spécificité de 94% avec une VPN de 91%

[Freney et al., 2000].
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Il est important de rappeler que dans notre étude, les anticorps sont considérés comme des marqueurs

biologiques d'exposition sans pour autant apporter la preuve de l'origine et du moment de l'exposition.

D'ailleurs, nous ne disposons pas du statut initial des personnes âgées au début de l'étude, et nous

travaillons sur un sérum unique, il nous est donc impossible d'observer une séroconversion et de

conclure à une infection réelle.

Dix huit dosages des titres en anticorps ont été réalisés sur chaque prélèvement sanguin. Ils sont dirigés

contre les espèces suivantes:

• L. pneumophila SGs. 1 à 10 et

• L. micdadei, L. bozemanü, L. dumoffii, L. jordanis, L. gormanii, L. longbeachae SGs 1 et 2, L. anisa.

Les limites de détection des titres en anticorps anti-Legionella sont le titre 1/16 pour les espèces de L.

pneumophila SG.1 à 6 et le titre 1164 pour les autres espèces recherchées.

8 ANALYSES STATISTIQUES

Les données épidémiologiques ont été saisies avec le logiciel Epi info 3.3. Elles ont ensuite été vérifiées

et condensées en une seule table grâce au logiciel FoxPro, logiciel de gestion de fichiers en langage MS

DOS. Les données environnementales ont été saisies sur le tableur Excel et le logiciel StatView 5.0.

(SAS Institute Inc., Cary, NC).

8.1 TESTS STATISTIQUES

Des tests du X2 ont été réalisés: d'une part d'homogénéité (test bilatéral) afin de déterminer le lien entre

les antécédents, les anticorps et la fièvre de Pontiac; d'autre part de densité d'incidence (test unilatéral)

afin de définir le lien existant entre les différentes concentrations en Legionella dans l'eau et dans l'air

et la fièvre de Pontiac.

Dans certains cas des tests exacts de Fisher ont été effectués en cas d'effectifs faibles.

La distribution des variables (concentrations en Legionella cultivables, bactéries totales, Legionella

hybridées) n'étant pas gaussienne, des tests non paramétriques ont été utilisés, comme le coefficient de

corrélation de Spearman, le test U de Mann-Whitney, le test de Kruskall-Wallis et le test des signes

appariés à partir des logiciels Excel et StatView 5.0 (SAS Institute Inc., Caty, NC).

8.2 ANALYSES QUALITATIVES

Une analyse en composante principale (ACP) a été réalisée grâce aux logiciels Statgraphics Plus (5.1) et

Uniwin Plus (5.2) pour apprécier les relations entre les teneurs en Legionella dans l'eau et dans l'air en

fonction des données physiques environnementales.

L'ACP est une analyse factorielle qui permet de visualiser sur des plans successifs à 2 dimensions, les

nuages de points situés dans un espace à p dimensions. Les axes dits factoriels, constituant ce plan,

permettent de disposer de la distance entre les variables.
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Dans la pratique, les données sont préalablement centrées et réduites afin de rendre l'interprétation

indépendante des unités de mesure choisies.

L'analyse en composante principale permet de décrire la proximité entre les variables (concentrations

de Legionella dans l'eau, facteurs physiques ambiants) et leur influence sur les concentrations en

Legionella de l'aérosol au même point de douche.

8.3 ANALYSES QUANTITATIVES

Les analyses statistiques quantitatives utilisées dans cette analyse sont les régressions logistiques

(bivariées ou multivariées). Ces analyses multivariées permettent d'identifier des facteurs de risque, et

de disposer d'une équation mathématique visant à « prédire» le risque (présence de Legionella ; fièvre

de Pontiac) en fonction de la présence de ces facteurs de risque.

Lors de l'établissement d'un modèle mathématique entre les teneurs en Legionella et les caractéristiques

des réseaux d'eau, une régression logistique par la méthode dite « pas à pas» a été utilisée pour

l'analyse multivariée. La variable dépendante binaire est la présence/absence de Legionella dans les

réseaux d'eau chaude des maisons de retraite. Les variables prédictives sont la température de l'eau

chaude au niveau des points d'usage et les quatre catégories de paramètres monitorés lors du diagnostic

réseau potentiellement facteurs de risque à la colonisation de Legionella. La probabilité seuil pour entrer

enlever un paramètre était fixée à 0,10.

Lors de l'analyse des facteurs de risque de la fièvre de Pontiac, la variable dépendante binaire est le

statut cas/non cas de fièvre de Pontiac. Les variables explicatives sont les antécédents médicaux et/ou

les teneurs en Legionella dans l'eau ou dans l'air.

Ces analyses ont été réalisées grâce aux logiciels SAS et Stata 7 (Stata Corporation, USA).
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Chapitre 3. Qualité des réseaux d'eau et contamination en légionelles des maisons de retraite

'objectif de ce chapitre est de déterminer l'occunence de Legionella spp. dans les eaux

chaudes, prélevées aux points de douche d'une trentaine de maisons de retraite de la

région Lonaine.

Cette cartographie de contamination des réseaux d'eau chaude par Legionella spp. a été mise en

relation avec les résultats d'une analyse des points critiques répertoriés sur chaque réseau d'eau de ces

établissements, afin de disposer d'un modèle prédictif de contamination des eaux chaudes sanitaires

aux points d'usage à partir des données d'un diagnostic réseau.

1 CONTEXTE DE L'ETUDE

L'évolution croissante des épidémies de légionellose [Joseph,2004] a conh'aint les ministères publics,

français et européens, d'éditer des normes directives [DGS 2005; DGS 2002] afin de guider les

particuliers et professionnels au problème de la colonisation des réseaux d'eau par Legionella, bactérie

pathogène ubiquiste des environnements hydriques, nahlrels et artificiels [Fields et al., 2002 ; Steinert et

al., 2002 ; Winn, 1988 ; Ciesielski et al., 1984 ; Fliermans et al., 1981].

Ce germe pathogène est réputé pour coloniser les installations en contact de l'eau, comme les réseaux

d'eau chaude sanitaire, où les températures sont comprises entre 25 et 63°C, températures de survie et

de croissance optimums pour Legionella. De nombreuses études illustrent la colonisation des réseaux

d'eau chaude par les légionelles. Elles sont reh'ouvées aussi bien dans les réseaux d'eau des

établissements de santé [Leoni et al., 2005 ; Perola et al., 2005 ; Alary et Joly, 1992] que des établissements

communautaires (hôtel, immeuble) [Borella et al., 2005 ; Leoni et al., 2005].

Le rôle de plusieurs éléments, influençant la présence de Legionella dans les réseaux d'eau chaude

sanitaire, ont été décrits dans la littérarure. Entre autres, la température de l'eau [Wadowsky et al., 1985],

les matériaux de canalisations [Van der Kooij et al., 2005: Rogers et al., 1994] et les caractéristiques

physico-chimiques de l'eau [Borella et al., 2005]. S'il existe des directives décrivant [es points critiques

contribuant à une contamination en légionelles des réseaux [DGS, 2002 ; Standards Australia, 1998 ; EPA,

1999], des relations multiparaméh'iques et quantitatives entre [caractéristiques du réseau] - [Legionella]

dans un réseau réel sont quasi inexistantes.
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Ainsi, il est apparu intéressant de tenter, d'une part de relier les spécificités propres des réseaux d'eau

à la présence de Legionella spp. et L. pneumophila, et d'autre part de prédire la présence de ce germe

pathogène au sein des réseaux sanitaires. Ces relations ont été effectuées en regroupant les résultats

obtenus sur les réseaux d'eau sanitaire d'une trentaine de maisons de retraite de la région lonaine.

A cet égard, l'analyse technique des réseaux d'eau a été réalisée afin de pouvoir disposer des éléments

caractéristiques de chaque réseau; elle est nommée par mesure de simplicité, diagnostic réseau. Les

campagnes de prélèvement de l'eau se sont déroulées entre octobre 2003 et novembre 2005 à raison de

deux campagnes dans chacune des structures de santé et au niveau de plusieurs points d'usage

représentatifs de l'utilisation des douches par les patients. Elles ont servi à la recherche de Legionella,

à la fois par la méthode normative de culture et par la méthode d'hybridation in situ.

Ce chapitre s'organise en trois parties: d'une part, les protocoles employés sont présentés. Dans un

deuxième temps, sont présentés les résultats qui permettent à la fois de disposer de données sur les

réseaux d'eau, de données globales de contamination en Legionella spp. des eaux chaudes des maisons

de retraite, mais aussi de modèle prédictif explicatif de la présence de Legionella spp. en fonction des

éléments du réseau d'eau. Enfin, dans un troisième temps, une discussion générale des résultats est

présentée.

2 PROTOCOLES

2.1 SITES DE PRELEVEMENTS

La répartition de l'ensemble des sites de prélèvements (maisons de retraite) concemés par l'étude est

traduite sur la carte jointe (Figure 3.1). Ces sites de prélèvements ont été identifiés par leur numéro de

département suivi de leur numéro d'ordre chronologique.
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Figure 3. 1 : Cartographie des sites de prélèvements dans la région lorraine.

2.2 CARACTERISATION DU RESEAU D'EAU PAR LE DIAGNOSTIC RESEAU

Au sein de chaque maison de retraite, la réalisation d'un diagnostic réseau d'eau, par un professionnel,

permet de caractériser le réseau d'eau en terme de maîtrise du risque légionelles. Il est effectué selon

un protocole Ofis (filiale de Véolia, partenaire de ce projet) et suit les directives du ministère de la

santé [DGS, 2002].

2.2.1 Réalisation du diagnostic réseau

La réalisation d'un diagnostic réseau d'eau chaude par un professionnel passe par les étapes

suivantes:

Etude des systèmes de production et de distribution d'eau, c'est-à-dire des canalisations, des

accessoires et des équipements, d'un point de vue de la conception, de la mise en œuvre, de

l'exploitation et de l'entretien,

Examen des procédures de maintenance,
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Recherche, identification et caractérisation des éléments critiques: ensemble des paramètres

pouvant avoir une influence sur les risques de contaminations tels que la présence de bas morts, ... tels

que définit par les textes réglementaires (chapitre 2, §3.3).

Mesures sur sites de températures et pH,

Définition des actions à mener: à court terme et à moyen terme, en terme de modifications du

réseau et de maintenance,

Ces différentes étapes du diagnostic sont décrites et définies plus précisément dans le chapitre 2

« matériel et méthodes ».

2.2.2 Criticité des réseaux d'eau à la contamination par Legionella

Une fois le diagnostic réalisé, les points critiques sont clairement identifiés. Il est alors possible

d'évaluer la maîtrise du risque sur quatre postes:

Alimentation en eau froide de la production d'eau chaude sanitaire (REF),

Production d'eau chaude sanitaire (Prod),

Réseaux de distribution de l'eau chaude (ECS),

Points d'usage (PtUsa).

En fonction de la présence ou l'absence de points critiques relevés sur le tenain et des opérations de

maintenance, un score de criticité (définie par le calcul d'un algorithme spécialement développé par la

société Ofis) est attribué à chacun des postes cités précédemment. A chaque score conespond un

niveau de maîtrise du risque légionelles :

L maîh'ise du risque légionelles sous contrôle,

2. : mise sous contrôle du risque légionelles insuffisante,

.1.: mise sous contrôle du risque légionelles déficiente,

1. : absence totale de contrôle du risque légionelles.

2.3 METHODES DE PRELEVEMENT

2.3.1 Détermination des points de prélèvements

La contamination du réseau est reliée à la caractérisation de l'exposition des personnes âgées aux

légionelles d'aérosols d'eaux chaudes en établissements collectifs. La détermination des points de

prélèvements est réalisée à l'aide d'un protocole défini. Il est bien entendu impossible financièrement

et techniquement d'échantillonner chaque point d'eau relié à chaque volontaire au sein des divers

établissements.
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La dételmination des points de prélèvements se fait en plusieurs étapes:

1. Caractérisation et organisation générale du réseau d'eau dans l'ensemble de l'établissement,

2. Localisation des volontaires à l'étude et de leur point de douche,

3. Application des règles de décision en fonction de la configuration du réseau afin de relier chaque

volontaire à son propre point d'usage ou le cas échéant à un point d'usage représentatif de son

exposition. Les règles de décision pour la détermination des points de prélèvements sont fonction de

la configuration du réseau et peuvent être séparées en quatre groupes (chapitre 2),

4. Détermination des points de prélèvements caractéristiques de l'exposition des volontaires au

projet.

2.3.2 Conditions de prélèvement de l'eau chaude de douche

Comme décrit dans le matériel et méthodes, un premier prélèvement d'eau est effectué dès la mise en

fonctionnement de la douche et cOITespond au « 1cr jet ».

Après 7 minutes d'écoulement de la douche, un deuxième prélèvement d'eau dit « purge» est réalisé.

La mesure de la température et du pH de l'eau est réalisée à l'aide du pHmètre 33üi (WTW)

directement placé sous le jet d'eau, tout au long de la durée de la douche.

Un duplicat de ces prélèvements d'eau a été réalisé à deux jours d'intervalle au même point de douche

et dans les mêmes conditions que spécifié ci-dessus.

La détection des légionelles dans ces prélèvements environnementaux a été effectuée par la méthode

de référence, la culture sur gélose et par une nouvelle approche, l'hybridation in situ (FISH). Ces

prélèvements d'eau ont été réalisés dans 34 établissements de santé (chapitre 2, §6).

2.3.3 Démarche expérimentale de l'appréciation de l'évolution

temporelle des concentrations en Legionella

Le suivi dans le temps (sur 5 à 18 jours) des concentrations en Legionella spp. et L. pneumophila a

pour but d'apprécier les variations de concentrations en légionelles (hybridées et cultivables) et en

bactéries totales dans l'eau chaude de douche. Pour répondre à cet objectif, deux maisons de retraite

(MR) volontaires ont été sélectionnées; dans chacune, trois points de douche ont été échantillonnées

régulièrement (deux à quatre fois par jour), selon les conditions spécifiées ci avant (§ 1.3.2), sur une

période de 5 jours pour l'établissement MR1 et de 18 jours pour MR2.

La maison de retraite MRI a été choisie pour sa bonne gestion du risque de présence de légionelles

avec la mise en place de la réglementation française [DGS, 2002]. La maison de retraite MR2 a été

choisie en raison de déficiences au niveau de la maintenance aux points d'usage et pour la présence

d'un mitigeur au niveau de la production d'eau chaude, facteur de risque de la présence de légionelles.
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Le réseau de distribution de MR2 est de ce fait contaminé par Legionella de manière continue, malgré

des mesures de prévention mises en places: chloration continue; choc thermique quatre mois avant

notre étude.

Les trois points de douche, situées dans les chambres des patients, ont été choisis selon leur

localisation sur le réseau d'eau:

A: près de la production d'eau chaude,

B : à une distance intermédiaire entre les points A et C ;

C : éloignée de la production d'eau chaude.

Sur chacun de ces échantillons d'eau, les légionelles sont détectées par culture et par hybridation in

situ ainsi que les bactéries totales par marquage DAPI (chapitre 2, §6).

3 RESULTATS

Les paragraphes suivants développent successivement (i) les résultats de criticité des réseaux d'eau

des établissements, (ii) les résultats de contamination en Legionella spp. pour les deux échantillons

d'eau prélévés (ler jet et purge), (iii) l'évolution temporelle de la contamination des eaux chaudes

d'une maison de retraite et (iv) la relation entre les points critiques observés par le diagnostic réseau et

la contamination en Legionella spp.. Ce dernier point est présenté sous la forme d'une publication

pour soumission à la revue Water Research.

3.1 CRITICITE DES RESEAUX D'EAU CHAUDE SANITAIRE

L'analyse des réseaux d'eau chaude et la détermination des points critiques lors du diagnostic ont

permis de caractériser le réseau d'eau en terme de maîtrise du risque légionelles, divisé en quatre

postes analysés de manière indépendante. Pour chacun de ces postes, les scores de maîtrise du risque

varient de 1 à 4 selon un gradient croissant de criticité (Figure 3.2).

Aucune des 34 maisons de retraite ne présente pour les quatre postes du réseau, soit une maîtrise de

risque sous contrôle (score 1) soit une absence totale de maîtrise du risque (score 4).

Les sites étudiés présentent pour les trois quarts des « insuffisances (score 2)>> et des

« déficiences (score 3) » au niveau de la maîtrise du risque légionelles, tous postes confondus. Il s'est

avéré que l'absence totale (score 4) de maîtrise du risque légionelles a été identifiée seulement pour

une seule composante du réseau (Point d'usage) et ce pour un seul site.
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Figure 3. 2: Criticité des réseaux d'eau des 34 maisons de retraite de Lorraine établi sur la base du
diagnostic réseau.

Les points critiques les plus fréquemment rencontrés qui expliquent les scores de criticité et le plus

souvent une mauvaise maîtrise du risque légionelles sont, suivant la composante du réseau:

• Pour l'alimentation en eau froide de la production d'eau chaude sanitaire: des bras morts

(sans point d'usage à l'extrémité) concemant 52% des établissements.

• Pour la production d'eau chaude sanitaire: d'une part les traitements de l'eau avec une

absence totale de vérification des quantités de produits consommés (quantité de sel dans l'adoucisseur,

chlore, ... ) et de leurs réglages soit une absence totale de nettoyage et de désinfection des différents

éléments composant le ou les traitements de l'eau; et d'autre part, liée à la température en sortie du

système de production qui était pour 47% des sites <60oe.

• Pour le réseaux de distribution de l'eau chaude: la présence de bras morts (65% des sites) sur

le réseau général, l'absence d'un calorifugeage (isolation thermique) intégral du réseau d'eau chaude

sanitaire.

• Pour les points d'usage: d'une part la présence de tuyaux borgnes et l'absence de

maintenance et de désinfection laissant s'installer dépôts et tartre et d'autre part la température

mesurée <50oe (dans 50% des sites) contrairement aux directives de la réglementation française.
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3.2 Contamination de l'Eau par Legionella

3.2.1 Qualité microbiologique des eaux chaudes

Le test des signes appariés réalisé entre les concentrations de légionelles dans l'eau mesurées sur les

deux jours de prélèvement n'a pas montré de différence statistique significative. Dans la suite du

manuscrit, toutes les valeurs seront considérées, indépendamment du jour de prélèvement.

La majorité des échantillons d'eau présente des niveaux de concentrations en Legionella inférieurs aux

limites de détection des méthodologies utilisées, quelle que soit la technique d'analyse (Tableau 3.1).

Concernant les échantillons d'eau de 1er jet, la technique d'analyse par biologie moléculaire (FISH) a

permis la détection de légionelles (dont le nombre de ribosomes était suffisant pour être visualisé)

dans 55% des eaux chaudes avec une concentration maximale atteignant 1,6 x 108 Legionella

FISH.L1. Parmi cette population, les légionelles cultivables sont détectées dans près d'un quart des

échantillons d'eau de 1er jet.

Les échantillons d'eau de purge sont tout aussi contaminés par les légionelles hybridées et cultivables,

dans respectivement 48,5 et 24,6% des cas. Tous les détails spécifiques aux concentrations des eaux de

purge sont présentés dans l'article « Legionella dans les Réseaux d'Eau Chaude des Maisons de

Retraite Françaises: Prévalence et Facteurs Prédisposants » (§3.3).

Tableau 3.1: Caractéristiques microbiologiques moyennes des eaux chaudes de douches de 34 maisons de
retraite de Lorraine.

Eaux de 1cr jet (n=338)

Echantillons positifs (%)
Moyenne géométrique a

Médiane a

Concentration minimum a

Concentration maximum a

Bactéries
totales

(Cellules.L- I
)

ND
ND

ND
ND
ND

Legionella spp.
(UFC.L- I

)

78/338 (23,1)
6,43 x 104

5,00 X 104

1,50x103

2,00 X 107

L. pneumophila
(UFC.L-I

)

54/338 (16,0)
3,88 X 104

3,44 X 104

1,50x103

1,28x107

Legionella
hybridées

(Cellules.L-1)

186/338 (55,0)
3,29 X 105

2,39 X 105

9,02 X 103

l,55 X 108

Eaux de purge (n= 338)
Echantillons positifs (%) 338 183/338 (24,6)
Moyenne géométrique a 5,65 X 107 3,91 X 103

Médiane" 7,17x107 1,40 x 103

Concentration minimum a 4,94 X 105 2,00 X 102

Concentration maximum a 1,19 X 109 2,30 X 106

" calcul réalisé sur les échantillons positifs; ND = non détenniné

65/338 (19,2)
2,07 X 103

1,40 X 103

1,00x102

2,47 X 105

164/338 (48,5)
l,OS X 105

9,02 X 104

9,02 x 103

7,28 X 106

En France, deux niveaux de contamination pour l'eau en L. pneumophila cultivables sont définis

[CSHPF, 2005] :

• Niveau à atteindre <103 UFC.L- I
: 17,6% des échantillons d'eau (1 er jet et purge) présentent des

L. pneumophila cultivables et se situent en deçà de 103 UFC.L- I
;
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• Niveau d'action ~103 UFC.L- I
: 13,6% des échantillons d'eau (ler jet et purge) ont atteint ce

niveau et 9,5% des présentent une concentration ~1 04 UFC.L- I
•

Les classes de concentration en légionelles de l'eau (Figure 3.3) montre que près de 20% des cas (l er

jet ou purge), la concentration en légionelles cultivables au point d'usage est égale ou supérieure au

niveau de 103 UFCL I d'eau. Et, plus de 70% de ces prélèvements ont un niveau de légionelles

cultivables inférieur à la limite de détection de la méthode (:::100 UFC.L- I
).

Pour près de 50 % des échantillons d'eau (l er jet et purge) positifs en cellules hybridées (FISH), la

concentration de 105 Legionella.L- 1 est atteinte et dépassée.
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Figure 3. 3: Classes de contamination des eallx chaudes en Legionella - A : détectées par culture (n=676);
B : détectées par hybridation in situ (n=676). (LD = 100 UFCIL 011 91ri Legionella FISH/L).

3.2.2 Comparaison des niveaux en légionelles dans l'eau chaude

des prélèvements 1er jet et purge

Les deux prélèvements d'eau (ler jet; purge) avaient notamment pour but de relier la qualité de l'eau

du 1er jet avec celle de la purge, en terme de Legionella. Le nombre de résultats obtenus au cours de la

période d'étude nous petmet d'établir des conélations linéaires.

L'analyse de la figure 3.4 montre qu'il existe une relation significative (r = 0,62, p<1O-4 pour les deux

techniques) entre les concentrations de Legionella du 1er jet et celles détectées dans les eaux de purge

quelle que soit la technique d'analyse. Cependant, d'après cette relation, les variations de quantités de

Legionella dans les eaux au 1er jet n'expliquent que 36% des niveaux de Legionella retrouvées de

purge.
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Figure 3. 4 : Concentration de Legionella dans les eaux du 1er jet en fonction de la concentration de
Legionella dans les eaux de purge - A : détectées par culture (n=53); B : détectées par hybridation in situ

(n=122)

En ce qui conceme la relation entre les niveaux de légionelles des eaux de 1er jet et celles de purge, la

figure 3.5 montre, pour tous les points de douche étudiés, que les niveaux de contamination en

Legionella des eaux du 1er jet sont supérieurs ou égaux (pour 81,1 % à 89,9% des points de

prélèvements) aux niveaux de contamination des eaux de la purge quelle que soit la technique

d'analyse employée. D'ailleurs, toute méthode d'analyse confondue, les concentrations en Legionella

des deux échantillons d'eau sont significativement différentes (Test Mann-Whitney, p=O.04).
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Figure 3. 5: Fréquence de répartition des delta (différence de concentrations en Legionella) entre les eaux du
1"' jet (n=338) et les eaux purge (n=338).
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3.2.3 Evolution temporelle des concentrations en Legionella des

eaux chaudes

Le suivi dans le temps (sur 5 et 18 jours) des concentrations en Legionella a pour but d'apprécier les

variations de concentrations en légionelles (hybridées et cultivables) et en bactéries totales dans l'eau

chaude de trois points de douche (A, B et C) de deux maisons de retraite (MRI et MR2) choisies pour

leur situation très contrastée de la contamination en légionelles de l'eau (§ 2.3.3).

Au niveau de MR1, aucune Legionella cultivable et hybridée n'a été détectée au cours des cinq jours

de suivi (n=42) quel que soit le point de douche. Ces résultats suggèrent que lorsque un établissement

assure une bonne maîtrise du risque légionelles au niveau du réseau d'eau, la contamination semble

être contrôlée, en tout cas demeure en deçà de la limite de détection des méthodes utilisées et surtout

en deçà du seuil réglementaire de 103 UFC.L- 1
• De ce fait, même si des variations de la contamination

en légionelles existent, nos outils analytiques ne nous ont pas permis de les mettre en évidence. Ceci

suggère aussi que notre estimation du niveau de contamination au travers d'un seul prélèvement d'eau

dans les maisons de retraite peut être dans ce cas de figure considérée comme représentative de la

contamination réelle du réseau.

Au niveau de MR2, choisi pour des problèmes réculTents de contamination par Legionella, l'évolution

temporelle des concentrations en Legionella (hybridées et cultivables) ainsi qu'en bactéries totales

pour l'eau chaude de trois points de douche montre que (Figure 3.6) :

• Au niveau du point A, situé au plus près de la production d'eau chaude, la température de l'eau

chaude est en moyenne de 46,2°C (±0,5). Les échantillons d'eau chaude (n=21) présentent des

concentrations moyennes en bactéries totales de 2,0.108 cellules.L- 1 (±1,2.108
). Les concentrations

moyennes en Legionella hybridées sont de 9,6.104 Legionella-FISH.L-1 (±7,2.104
), représentant ainsi

0,05% de la population bactérienne totale. Parmi cette population, Legionella cultivable a été détectée

en moyenne à hauteur de 2,5.104 L. pneumophila SG.2-14L' (±2,4.104
) représentent donc 26% des

Legionella détectées par FISH.

• Au niveau du point B, point intermédiaire situé entre les points A et C, la concentration

moyenne en bactéries totales est de 9,2.107 cellules.L-1 (±5,6.107
) (n=21), parmi lesquelles la

population de légionelles représente en moyenne 7,4.104 Legionella-FISH.L-1 (±6,8.104
) (0,08% de la

population bactérienne totale) et 7,2.102 L. pneumophila SG.2-14.L-1 (±9,6.102
) en Legionella

cultivable (1% des Legionella détectées par FISH). La température de l'eau chaude à ce point d'usage

est de 52,0°C (±1,3).

107



Chapitre 3. Qualité des réseaux d'eau et contamination en légionelles des maisons de retraite

• Au niveau du point C, le plus éloigné de la production d'eau chaude, la température de l'eau

chaude est en moyenne de 50,1 oC (±1,0).

Les échantillons d'eau chaude (n=21) ont présenté des concenh'ations moyennes en bactéries totales de

1,1.108 cellules.L'1 (±9,9.107
) dont 8,6.104 Legionella-FISH.L'l (±1,1.105

) (0,06% de la population

bactérienne totale) et 1,0.103 L. pneumophila SG.2-14.L'1 (±1,1.103
) de Legionella cultivable (1,2%

des Legionella détectées par FISH).

Dans l'eau chaude de douche, quel que soit le point d'usage prélevé (A, B, C), le nombre total de

bactéries (marquage DAPI) présente des variations de l'ordre de l,là 2,1 log sur les 18 jours (Figure

3.6). De même, les concentrations en Legionella hybridées (FISH) restent relativement stables avec

des variations de l'ordre de 1,1 à 1,7 log pour chaque point de douche. Aucune différence significative

(Test Kruskall-Wallis, p=0,22) n'a été mise en évidence entre les différents points de douche.

Des Legionella cultivables (l'espèce L. pneumophila SG.2-14 uniquement) sont régulièrement

détectées sans différence significative entre les horaires de prélèvements (Test Kruskall-Wallis,

p=0,25). Par conh-e le point de douche A a présenté systématiquement des concentrations en L.

pneumophila cultivables significativement supérieures à celles des points de douches B et C (Test

Kruskall-Wallis, p<10'4) et supérieure aussi au niveau réglementaire de 103 UFC.L-1
; le fait que la

température de l'eau à ce point d'usage soit bien en dessous de 50°C pourrait êh-e une explication de

cette contamination élevée et persistante.

Au niveau des points de douches B et C, aucune différence statistique significative avec les

concentrations en Legionella cultivables n'a été mise en évidence (Test Mann Whitney, p=O, Il). Les

concentrations en Legionella cultivables, pour ces deux points de douche sont toujours inférieures au

seuil réglementaire, à l'exception de quelques points qui dépassent légèrement ce seuil de manière

enatique.

En résumé, ces résultats tendent à montrer que pour des concenh-ations en Legionella supérieures à la

valeur réglementaire (103 UFc.L'I), la contamination de l'eau distribuée présente certes des variations

mais elle est systématiquement détectée au point d'usage. Ceci suggère aussi que, dans ce cas de

figure, notre estimation du niveau de contamination au h-avers d'un seul prélèvement d'eau dans les

maisons de retraite peut être considérée comme représentative de la contamination du réseau. Dans le

cas où les niveaux de contamination avoisinent la valeur réglementaire, les conclusions sont moins

nettes, puisque les concentrations peuvent varier de la limite de détection (102
) à 103 upc.L'I. Dans ce

cas de figure, il est probable que nos mesures de la contamination en légionelles puissent être sur- ou

sous-estimées de +/- 1 log maximum et dans la limite des 103 UFC.L'I.
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Figure 3. 6 : Evolution temporelle (les concentrations en Legionella et bactéries totales dans les eaux purge de
trois points de douche d'une maison de retraite (n=21) - A : près de la production d'eau chaude "B : sur le
réseau d'eau chaude entre les points de douches A et C " C: le plus éloigné de la production d'eau chaudel

•

1 Les points manquants sont dus à des problèmes techniques; Les limites de détection des méthodes sont: 6,7 x 104

cellulesr l (DAPI); l,a x l02 UFCr l (culture); 9,0 x 103 cellules.L,1 (FISr-!).
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3.3 RELATIONS ENTRE DIAGNOSTIC RESEAU ET PRESENCE DE LEGIONELLA

Le diagnostic réseau permet de mettre en exergue les points critiques de chaque réseau d'eau chaude

par rapport à un risque de présence de Legionella. L'objectif de cette partie est donc d'apprécier le lien

existant entre les points critiques définis par le diagnostic réseau et la contamination en Legionella

dans l'eau chaude au point de douche, afin de déterminer les facteurs prédisposants à une colonisation

des réseaux par ce germe pathogène. Cette analyse ne tient compte que des prélèvements d'eau de

purge décrits précédemment.

Cette partie est présentée sous le format d'une publication (encore en français) pour soumission à la

revue Water Research sous le titre «Legionella dans les Réseaux d'Eau Chaude des Maisons de

Retraite françaises: Prévalence et Facteurs Prédisposants ».
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RESUME

Trente quatre maisons de retraite ont été investiguées pour leur contamination des eaux chaudes

sanitaires par Legionella. Un diagnostic réseau a été réalisé dans chaque établissement et a permis de

mettre en évidence les facteurs de risque à la présence de légionelles dans les quatre composantes du

réseau d'eau: réseau général d'eau froide alimentant la production d'eau chaude, production d'eau

chaude, réseau général d'eau chaude et points d'usage. Les facteurs de risque identifiés sont codifiés

sous la forme de scores de criticité allant de 1 à 4 selon un gradient croissant de risque de présence de

Legionella. L'objectif de ce travail était de mettre en relation ces scores de criticité avec la présence de

Legionella dans les réseaux d'eau afin d'analyser le caractère prédictif des scores de criticité en regard

de la présence de légionelles au niveau d'un réseau d'eau chaude.

24,6% des eaux chaudes sanitaires des maIsons de retraite étaient contaminées par

Legionella cultivables et 48.5% par Legionella détectées par la technique d'hybridation in situ (FISH).

Des modèles de régression logistique ont été utilisés et ont permis de montrer que la grille des scores

de criticité était prédictive de la contamination des eaux chaudes par Legionella cultivables aux postes

««production d'eau chaude» (O.R. = 26,00; [95% I.e.=1,3 à 503,0]), « réseau de distribution d'eau

chaude» (O.R. = 224,00; [95% I.C.=3,9 à 12845,8]) et dans une moindre mesure aux «points

d'usage» (O.R. = 8,47; [95% I.C.=0,8 à 87,4]). Ces résultats sont cOlToborés lorsque la

contamination en légionelles est appréciée par FISH pour le score concernant les «points d'usage»

(O.R. = 10,80 pour un score ~ 3 ; [95% I.e. = 1,0 à 116,7]).

En conclusion, cette étude pourrait constituer un outil de base solide à la gestion du risque légionelles

avec la mise en évidence de relations fortes entre la présence de légionelles et de points critiques sur

les réseaux d'eau.
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INTRODUCTION

L'incidence de la légionellose est de 1,0 cas pour 106 habitants en Europe, le double pour la France

(Campèse et al., 2005), et est en perpétuelle augmentation, notamment en Europe, avec près de quatre

fois plus de cas déclarés en dix ans (Joseph et al., 2004). L'âge est connu comme facteur de risque de

la maladie du légionnaire (Marston et al., 2004) et la population âgée est la plus susceptible à

Legionella. Les circonstances d'expositions à risque parmi les cas de légionellose déclarée, sont les

hôpitaux, les hôtels, les campings, les stations thermales, et les maisons de retraite (Campèse et al.,

2005).

Le biotope aquatique naturel (avec sa diversité) demeure le principal réservoir de la bactérie

Legionella (Fields et al., 2002 ; Steinert et al., 2002 ; Winn, 1988; Ciesielski et al., 1984; Fliermans

et al., 1981). Néanmoins, Legionella est aussi ubiquitaire de systèmes hydriques artificiels (Koneman

et al., 1997) dans lesquels, des facteurs favorables à son développement ont déjà été identifiés tels

qu'une température d'eau inférieure à 60°C (Lee et al., 1988; Vickers et al., 1987; Plouffe et al.,

1983), l'état des ballons d'accumulation (Alary et Joly, 1992; Vickers et al., 1987), ou encore la

présence de certains métaux ou matériaux (Rogers et al., 1994; Bezanson et al., 1992; States et

al., 1987). Toutefois, malgré la connaissance de ces facteurs de risque, les réseaux d'eaux chaudes

constituent un des réservoirs de Legionella dans lesquels il est difficile de l'éradiquer, du fait

notamment de la présence d'amibes (Snelling et al., 2006 ; Steinert et al., 1997) ou de biofilm (Murga

et al., 2001 ; Rogers et al., 1994) qui joue un rôle protecteur contre les processus de désinfection

(Green et PilTie, 1993; Green, 1993).

La culture est la seule méthode réglementaire utilisée pour préjuger de la présence ou non de

Legionella dans les eaux chaudes sanitaires (AFNOR, 2003). Pourtant de nouvelles technologies

permettent de répondre au problème aujourd'hui bien connu de la sous-estimation de la population

bactérienne par la méthode de culture (Nystt'om 2001 ; Hussong et al., 1987) et d'identifier la bactérie

pathogène beaucoup plus rapidement comme la PCR (Riffard et al., 1996; Mahbubani et al., 1990)

ou la méthode d'hybridation in situ (FISH) (Grimm et al., 1998; Manz et al., 1995).

La gestion du risque légionelles n'est pas encore harmonisée au plan international et elle manque de

critères précis. Ainsi, le nombre de bactéries Legionella motivant des actions cOlTectrices reste discuté.

En Allemagne, le niveau d'action est à 104 UFC.L-' et en France de 103 UFC.L" ; en Hollande, le seuil

est fixé à 102 UFC.L- 1 et aux Etats-Unis, la concentration zéro est visée, sans pour autant établir de

seuil maximum (DGS, 2002; Bert, 2005; EPA, 1999; Exner et al., 2002).

Mais la gestion du risque ne peut se fonder uniquement sur une métrologie de routine, car les résultats

de la culhlre sont rétrospectifs (détection après un délai de 10 jours) et très dépendants du choix des

points de prélèvement échantillonnés. Afin de palier à ce manque de gestion du risque légionelles,

quelques autorités sanitaires nationales (DGS, 2002 ; Standards Australia, 1998 ; EPA, 1999), encore
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trop rares, ont donc établi des référentiels afin de prévenir la présence de légionelles à partir du

repérage de points critiques sur les réseaux d'eau.

Nous profitons d'un projet de recherche, LEGION' AIR, visant à caractériser l'exposition à Legionella

des personnes âgées vivant en maisons de retraite dans l'Est de la France, pour procéder à l'étude du

pouvoir prédictif d'une grille d'évaluation de la qualité de l'ensemble du réseau d'eau des

établissements collectifs. Cette grille, conçue par un grand groupe industriel à partir du référentiel du

ministère français de la santé, repose sur l'observation des caractéristiques du réseau d'eau et la

détermination des points critiques à Legionella. La question posée conceme l'aptitude de cet outil à

« prédire» une contamination en légionelles au niveau d'un réseau d'eau chaude. Pour se faire, une

première étape de tenain a consisté à (i) caractériser des réseaux d'eau de 34 maisons de retraite du

nord-est de la France au travers d'un diagnostic réseau réalisé par un ingénieur spécialiste, afin d'en

définir les points critiques et (ii) à évaluer l'occurrence de Legionella dans l'eau chaude au niveau de

points d'usage de ces établissements, en usant respectivement de la méthode de culture et de la

technique d'hybridation in situ. Dans un second temps, les données recueillies lors de ces

investigations ont été analysées et ont permis de disposer d'un modèle prédictif de la présence de la

bactérie pathogène à l'aide des caractéristiques du réseau.
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MATERIEL ET METHODES

Situation géographique de l'étude

L'évaluation de la qualité des eaux chaudes a été réalisée dans 34 maisons de retraite (Figure 1) du

nord-est de la France. Les structures sélectionnées sont des établissements médicalisés, ayant une

capacité d'accueil d'au moins 50 lits et dans la mesure du possible, sont réparties sur la totalité de la

région étudiée. Les prélèvements d'eau ont été effectués entre octobre 2003 et novembre 2005.

Délibérément, l'historique des contaminations éventuelles en légionelles dans ces établissements n'a

pas été vérifié au préalable pour ne pas biaiser les critères de sélection.

Figure 1. Situation géographique de la LOlTaine, une région administrative de la France, composée de

quatre départements (A-D) où les 34 maisons de retraite éhldiées sont situées - A : 16 ; B : 5 ; C : Il et

D : 2 maisons de retraite.

Réalisation du diagnostic réseau

Les informations sur le réseau d'eau chaude de chaque établissement ont été recueillies par un

professionnel selon un protocole défini et identique pour chaque établissement.

Les points observés sur chaque réseau sont regroupés en quatre postes et relèvent respectivement: (i)

du Réseau d'eau froide alimentant la production d'eau chaude, (ii) de la Production d'eau chaude, (iii)

du Réseau de distribution d'eau chaude et (iv) des Points d'usage.
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Pour chacun de ces postes, les points critiques potentiellement révélateur d'une présence de

légionelles ont été répertoriés selon les directives des autorités sanitaires françaises (DGS 2005 ; DGS

2002) (Tableau 1).

Tableau 1. Points critiques retenus dans cette étude, représentatifs d'une potentielle contamination par

Legionella (adapté de la réglementation française, DGS 2002).

Composantes du réseau d'eau Paramètres observés
Réseau d'eau froide alimentant la production d'eau chaude

Bras morts

Calorifugeage
Production d'eau chaude

Dimensionnement

Température de départ

Maintenance

Bras morts

Traitements d'eau

Mitigeur général
Réseau de distribution d'eau chaude

Matériaux de canalisations

Dégazeur en haut des colonnes

Equilibrage du réseau

Vannes de chasse

Calorifugeage

Bras morts
Points d'usage

Maintenance des points d'usage

Bras morts

Température

Points critiques

Présence de bras morts

Non calorifugeage

Sous/sur dimensionnement

Température de départ < 55°C

Manque de maintenance (pas de
nettoyage, ni désinfection, ni de
chasse en point bas du ballon)

Présence de bras morts

Pertinence des traitements d'eau

Présence d'un mitigeur général

Nature du matériau (métallique,
de synthèse)

Co-existence de deux types de
matériaux

Absence

Mauvais équilibrage du réseau

Absence/ non réalisation de
purge

Non calorifugeage

Présence de bras morts

Absence

Présence de bras morts ou très
peu utilisés « lIsemaine)

Température < 50°C

Sur la base de ces référentiels, une grille d'analyse systématique de la présence de ces points critiques

a été développée par la société Ofis, filiale de Véolia (France).
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Pour chacune des 4 composantes, la grille permet de foumir des scores de criticité allant de 1 à 4 selon

un risque croissant de contamination du réseau par Legionella : un score de 1 correspondant à une

maîtrise totale du risque légionelles ; un score de 2 à une insuffisance; un score de 3 à une déficience;

et un score 4 à une absence totale de maîtrise du risque.

Cet article n'a pas pour objet de valider la constlUction détaillée de ce logiciel (propriété industrielle)

mais, plus globalement, vise à analyser le caractère prédictif des scores de criticité en regard de la

présence de légionelles.

Détermination des points de prélèvements d'eau et procédure

Le diagnostic du réseau d'eau chaude des établissements investigués avait aussi pour objectif de

sélectionner les points de prélèvements de l'eau au niveau des douches. De un à huit points de douche

ont été échantillonnés par maison de retraite (médiane de 5).

Les prélèvements ont été réalisés sur l'eau chaude, le robinet étant ouvert à son maximum de débit et

de température. Deux campagnes de prélèvements ont été effectuées à deux jours d'intervalle au

même point de douche et dans les mêmes conditions. Pour chacune, un litre d'eau chaude est collecté

dans un flacon stérile après 7 minutes d'écoulement. L'échantillon est placé à 4-10°C pendant 24h

maximum jusqu'à analyse. La température de l'eau est mesurée tout au long des 7 minutes

d'écoulement.

Analyses microbiologiques

(i) Bactéries totales. Le nombre de bactéries totales a été déterminé après marquage par un

fluorochrome spécifique de l'ADN, le DAPI (4', 6-diamidino-2-phenylindole). Il permet d'apprécier

la totalité de la population bactérienne, vivante et morte, indépendamment de son état physiologique

ou d'une cible bactérienne spécifique. Cette technique de détection est basée sur le protocole décrit

par Saby et al. (1997). 20 mL d'échantillons d'eau sont filtrés sur une membrane noire en

polycarbonate de 0,2 ~lm de porosité (Millipore GTBP02500) et recouverts par 3 mL d'une solution

stérile à 3 ~g mL- 1 de DAPI pendant 15 minutes à température ambiante. Les membranes sont ensuite

rincées deux fois avec 10 mL d'eau distillée stérile, séchées, et montées entre lame et lamelle avec une

goutte de Citifluor (Biovalley AF87-10). Un microscope à épifluorescence (Olympus, BX41; Zeiss,

AXIOSCOP), équipé du cube approprié pour la détection du DAPI (Olympus, U-MNU2), a été utilisé

pour dénombrer les bactéries sur la membrane. La lecture a été réalisée à l'immersion (lOOx). Trente

champs microscopiques choisis au hasard sont comptés pour chaque échantillon. Les résultats sont

exprimés en cellules par litre d'eau et la limite de détection est de 6,7 x 104 cellules par litre.
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(H) Fluorescent in situ hybridization (FISH). Trois sondes oligonucléotidiques (Molecular Probes),

LEG705 (5'-CTGGTGTTCCTTCCGATC-3') (Amann et al., 1995 ; Manz et al., 1995; Buchbinder et

al., 2002), LEG226 (5'-TCGGACGCAGGCTAATCT-3') (Manz et al., 1995) et LEGPNE1 (5'

ATCTGACCGTCCCAGGTT-3') (Buchbinder et al., 2002; Grimm et al., 1998 ; Hayden et al.,

2001), marquées en 5' par la carbocyanine et spécifiques de l'ARN16S de Legionella, ont été utilisées.

Le protocole FISH est basé sur le protocole décrit par Manz et al. (1995). 150 mL d'échantillons d'eau

sont filtrés sur membrane blanche en polycarbonate de 0,2 Ilm de porosité (Millipore GTTP02500). La

membrane est ensuite recouverte d'une solution de formaldéhyde à 3,7% pendant 30 minutes, rincée

deux fois avec 10 mL de PBS (pH 7,4), séchée et déshydratée à l'éthanol 50, 80 et 95% (3 minutes

chaque bain).

Ensuite, 50 ilL d'une solution d'hybridation (20% formamide, 900mM NaCl, 0,1% sodium dodecyl

sulfate, 20mM Tris-HCl [pH 7.2]), contenant 50 ng de chaque sonde, est déposée sur la membrane.

L'hybridation a lieu en chambre humide à 46±1°C pendant 2 heures, à l'obscurité. La membrane est

rincée par deux trempages successifs dans une solution de lavage préchauffée à 46°C à pH 7.2 (20 mM

Tris HCI, 215 mM NaCI, 0,1% sodium dodecyl sulfate) pendant 30 minutes chacun. Les membranes

sont ensuite rincées avec de l'eau distillée stérile préchauffée à 46°C et séchée. Les conditions de

comptage microscopique sont les mêmes que spécifiées ci-dessus avec le cube approprié pour la

détection de la carbocyanine (Olympus, U-MWG2). Les résultats sont exprimés en cellules par litre et

la limite de détection est de 9,0 x 103 cellules par litre.

La qualité de la procédure d'hybridation a été vérifiée systématiquement en utilisant des espèces

connues pour hybrider (ou non) avec les sondes utilisées spécifiques de Legionella.

(iii) Méthode culturale. La détection des Legionella cultivables a été adaptée de la norme française

AFNOR (AFNOR, 2003), utilisant les milieux de culture GVPC (Glycine, Vancomycine, Polymixine

et Cycloheximide) (Oxoïd) et BCYE (Buffer Charcoal Yeast Extract) avec cystéine (Oxoïd). Les

colonies de Legionella sont comptées après 7 jours d'incubation à 37±1oC. Les résultats sont exprimés

en UFC par litre d'eau et la limite de détection est de 1,0 x 102 UFC par litre.

(iv) Identification et confirmation des Legionella cultivables et des espèces L. pneumophila. Après

incubation, les colonies suspectes sont comptées, testées pour leur cystéine-dépendance (CD) par

repiquage sur les milieux de culture BCYE (Buffer Charcoal Yeast Extract) avec cystéine (Oxoïd) et

sans cystéine (Oxoïd) et incubées pendant 48 h à 37°C ±1 oC. Les colonies qui se développent à la fois

sur les deux milieux de culture sont considérées CD négatives et ne sont donc pas présumées

Legionella. Les colonies qui se développent uniquement sur le milieu BCYE avec cystéine (colonies

CD positives) sont identifiées par agglutination au latex (kit Oxoïd, DR800M) pour permettre la

reconnaissance des L. pneumophila et L. species (Reyrolle et al., 2004).
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Analyses statistiques

L'analyse vise à apprécier la relation existant entre le score de criticité de chacune des quatre

composantes du réseau d'eau exposées plus haut, et la contamination de l'eau chaude des douches.

Pour qualifier de « contaminée» l'eau de douche, le seuil de positivité en Legionella a été fixé à 102

UFC.L'I pour la méthode culturale (correspondant à la limite de détection de la méthode), et à 105

cellules.L'1 pour la méthode d'hybridation in situ. Les tests du Khi deux de Pearson (Epi Info 6.0) ont

été effectués afin de déterminer le lien entre les facteurs géo-temporels et le pourcentage

d'échantillons positifs en légionelles. La distribution des variables n'étant pas gaussienne, des tests

non paramétriques ont été utilisés, comme le coefficient de corrélation de Spearman, le test U de

Mann-Whitney, le test de Kruskall-Wallis et le test des signes appariés, afin notamment d'étudier

l'association entre la présence de Legionella et les facteurs de criticité (StatView 5.0, SAS Institute

Inc., CaIY, NC).

Des régressions logistiques bivariées ont été réalisées pour prendre en compte en même temps

différents facteurs (Stata 7, Stata Corporation - USA). La variable dépendante était la présence ou

l'absence de Legionella dans les réseaux d'eau chaude des maisons de retraite, selon le seuil de

concentration défini précédemment. Les variables indépendantes étaient la température de l'eau

chaude au niveau des points d'usage et les scores de criticité des quatre composantes des réseaux

d'eau chaude évoquées précédemment (réseau d'eau froide, production d'eau chaude, réseau d'eau

chaude et point d'usage).
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RESULTATS

Caractéristiques générales des réseaux d'eau des maisons de retraite

Le tableau 2 indique les principales caractéristiques des réseaux d'eau chaude au sein des

établissements étudiés. Les maisons de retraite de Lorraine sont équipées de canalisations

essentiellement en matériaux métalliques (88,2%) et plus précisément en cuivre (70,6%). Les ballons

d'accumulation sont retrouvés dans 86,3% des systèmes de production et la température de l'eau

chaude à la sortie de la production est <60°C pour la moitié des établissements (médiane: 55,0°C ;

écart interquartile : 9,0°C). Les bras morts (situés soit en production, soit sur le réseau de distribution,

soit au niveau des points d'usage) sont observés dans deux tiers des établissements. Seules 6 des 34

maisons de retraite ont instauré une chloration en continue sur le réseau d'eau, parfois même

indépendamment d'un problème de légionelles. Enfin, la température de l'eau chaude aux points

d'usage varie de 38°C à 60°C (médiane: 50,2°C ; écart interquartile : 7,4°C).

Tableau 2. Principales caractéristiques des réseaux d'eau des 34 maisons de retraite étudiées
Caractéristiques Valeur (%)

Matériaux des canalisations des réseaux de distribution d'eau chaude
Matériaux métalliques (cuivre et acier galvanisé)
Matériaux de synthèse (PVC)
Co-existence de matériaux
Systèmes de production d'eau chaude
Ballon d'accumulation
Instantané
Semi-instantané (instantané + ballon)
Température de l'eau chaude au système de production
< 60°C
:::: 60°C
Données indisponibles
Mitigeur général d'eau chaude
Absent
Présent
Points d'eau peu ou pas utilisés (bras morts)
Absent
Présent
Désinfection et Traitement de l'eau
Chloration
Adoucisseur
Filmogène
Température de l'eau chaude au point d'usage
< 50°C
> 50°C

Criticité des réseaux d'eau

30 (88,2)
1 (2,9)
3 (8,8)

10 (29,4)
5 (14,7)
19 (55,9)

16 (47%)
9 (26,5%)
9 (26,5%)

25 (73,5%)
9 (26,5%)

12 (35,3)
22 (64,7)

6 (17,6)
19 (55,9)
15 (44,1)

17 (50)
17 (50)

La grille d'analyse du diagnostic réseau, intégrant les différents points critiques relevés sur le teITain

(Tableau 1) a permis de caractériser la criticité de chacune des quatre composantes des réseaux d'eau

(Tableau 3).
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Ainsi, il est apparu qu'aucun établissement n'avait une maîtrise totale du risque légionelles dans les

tous les postes du réseau d'eau (données non montrées) et que les trois quarts des sites avaient un

réseau d'eau à risque concemant la présence de légionelles (score >=2).

Pour le poste « production d'eau chaude sanitaire », les points critiques les plus fréquemment

rencontrés sont liés au traitement de l'eau et aux températures à la sortie du système de production qui

étaient pour 47% des sites <60°C. Pour le traitement de l'eau, le point critique observé est soit une

absence totale de vérification des quantités de produits consommés (quantité de sel dans l'adoucisseur,

chlore, ... ) et de leurs réglages, soit une absence totale de nettoyage et de désinfection des différents

éléments composant le ou les traitement(s) de l'eau. Concemant le poste « réseau de distribution

d'eau chaude )), la présence de bras morts (65% des sites) sur le réseau général et l'absence d'un

calorifugeage intégral du réseau d'eau chaude sanitaire expliquent une maîtrise du risque légionelles

insuffisante (score 2) voire déficiente (score 3). Pour la composante «points d'usage », les points

critiques relevés concement d'une part la présence de tuyaux borgnes et l'absence de maintenance et

de désinfection, laissant s'installer dépôts et tartre, et d'autre part une température mesurée <50°C

(50% des sites), contrairement aux directives de la réglementation française. L'absence totale de

maîtrise du risque légionelles a été identifiée seulement pour cette composante du réseau et ce pour un

seul site.

Points d'usage
Réseau d'eau

froide

Tableau 3. Scores de criticité des réseaux d'eau des maisons de retraite selon les guatre postes (n=34)
Production Réseau de

d'eau chaude distribution
sanitaire d'eau chaude

Scores de
criticité no (%)

score = 1
score = 2
score = 3
score = 4

16 (47,0)
17 (50,0)

1 (3,0)°(0,0)

7 (20,6)
18 (52,9)
9 (26,5)°(0,0)

4 (11,8)
25 (73,5)
5 (14,7)
0(0,0)

5 (14,7)
Il (32,3)
17 (50,0)

1 (3,0)

Contamination en légionelles des réseaux d'eau chaude

Sur la période d'étude (octobre 2003 à novembre 2005), 338 prélèvements d'eau chaude ont été

analysés, provenant de 169 douches utilisées par les patients. La majorité des échantillons d'eau

présentent des niveaux de légionelles inférieurs au seuil de détection des méthodes utilisées (Tableau

4).

Au total, seuls 83 échantillons d'eau (24,6%) prélevés sur 15 sites (44,1%) sont contaminés par au

moins une Legionella cultivable (UFe) par litre, parmi lesquels 65 le sont par L. pneumophila

(Tableau 4). La concentration de 103 UFC.L- I en Legionella sp. cultivables est atteinte pour 59% des

échantillons positifs et la concentration de 104 UFCL 1 en Legionella sp. cultivables est mesurée dans

30,1% des cas.

La technique d'analyse par biologie moléculaire (FISH) a permis de détecter des légionelles dans

48,5% des eaux chaudes avec une concentration maximale atteignant 7,3 x 106 Legionella-FISH.L'l.
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Près de la moitié des échantillons présente des concentrations en légionelles hybridées (FISH) :::: 105

Legionella.L- I
• La méthode d'hybridation in situ permet de mettre en évidence plus de légionelles dans

les eaux chaudes de douche que la culture (Tableau 4) (p<1O-4
).

Les légionelles constituent qu'une faible proportion de la population bactérienne des réseaux de

distribution d'eau chaude puisque la population de Legionella (FISHJDAPI) représente 0,23% et la

fraction de légionelles cultivables (UFC/DAPI) seulement 0,02% de la population bactérienne totale.

La fraction de légionelles cultivables parmi la population de légionelles (UFC/FISH) ne représente que

8,3%.

Tableau 4. Caractéristiques microbiologiques des réseaux d'eau des 34 maisons de retraite étudiées

2,30 X 106

2,47 X 105

7,28 X 106

1,19 X 109

2,00 X 102

1,00 X 102

9,02 X 103

4,94 X 105

Concentration Concentration
minimum a maximum a

1,40 X 103

1,40 X 103

9,02 X 104

7,17xl07

Médiane a

3,91 X 103

2,07 X 103

1,05 X 105

5,65 X 107

Moyenne
géométrique a

Nombre
d'échantillons

positifs (%)

83/338 (24,6)

49 (14,5)
25 (7,4)

65/338 (19,2)

36 (10,6)
17 (5,0)

164/338 (48,5)

149 (44,1)
75 (22,2)

338

a calcul réalisé pour les concentrations:::: LD : UFC ::::1,0 x 102 CFU.C I ; FISH:::: 9,0 x 103 cellules.Lol.

Legionella spp.
(UFC.L-1

)

~ 103

~ 104

L. pneumophila
(UFC.L- I

)

~ 103

~ 104

Legionella FISH
(Cellules.L- I

)

~ 10
4

~ 10
5

Bactéries totales
(Cellules.L-1)

La présence de légionelles dans les échantillons d'eau chaude est liée à la saison (Tableau 5) (P<1O-4
) ;

les légionelles ont été plus fréquemment retrouvées pendant le semestre le plus froid (automne et

hiver). Il y a une évolution au cours du temps de la présence de légionelles cultivables dans les

prélèvements d'eau chaude de douches (p<1O-4
) des maisons de retraite; Legionella cultivable était

détectée dans 54,8% des échantillons d'eau analysés en 2003 et dans 0,8% en 2005. De plus, la

fréquence d'établissements positifs en légionelles a été divisée par sept en trois ans passant de 75% à

Il % (données non montrées).

<10-4

34/202 (16,8)
49/136 (36,0)

23/42 (54,8)
59/226 (26,1)
11120 (0,8)

Echantillons positifs (%)
Année
2003
2004
2005
Saisons
Printemps + Eté
Automne + Hiver

Tableau 5. Facteurs reliés à la présence de Legionella cultivable dans les échantillons d'eau chaude de
douche (analyses biv_a_r_ié_e_s)<-. _

Facteurs
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* Test du chi-deux de Pearson

Facteurs de risque expliquant la contamination en légionelles des réseaux d'eau chaude

La présence ou l'absence de Legionella (détectée soit par culture soit par hybridation in situ) dans les

eaux chaudes de douche a été reliée au score de criticité pour chacune des quatre composantes du

diagnostic réseau (Tableau 6). Les caractéristiques du réseau d'eau froide, alimentant la production

d'eau chaude, répertoriées lors du diagnostic réseau de chaque établissement ne sont pas liées à la

présence/absence de Legionella dans l'eau chaude des douches.

Par contre, il y a une relation statistiquement significative entre la présence de légionelles cultivables

et l'observation de facteurs à risque (mesurée par un score de criticité) au niveau des postes

«production d'eau chaude» (p<1O.2
), «réseau de distribution d'eau chaude» (p<10·4

) et «points

d'usage» (p=O,OI). Cette relation suit un gradient croissant: plus les facteurs de risque sont observés

sur le réseau (i.e. plus les scores de criticité sont élevés), plus le risque de présence de Legionella

augmente.

De même, l'observation de facteurs de risque sur le réseau d'eau est liée à la présence de légionelles

détectées par FISH selon aussi un gradient logique: plus le « réseau de distribution d'eau chaude»

(p=0,04) et les « points d'usage» (p=0,05) présentent des facteurs de risque et donc des scores élevés,

plus le risque de présence de Legionella-FISH augmente.

La présence de légionelles est conélée négativement à la température de l'eau chaude quelle que soit

la technique de détection (données non présentées).

Par ailleurs, les facteurs de risque observés pour le poste «points d'usage» sont reliés aux trois autres

postes du réseau d'eau. En effet, ils sont corrélés positivement à la fois aux facteurs de risque observés

pour « le réseau d'eau froide» (r = 0,21 ; p=0,09), pour la « production d'eau chaude» (r = 0,31 ;

p=O,OI), et pour le « réseau de distribution d'eau chaude» (r = 0,33 ; p<O.OI).

Tableau 6. Relation statistique entre le score de criticité calculé pour chacune des quatre composantes

du diagnostic réseau et la présence/absence de légionelles dans l'eau chaude des douches (et p value)

Température de l'eau chaude au point d'usage Mesure (oC)

Composantes du réseau d'eau

Réseau d'eau froide alimentant la production
d'eau chaude

Production d'eau chaude

Réseau de distribution d'eau chaude

Points d'usage

Criticité

scores de 1 à 3

scores de 1 à 3

scores de 1 à 3

scores de 1 à 4

Legionella Legionella
cultivable (p*) FISH (p*)

0,58 0,42

< 10.2 0,62

<10.4 0,04

0,01 0,05

0,05 0,05
* Test d'égalité des populations de Kruskall-Wallis
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Au-delà de l'approche qualitative décrite ci-dessus, nous avons tenté d'établir une relation quantitative

entre le score de chacun des postes du réseau d'eau chaude et la présence de légionelles dans l'eau

(mesurée par FISH et UFC) à l'aide d'un modèle de régression logistique (la valeur 1 du score étant

prise comme référence). Seuls les facteurs de risque statistiquement liés à la présence de Legionella au

seuil de p<0,10 ont été introduits dans le modèle multivarié (Tableau 7). Cette relation est retrouvée

pour chaque composante du réseau et pour les deux méthodes de détection utilisées (culture ou FISH).

Ainsi, des scores élevés de criticité (:::: 3) sont associés à un risque fortement augmenté de détecter des

légionelles cultivables dans les eaux chaudes, qu'ils soient relevés au niveau de la «production d'eau

chaude» (O.R. = 26,00; [95% I.C.=1,3 à 503,0], p= 0,001), du «réseau de distribution d'eau

chaude» (O.R. = 224,00; [95% I.C.=3,9 à 12845,8], p< 10.4
) et dans une moindre mesure aux

«points d'usage» (O.R. = 8,47; [95% I.C.=0,8 à 87,4] ; p= 0,08) (Tableau 7). De plus, plus les

températures de l'eau chaude sont élevées, moins les Legionella se développent sur milieu gélosé. Ces

résultats ne sont pas retrouvés lorsque la contamination en légionelles est appréciée par FISH sauf

pour le score concernant les «points d'usage» (O.R. = 10,80 pour un score:::: 3, [95% I.C. = 1,0 à

116,7], p= 0,01).

Tableau 7. Régression logistique entre les scores de criticité des réseaux d'eau chaude et la présence

de légionelles.

O.R. (95% I.e.)

0,84 (0,74 - 0,95) ** 0,93 (0,84 - 1,03)
Legionella cultivable Legionella FISH

Criticité

Mesure (oC)Température au point d'usage

Composantes du réseau d'eau

Production d'eau chaude score = 2
score = 3

5,72 (0,60 - 53,99) *

26,00 (1,34 - 502,99) **

ND
ND

Réseau général de distribution
d'eau chaude score = 2

score = 3
6,86 (0,37 - 127,20)

224,00 (3,91 - 12845,76) **

2,00 (0,36 - Il,20)
18,00 (0,57 - 571,02)

Points d'usage score = 2 2,64 (0,25 - 27,97)
score> 3 8,47 (0,82 - 87,44) *

6,23 (0,57 - 67,77)
10,80 (0,99 - 116,68) **

* significatif à p < 0,10 ; ** significatif à p :::: 0,01 ; ND = Non Déterminé
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DISCUSSION

Ce travail a permis d'évaluer la contamination des réseaux d'eau chaude en Legionella dans un

ensemble de maisons de retraite du nord-est de la France. L'observation des caractéristiques générales

des réseaux et la détermination de leurs points critiques ont permis d'expliquer et de prédire la

présence de la bactérie pathogène Legionella dans l'eau chaude.

Occurrence des légionelles dans les réseaux d'eau chaude

Au cours de la période d'étude, des légionelles cultivables ont été détectées dans un quart des

prélèvements d'eau chaude effectués dans les maisons de retraite. Ces résultats sont conformes à

d'autres études réalisées dans des établissements collectifs en Italie (habitations privées: 22,6 %), en

Finlande (appartements: 31 %) et aux Etats-Unis (hôpitaux: 34 %) (Borella et al., 2004; Zacheus et

Martikainen, 1994; Hoebe et Kool, 2000). Toutefois, cette contamination des réseaux d'eau chaude

est décroissante depuis 2003 et bien inférieure à celle observée de 1999 à 2001 par Bat'botte et al. dans

la même région dans des d'établissements de santé (hôpitaux et maisons de retraite) où 61 % des

douches prélevées étaient contaminées (Barbotte et al., 2002). L'application de la circulaire française

de 2002 relative aux Legionella dans les établissements de santé (DGS, 2002) est sans doute la

principale explication de cette amélioration des réseaux d'eau. Cette amélioration de la qualité des

eaux chaudes s'est poursuivie au cours de notre étude puisque le nombre d'établissements positifs à

Legionella cultivable a été divisé par sept sur les trois années d'observation (2003-2005).

La concentration en Legionella cultivable, d'une moyenne géométrique de 3.9 x 103 UFC.L'I atteint un

maximum de 2.3 x 106 UFC.L- 1
• Il s'agit d'une concentration importante, largement supérieure à ce

qui a été décrit dans les rares études réalisées sur des réseaux d'eau collectifs où un maximum de 105

UFC.L- 1 avait été observé (Borella et al., 2004 ; Zacheus et Martikainen, 1994). La forte présence de

l'espèce 1. pneumophila, i.e. dans 78% des échantillons positifs d'eau chaude est cOlToborée par

plusieurs études qui ont évaluées sa présence entre 69 et 100 % des cas respectivement (Leoni et al.,

2005 ; Borella et al., 2004; Zacheus et Martikainen, 1994). Ces résultats soulignent le risque sanitaire

encouru par les populations âgées, résidentes de maisons de retraite, car 1. pneumophila est l'espèce

majoritairement responsable des légionelloses dans le monde (Aureil et al., 2003 ; Helbig et al., 2002 ;

Yu et al., 2002).

Dans notre étude, la contamination plus fréquente des réseaux d'eau chaude par Legionella en hiver

qu'en été, va à l'encontre d'autres travaux qui n'observaient pas de cOlTélation claire entre la saison et

la contamination en légionelles (Turetgen et al., 2005 ; Leoni et al., 2001 ; Hedges et al., 1991).

Toutefois, notre étude ne peut décrire véritablement des variations saisonnières faute d'une

observation de l'occulTence de la bactérie dans les réseaux d'eau tout au long de l'année.
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S'il est généralement reconnu que la culture sous-estime la présence de Legionella (Nystrom, 2001,

Hussong et al., 1987), l'utilisation d'autres techniques, comme FISH, permet de palier ce problème car

c'est une technique plus rapide, plus sensible et qui détecte des légionelles non cultivables (Dutil et

al., 2006 ; Buchbinder et al., 2002). Ainsi, dans notre étude, les légionelles cultivables représentaient

seulement 8% de la population en Legionella détectée par FISH dans les réseaux d'eau. La détection

par FISH n'est pas à proprement parlé une technique de mesure de la viabilité bactérienne (appréciée

par multiplication cellulaire) (McKillip et al., 1998), par contre elle est reconnue par certains

spécialistes comme un marqueur d'activité physiologique de la bactérie (Manz et al., 1995; Joux et

Lebaron,2000).

Approche prédictive de la contamination par Legionella des réseaux d'eau chaude à l'aide d'un

diagnostic réseau

Pour les 34 maisons de retraite de notre étude, les quatre composantes de chaque réseau d'eau ont été

analysées pour leur risque de contamination par Legionella : de l'alimentation en eau froide alimentant

la production jusqu'aux points d'usage. Borella et al. (2004) avaient tenté une analyse similaire sur

des réseau d'eau chaude d'hôtels en s'appuyant sur l'observation de caractéristiques générales et

physico-chimiques du réseau d'eau. Ils ont conclu que le risque de contamination des eaux chaudes

par Legionella était croissant avec l'âge des hôtels et décroissant avec des teneurs en oxygène dissous

>3.0 mg.L'1 et une dureté totale >20°F, sans avoir pris en compte ni la présence de bras mOlts, ni l'état

des canalisations et des points d'usage. Par contre, dans notre étude, en prenant compte de la totalité

du réseau d'eau chaude, nous avons constaté une relation entre la présence de Legionella aux points de

douche des établissements et les scores de criticité au niveau du réseau d'eau ainsi qu'avec la

température mesurée au point d'usage.

Des scores élevés de criticité (~ 3) en «production d'eau chaude» sont associés à un risque fortement

augmenté de détecter des légionelles cultivables dans les eaux chaudes. Parmi les facteurs de risque

relevés en « production d'eau chaude» (Tableau 1), deux principaux points critiques ressortent de

notre étude et ont déjà été décrits dans la littérature comme: la température et les systèmes de

production d'eau chaude avec notamment les ballons d'accumulation. La température de l'eau chaude

au niveau du système de production était près d'une fois sur deux <60°C, ce qui peut expliquer la

colonisation par Legionella (Lee et al., 1988; Wadowsky et al., 1982). D'ailleurs, nos données

montrent aussi clairement qu'au point d'usage, une température de l'eau chaude élevée joue un rôle

protecteur vis-à-vis de la contamination par Legionella. Ces résultats confortent la réglementation en

vigueur, notamment en France, où une température aux points d'usage entre 50°C et 55°C est

recommandée (DGS 2002).

Concemant les installations de production d'eau chaude, un ballon d'accumulation était présent dans

29 maisons de retraite.
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Certains auteurs ont relié la présence de Legionella à l'ancienneté, au manque de maintenance et aux

dépôts solides présents en bas de ces ballons (Alary et Joly, 1992 ; Vickers et al., 1987 ; Fabbi et al.,

1998; Wadowsky et al., 1982).

D'autre part, notre étude a permis de montrer que les points critiques relevés au niveau du « réseau de

distribution d'eau chaude» prédisposeraient à la contamination de l'eau par Legionella. La présence

de tuyaux borgnes pour 64% des sites analysés, reliée indirectement à la stagnation de l'eau, est

connue pour favoriser la présence de Legionella (Ciesielski et al., 1984). Le problème de corrosion des

canalisations n'a pas été directement pris en compte par la grille mais il pourrait favoriser la présence

d'ions comme le fer et par conséquent la présence de Legionella dans l'eau (States et al., 1987).

Au cours des prélèvements d'eau, la présence de tartre et de dépôts insalubres (moisissures) a pu être

observée à plusieurs reprises au niveau des «points d'usage» favorisant la présence de légionelles

cultivables dans les réseaux (Vickers et al., 1987, Bezanson et al., 1992 ; Walker et al., 2000).

La grille des points critiques utilisée dans ce travail est le fruit d'une large et longue expérience des

professionnels du chauffage en relation avec les biologistes et hygiénistes, en confrontant les

observations des ingénieurs et celles de la culture bactérienne. Aujourd'hui, l'utilisation de la

technique FISH présente d'un point de vue de la surveillance de nombreux atouts (rapidité, sensibilité,

... ). C'est pourquoi il était intéressant de confronter les paramètres de prédiction du risque Legionella

avec ces deux techniques de détection. Il s'est avéré que la relation entre la contamination en

Legionella et les scores de criticité est plus forte pour les Legionella cultivables que pour la population

de Legionella évaluée par FISH. L'algorithme ayant servit au calcul des scores de criticité, et auquel

nous n'avons pas accès (propriété industrielle) peut avoir orienté ces résultats en affectant des

coefficients forts à des paramètres clés de la survie de légionelles comme la température de l'eau, ce

paramètre influençant directement la cultivabilité des légionelles (Stout et al., 1986; Wadowsky et al.,

1985). Seules des études complémentaires, en modifiant les coefficients de ce paramètre par exemple,

permettront de valider cette hypothèse, ce qui est déjà envisagé pour des développements futurs. Pour

l'heure, notre étude montre que la grille des scores de criticité est pertinente pour son objet qui est de

prédire le risque de présence de Legionella cultivables.
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CONCLUSION

Les maisons de retraite lorraines constituent un lieu à risque d'exposition des personnes âgées aux

Legionella. En effet, nous avons montré que sa contamination des réseaux d'eau est fréquente et en

fortes concentrations, avec de plus, une présence importante de L. pneumophila. La grille d'analyse

des points critiques, et les grilles fondées sur les mêmes principes, qui peuvent exister ailleurs,

s'avèrent être de bons outils pour la gestion du risque légionelles. Dans nos conditions expérimentales,

les facteurs de risque de contamination par Legionella sont les points critiques présents au niveau des

points d'usage, mais surtout au niveau des réseaux de distribution d'eau chaude. Notre étude montre

que la grille des scores de criticité est pertinente pour son objet qui est de prédire le risque de présence

de Legionella cultivables. Ce travail souligne par ailleurs que la maîtrise du risque à Legionella est

multiparamétrique et doit être évaluée en tenant compte de la globalité des points critiques des réseaux

d'eau.
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4 DISCUSSION

4.1 QUANTIFICATION DE LEG/ONELLA DANS LES EAUX CHAUDES SANITAIRES

L'objet de cette étude était d'estimer la présence et la concentration de Legionella dans les eaux

chaudes en utilisant de manière concomitante deux techniques d'analyse, la culture actuellement

méthode de référence pour la recherche de Legionella dans les eaux chaudes sanitaires, et

l'hybridation in situ permettant de quantifier au travers de sondes nucléotidiques la population de

légionelles des réseaux d'eau chaudes. Des prélèvements réguliers ont donc été réalisés aux points de

douche de patients résidant dans 34 maisons de retraite de LOlTaine, pendant deux ans et demi, d'

octobre 2003 à novembre 2005.

Seulement un cinquième des établissements présentaient des concentrations en Legionella cultivables

supérieures à la limite réglementaire de 103 UFC.L-'. L'application de la circulaire française de 2002

relative aux concentrations seuils en Legionella dans les établissements de santé [DOS, 2002] a sans

doute contribué à l'amélioration de la gestion des réseaux d'eau chaude au travers d'actions

préventives et/ou cOlTectives de manière à limiter le risque légionelles.

Deux types de prélèvements d'eau ont été effectué à chaque point d'usage: le 1er jet afin de disposer

de données quant à la contamination liée à la stagnation d'eau au point d'usage; et la purge après un

écoulement de 7 minutes de l'eau chaude afin de disposer de la contamination réelle du réseau de

distribution de l'eau chaude. Comme attendu, les eaux du 1er jet sont cOlTélées positivement aux eaux

de purge en terme de Legionella. Il s'est avéré que les concentrations en Legionella sont plus élevées

pour les eaux de 1er jet que les eaux de purge, du fait de la stagnation de l'eau favorisant la présence et

la croissance de Legionella [Ciesielski et al., 1984].

L'analyse de chaque échantillon d'eau par la méthode FISH a permis de palier au problème de sous

estimation de présence de Legionella, reconnue avec la méthode de culture [Nysu-om, 2001, Hussong et

al., 1987]. En effet, il s'est avéré dans notre étude que Legionella cultivables représentaient seulement

12% des Legionella détectées par FISH. Même si la méthode FISH n'est pas à proprement parlé une

technique de mesure de la viabilité bactérienne [McKillip et al., 1998], elle est reconnue comme

marqueur d'une activité physiologique [Manz et al., 1995; Joux et Lebaron, 2000].

4.2 RELATIONS ENTRE DIAGNOSTIC RESEAU ET PRESENCE DE LEG/ONELLA

En complément des niveaux de concentrations en Legionella dans les réseaux d'eau chaude sanitaire,

il semblait intéressant d'expliquer leur présence à partir des données des diagnostics réseaux mises à

notre disposition.

133



Chapitre 3. Qualité des réseaux d'eau et contamination en légionelles des maisons de retraite

L'objectif n'était pas de valider la grille de scores de criticité pour chaque poste du réseau d'eau

développé dans cette étude par un grand groupe industriel, mais de tenter de relier les éléments des

réseaux d'eau à la présence de Legionella.

La première observation a été de constater que les trois quarts des établissements étudiés présentaient

soit des insuffisances soit des déficiences au niveau de la maîtrise du risque légionelles, tous postes du

réseau d'eau confondus (de l'alimentation en eau froide aux points d'usage en passant par la

production et la distribution d'eau chaude). Ainsi, les points critiques identifiés au niveau du réseau

d'eau et la mesure des températures au points d'usage se sont avérés être reliés à la contamination en

Legionella.

Tout d'abord, la présence de Legionella cultivables a été conélée à la criticité de la production d'eau

chaude sanitaire. En effet, la température de l'eau chaude au niveau du système de production était

pour 47% des sites <60°C, ce qui peut expliquer la colonisation par Legionella [Lee et al., 1988;

Wadowsky et al., 1982]. D'autre part, les facteurs de risque du réseau de distribution d'eau chaude

prédisposeraient à la colonisation de Legionella. Il est certain que la présence de tuyaux borgnes pour

64% des sites analysés, reliés à la stagnation de l'eau, permettent de favoriser la présence de

Legionella [Ciesielski et al., 1984].

Enfin, les points critiques recensés au niveau des points d'usage permettent aussi d'expliquer la

présence de Legionella. Les pommeaux de douche utilisés moins d'une fois par semaine et le défaut de

maintenance laissant s'y installer tartre et dépôts insalubres [Vickers et al., 1987, Bezanson et al., 1992 ;

Walker et al., 2000] sont les paramètres explicatifs de cette association.

Dans nos essais, la température de l'eau chaude, plus elle est élevée, joue un rôle protecteur contre la

colonisation de Legionella. Ce résultat est confirmé par la littérature qui montre qu'avec une

température inférieure à SO°C ou 60°C, la colonisation en Legionella est plus fréquente [Exner et al.,

2005 ; Borella et al., 2004 ; Vickers et al., 1987 ; Plouffe et al., 1983]. Ces résultats sont intéressants puisque

la réglementation française recommande une température aux points d'usage entre SO°C et SsoC [DOS

2002].

En conclusion, il s'est avéré que la grille d'analyse des points critiques établie sur la base du

diagnostic réseau est un bon outil pour la gestion du risque légionelles. En effet, la probabilité de

présence de Legionella dans les eaux chaudes sanitaires de 34 maisons de retraite de Lonaine est

fortement liée aux scores de criticité des postes « points d'usage» et « réseau de distribution d'eau

chaude ».

(
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Chapitre 4. Aérosols d'eau chaude de douche et contamination en légionelles

'objectif de ce chapitre est de présenter la contamination en Legionella des aérosols d'eau

chaude, mesurée aux points de douche d'une trentaine de maisons de retraite de Lonaine.

Cette contamination des aérosols par Legionella sera mise en relation avec la

contamination des eaux en Legionella, toutes deux mesurées au même point de douche, ainsi qu'avec

les paramètres physiques spécifiques à chaque ambiance de prélèvement. L'objectif est de disposer de

paramètres permettant de prédire avec une fiabilité conecte une éventuelle contamination de l'air par

le germe pathogène Legionella, et par là de disposer d'indicateurs permettant d'agir en amont pour

limiter l'exposition de personnes sensibles.

1 CONTEXTE DE L'ETUDE

Dans le chapitre précédent, nous avons étudié les teneurs en Legionella des eaux chaudes des maisons

de retraite et nous avons mis en relation la présence de légionelles avec les caractéristiques de réseaux

d'eau afin de pouvoir disposer d'un outil prédictif et de gestion de la contamination des eaux chaudes

sanitaires aux points d'usage à partir des données de diagnostic réseau. Cependant, bien que la

réglementation actuelle, en France, n'assoie la gestion du risque qu'en se basant sur les teneurs en

Legionella des eaux, la seule voie de transmission admise est l'inhalation d'aérosols contaminés en

Legionella [Fields et al., 2002] ; aucune transmission par voie orale d'eau contaminée n'a été recensée

[Benhamou et al., 2005].

En raison de l'absence de modèle mathématique sur la fonction eau/air, la mesure de Legionella

uniquement dans l'eau ne permet pas de statuer validement sur le risque. Les quelques études

disponibles sur les teneurs en Legionella dans l'eau et dans l'air au même point d'usage sont

regroupées dans le tableau 4.1.
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Tableau 4. 1 : Données de la littérature relatives aux concentrations en Legionella mesurées dans l'aérosol et
dans l'eau.

Tour Impaction en milieu liquide l

Tour Impaction en milieu liquide l

Douche Impaction en milieu solide2

Douche Impaction en milieu solide2

-~~-

Douche Impaction en mili~~--liquide3

Douche Impaction en milieu liquide3 Dennis et al., 1984

Bollin et al., 1985

Références

Ishimatsu et a!., 2001

Breiman et al., 1990b

Concentration
dans l'air
(UFC.m-3

)

90
----2JJOJ '

6

3,5
- - ---------

0,27

0,40

600

9,0.106

>2,0.105

>2,0.105

-------------

1,0.103

1,0.1 03

Concentration
dans l'eau
(UFC.L-1

)

Principe de collecte de
l'aérosol

Site

1 Impinger ; 2 Andersen; 3 Cyclone

Quelle que soit la source génératrice d'aérosols (douche, tour aéroréfrigérante), aucune de ces études

n'a démontré un lien entre la concentration dans l'eau et celle mesurée dans l'air en Legionella. Ce

transfert est aléatoire suivant les équipements visés. Dans ces conditions, une concentration

bactérienne élevée, au niveau du réservoir hydrique, ne présume en rien d'une dispersion aérienne. A

l'inverse, des numérations faibles peuvent être sous-estimées par l'existence avérée des légionelles au

sein de matrices, biofilms ou amibes libres; la population de légionelles fixées ou intra-amibiennes

n'étant pas accessible par la technique culturale, préconisée dans les contrôles réglementaires. En

conséquence, il est difficile de s'assurer de la seule pertinence des mesures effectuées dans l'eau en

terme d'évaluation du risque sanitaire.

Toutefois, l'étude de Legionella dans les aérosols a déjà été amorcée avec l'utilisation de différents

principes de collecte d'air comme l'impaction sur milieu solide [Pascual et al., 2001 ; Breiman et a!.,

1990a et b ; Bollin et a!., 1985], l'impaction en milieu liquide [Ishimatsu et al., 2001; Alvarez et a!., 1994;

Breiman et al., 1990b ; Dennis et Lee, 1988; Hambleton et al., 1983; Berendt et al., 1980], ou l'utilisation de

cyclone [Mathieu et al., 2006; Dennis et al., 1984]. Mais la performance de ces biocollecteurs d'air n'a

jamais été évaluée pour Legionella et nous ne disposons pas à l'heure actuelle de métrologie adéquate

et consensuelle.

Le rôle de facteurs environnementaux, influençant la présence et la survie de bactéries aéroportées,

dont Legionella dans le milieu aérien, a été décrit par de rares travaux. A notre connaissance,

Hambleton et al., [1983] et Ha [2005] ont montré que l'humidité relative et l'état physiologique influent

sur la survie d'aérosol de Legionella, avec meilleure survie à 65% d'H.R. du germe aérosolisé. En

l'absence de données spécifiques sur légionelles, des études sur d'autres bactéries aéroportées montrent

également que des facteurs tels que les rayonnements ultraviolets et la teneur en oxygène de l'air

induisent des dommages notamment au niveau de la membrane cytoplasmique et des acides

nucléiques de la bactérie [Marthi et al., 1990; Hess, 1965].
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Ainsi, il est apparu indispensable de tenter de mettre en évidence les relations entre les teneurs de

Legionella mesurées dans l'aérosol de douche, à l'aide de plusieurs biocollecteurs, avec les teneurs en

Legionella mesurées dans l'eau chaude au même point et les facteurs physiques environnementaux

enregistrés au moment des prélèvements.

Les campagnes de prélèvement d'aérosols ont été effectuées d'Octobre 2003 à Novembre 2005 dans

chacune des maisons de retraite volontaires et au niveau de plusieurs points de douches utilisés par les

patients et représentatifs de leur exposition. Elles ont servi à la recherche de Legionella aéroportée, à

la fois par la méthode de culture et par la méthode d'hybridation in situ.

Ce chapitre s'organise en quatre parties: d'une part, des essais préliminaires portant sur la

détermination de la méthodologie de collecte et d'analyse des aérosols de Legionella est présentée.

Dans un deuxième temps, sont développés les résultats relatifs à la contamination en Legionella

aéroportée des espaces douches des maisons de retraite, mais aussi les données relatives aux facteurs

relatifs à l'ambiance de prélèvement. Ils permettent, dans un troisième temps, de disposer des relations

explicites entre teneur de Legionella de l'eau et de l'aérosol. Enfin, une discussion générale des

résultats est présentée.

2 DETERMINATION ET CHOIX METROLOGIQUE DE COLLECTE

DES LEGIONELLA AEROPORTEES

La mise en œuvre de méthodes de mesures et de moyens analytiques était une étape préliminaire

indispensable pour accéder à l'évaluation du niveau d'exposition des populations à des aérosols

contaminés. L'effort métrologique a porté à la fois sur la caractérisation des techniques de prélèvement

de bioaérosols, mais également sur l'utilisation et la comparaison de méthodes de détection de

Legionella.

Les résultats présentés ci-après ont donc été menés indépendamment et avant l'étude dans les maisons

de retraite. Ils portent d'une part sur la comparaison des trois principaux principes de collecte des

bioaérosols lors d'essais réalisés dans un banc d'aérosolisation contrôlé; d'autre part sur l'utilisation

d'une nouvelle technique de détection de Legionella aérosolisée, la technique d'hybridation in situ.

Nous présentons ensuite l'application de ces moyens de collecte et d'analyse des aérosols de

légionelles dans les conditions environnementales avec la procédure de prélèvement des bioaérosols

au niveau de douches qui a ensuite été employée durant l'étude sur les maisons de retraite.

La première partie de l'étude présente les analyses préalables qui ont été réalisées en laboratoire

équipé d'un banc d'aérosolisation, permettant de générer des aérosols de légionelles dans des

conditions maîtrisées (collaboration avec le Centre Scientifique et Technique du Bâtiment). La

réalisation d'expérimentations en conditions stables et contrôlées a permis d'évaluer l'influence des
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biocollecteurs, basés sur trois principes de collecte d'air, sur la cultivabilité de Legionella aéroportée.

De manière concomitante à la culture, la technique d'hybridation in situ a été testée sur les

échantillons d'air pour connaître sa faisabilité en terme de détection d'aérosols bactériens.

Dans une seconde phase de l'étude, des essais de collecte d'aérosols de légionelles générés par des

douches ont été réalisés dans deux établissements de santé (hôpital et maison de retraite) choisis pour

leurs problèmes récunents de contamination en légionelles. Ces essais ont été réalisés afin d'apprécier

(i) l'abondance des Legionella aéroportées générées par de l'eau chaude de douche et (ii) la faisabilité

des méthodologies employées [principe de collecte-technique d'analyse] pour détecter les aérosols de

légionelles.

Cette partie est présentée sous la forme d'une publication acceptée dans la revue Journal

Environmental Monitoring sous le titre « Detection of airbome Legionella while showering using

liquid impingement and fluorescent in situ hybridization (FISH) ».
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Detection of ail'btll'lle Legiolwlla ,,,hile showeIing ming liquid
imllingement and fluorescent in situ hybl'idizatiolt (FISH)

lI!t1gali DeJo'g,e-Abarlmlla, Thi-Lall Hab, E.nrle Robine", Ileuh Zmiléon-Nnier" all,f! Lalll'em'e fi,!fathin*<
i1Dipi1ftenhIJ'lt En1E1"1"Onne.r;t-Je.J'rt et Santé Publiepw" J}·lSERA~f ER] no 11, Faculté dé JfIéde.t~ifJe, Ji avemlofl de la
Foret de 1:l:ûy-ej , BP 184~ F~54 5()j~ Falh1~,fiUVre-l@-1\~iii-cy" pj'cmc:e
b-Centr8 Sciejjnfiq~,ie at Teermiqu,e'du Bdtirilent (CgT.B,)~, laboratoire d~ lffcrobiologie Jas EffViro'tInemenfs
IntéJ1,f31,WS, 84 mw-me Jecm JaJ'JJ"èJ:, F-7? 44?, ,,\:!(H'J"Ie la V'Qlli-e cEifiex 2, Fr:-:rnce
cL(]Dor-Yitotre d'~FaJ"Odimatol5gfe SantèEnvir'01'lHcemant, u.f.'1e Pr'{liique â·es Haut~s Etudes, l.:.\~SERi.JJERll'1o

l'J, Fàcult~ de ""i.Je--J~!{:ine, 9 aVénU81 dé la forêt de Hay;g, BP 184':, F-54 505, I?ànâoel~vJ'e-Ms-N"mKY, Frar~c-e. E
m{Til~·1aà7'~H.c€.mnthi6W'{bf1i6-decJr1ttUhti-Hancl?,fi'; F(l",x: 33 3-83 683 489,:' TgLo 33 383 683 486

Aerosols ofwarecr ;Eoucall'ümüed with IeglaHe/kt b~ctelfia cOj'jstitute the ü~]ly llltx!::e. of eXFDsme kJr hmm:.ms,
However, me pieven.tlioln. strategy aga~rlst fhi~; patnog.enic bacteria llik JS llh'll1î!Jged thrcmgh the.- ~~un{ey afwat-er
contamination. No relatÈo~shùllirlked 1he leg-ionella lbacteria 'N:ater eonce11tratlon :ilnd iheir airôbrJme a'blll1a:1):::me.e.
Therefore, new approf,iche:1 in·~he fiekl c-fih-e"'nRtmlogieal:::.ispects v,t"Legfon~na bioaercsüls, Jre req'l.lirecL Il1Îs
strncty'w2Js 3llued at tes~ing the mliilu prillciples for bLoaerosol eoHeCTrron (sü1id mlt~aetion, liquid impingerileut
and tl1rratiau) :llul tne; ji'r sim hvb~:idizatÈon (FISH) method botth in iab0ra:tory iT1ud field:l~sa." ...·it ?./irth tlJ.le, intenti-ou
of apply~ng: $TL-Ch methodologü~'G Îor ~ir'b;JIn~ legùrnell{~ 1bacteria cietecTEDEl w~hüe :~h'J'Nerillg,~ ,~1 a-erorohzzti.üt1
chaJlnber 'was developed te ?;enerate, c:olltroll~d and reprew:hl'Dible L. pnf!~miavhna aerosüh T11j~~ KloliilUowed tiD.e
idel1lfu'Ïcatio:rr of me JiqUld i;1l--""Îw:gemt11t menl10d as. me lnost ap'prcpri~~oB QI1~e fbr colJect3ng a~rlbOTIlle IegioneJla
bacteriilL Ille -cülnu":1bl.e frœction of air1.."OIM L pnewii'Oph;fla reco'ilered "~1,:irh the liquid limpu1lge:me:m pril1ciple
;vas 4 and 700 tiüle,:;bighercompared to theimpac:t10E and filtration tecrrlliOjues:; l'es-pectftvel:'r', IvioreiJ'ver, the
CrJ!K'eD.traticn~ of airbol11ie L V,iHnU'/fJ;,1,tJhHa in tine, im;pin,ger fJuid "\vere on ai,;'eraE'e 7.0 ;{ 1CJ~ FIISH-{:eUs 11!7(:'afT
i,\èùth the: t1tlQr~,~ee:t1t ijrr sItu hj;blidizaÙ(J~l (FISH) methoct V~'W5US 9..0 },: 1.04 CFl.fiu',-3:JiiÎr \vith the. ctlrt1lre methcx.l,
Ihe~:e resuim, rerord,edmmder 1JieH-c-ontroHed conditions" \vere c-c~liil1ne~i dming die: field experiu.ltnis
Derfomled on aerorols -generared ibV not'l,:';\lter slw\v-=n in he~lth in5~it;LltiofliS .. Tbûs nei,V aPDfoach ma1it Drcvide: ;Ji

inüre j]CClPJlT~~e-charac[e;]Zatiml iJ,Î :ft:~robi(i(OlltJmirlatioIC!by I.::~gùJJuûla bacteria, "- .. ~

Illtrodmlioll

F~rst described in 1977,lLegio:nella b-a{~tel[ia are shH ofiC'picaI fmeresr, :l1ld,constitnte a signifkm:llt !prroblenl of
public heaJili, The main mode of (nm,s:mi~ion of Iegif.:iiella büe-teria 1s li~1b.8lariŒ1! ofa c\:llltamil]:]tteà aero$ol
p:roduced b~r {iJlo,niz'ed hy(lrOll~3 SOlu':ce:3. Expo~rj:ce to Iegiondk~ sp" bacte:ns: n~[Urlny round in hydrou;;andl
htmllid. en,t,nimll1l1enrrs, is iucl'easîllg Doècau3e of the ~umboer ofman-made habi:3.'ts (i:âr C-j)11d~tioning. syS:te.nB,

l'· """] l '" Oc"~ " 1 1'1"' "'] cl' 1"NIC,m.g !C-i?,:en" 'i'v1l1r }J<D'D ';, spa;;;, .1our.i'Iams,cient.1l Œe'·.n:ce~, GliOVlrer ,l'lea{ '3), 3 l. ?O'iel1mU .y iF.)' ucmg aelCO-SOiS,":'-'

SuchmultipEcatiml 'Jf ,;}.rtitieialhyctrcnJseni;ir(luJue:nts cau invobe epidènlics rDflegi'JuèUosisJi::lC;
1nu5, in Fr3UCE':" tthem..anage:ment oftho;: rÈsk i:'Js',l:;o'::Jated 'rv:f.h Legf.f;l]t~U.g bacterâa consustsüfpre."'leJlting

miCO!olJJ p-rolifern.tlim1~ and keeping o::-onœntrŒjior:~- be~01Ji :he.l~1i.vfug tlrr€::;holclL ffrxe-d at 1(13 CFU 1-1fm- hot
W~[èr lte'tli'm:1:s..1.l TIli;; "~~ppâ~O:ld1. 151uuelirtble dn~ TC the 'LmdeIèstimati,c.n 0-Î tl.te·culnJ[e-based l1~ethc{l bec~'Uu~ cf
tl1e p:rese~1ce ofvfable/ac:ive 'tni[ nO!H:uhurable: 'b~lctElia~ and Le~fo;'~ella bacteri~, within bioflhns or iTl.ITa
amoebas ûn,[ ar<:' 1:0( ':E.'ce8s~ble1vit~1, tlle st::'JJ1dardized cu1ntral tecDIlJiqlle, l\'lo!eove~~, C111tul'e analy-ris i$ time
CmlS1L1miug a:nd cmlld. he JîI1:-c:-e{t by ~tres:~es arisù1g: dtl!ing: aeDJS011z;::hot1 (iflni(:1'(iOl'g;;,~1ism/; \1fb~ch eou!d lead
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Page 1 sur Il

[(l' a loss oftherr- clJ!lhuab:~1irj' ..l..U Even ifsome ond 1~ïJrks havf focilsed Ion detecting airbome Legio}j'ûla~:I::&l1::

11. arr:l rehtionship betI?lf,€'ll the Ltgü)n~lla eonc.elltrntïün present in ,.vatel" mla baet-eri:@ dispersed m'to aerüsols
has not ver been, estahlimed. ni~ thererore difficuit to assee~s t!1e Lettionella fbact:eriàneaJili ris!: ba;rect on1y on
w~:Üi:r measurementK T01 ha\'"e il IllŒœ reprere.~itative ~~"poSlU'e asse';m'alt, it i)i'OlÙd be helpful 10 detennme
airborn.e, Legimuûla haderia goEllerated froID suspicions aqllatic en'llircitIDlent;;:.

OtJlli' ,objective t\ra;; to perronn auenvirŒîlD1enta.1l ~t1.dy on me feMihiJity ,cf the' détection of airbüi7'J.e

Ugio-neila bacœr]a w,hüe; showeIing. in two he~ltlll care centres in TIortheJ"ll France. T'his mcmIDtOfj~g nee.ded
efficiellt sampling and adequate methods ÎOF analy;". So, a fuct ;tep, perl'orllled in ihe laboratory with
ciO.ntroHed LlilgicJne-l1a bacteria aelP;):,wls, aimed co identiiy the methodalogies to be use:.rL by te.stin.g: (:[)tJlree
principl., of1:>ioaeroso1 colleetioll (sol,e! inlp.ction, liqtlle! impi~gemst an<!. liltmtioll) to e",,!ruIte tire"
imr11illellce on. the culntrnÈJnlity of aero.solrzedJ, Lts~gtonel1à, ~nd (U) the i~l sftuhybridiz:ation {FISB.l' meilicd to
detectaÎIbJOme 12gia~el1a baeteritt

In me recoud part ofthe, study, field Iriab Viere perforn1ed in t'NO heaJl~l instntutions chosen becaus-e, ofthe:lilf
FeCUl1Fem prohleDiS ,,!;ri.th ·w'ater LegtcmeJla spp. œntiÏimination. Tillese' field tr~ah; have- enabJed lB to appreciate:
Ci) the ahillldanœ of aÊrtJome: Iegtofu;lla bactEria generated by h'Dt-water sh-01.vers, and (li) t11e r~levallee oithe
ae:rûrol" s co1l.eetiün prmciple0.i and tl:~e anaJytical metillods for airborne Iegü)j"l,ella '.ipp. detediml.

l'IIaterial <Uld. metllOds

Lahomtol'J' trials

lnoeulll111 preparatnmœ for aeros.olimtnO'u procedure. Legjo-ne1ia pYl~:fj:,mophfla semgwlL1p 1 straÏn OtITe
33 151) was ugecl irrme ]abüratopf ta !f;'valuate d.etectioll meililJm fbr ai.rbo111e Legtomû'la hacteria. BeJD~, each
Lise, a stad: zl15pensicll ;;[oredt at-20 oC was suoculhu·eil, on, the :speGiti'c i!Jgar ,for Legfoj'f.(~lla s;pp. deto&:tion
(b'olffered. c.harcool ye~st e,Ytf~ct ~gar supplem.ented. with ~-ketoglutante (BC'{E'!lJ)] for illree days at 37 ;Je (±1 0

C).
To peFfornlmeœemsc]i:zattou procedm·e, L pH€umopJrila coRoüie:fl i,~'e;n: hmrles~a and §JOWUE[! a speeEfie

numen.tbrom (ACES b-utIer 6J) g t 1, a-tetügOOinïlte LOg g-\ bmi.ll hel;ni 11.5 g I-~" L-eysteine 0.4 g t'l:; fenic
pyrophosphaie Ct2:5 g 1-1, deionized \\' ..Üe'I, ,pH =6..2-7.0) at 37 oC (±1 "C).

Afrer 2 ruly:.t Ïl?!cabatÏoIl1, baeteri€îl ,celis: \l'ere fuarfuer h:M"V€sterl and were ;il!lshed we:e!Îlnes by eelltrmlgatloo
at 8;,<; 101' fo-r 20 min (!I1{1deI EB,,:1... 2S, EIettich) in s[erile dieionized Vi'ater, al">ü ll'ted as diluent for the
a'=folizario11JS!l.lspension. Deiol1~z~d, i'rater W8.<; pret-:eIT€d ID a bl1ffar S'C.ttl!Îüll becau'3€' ~al~ ".vere ~xp'€C:i:ed to affilet
the nlieliubial viabilirv t.mo. Ibe resuJts ohtamed wifu the optilcalpartide cOlmter. Bacten.al dent<Îry ï~'§S

deterrmlleci ~:ry' Rrrbidit\, usin-g a ~pectrome~eJf (llIlOdel HI §37Q3,·HA};,1{}!,.. 111~truxà1,ent1) e~1libF-~t~i \,ritb a Sillll{t"Md
ofFoffiiZlZÜ"ie Tmbidit~· Unit'tuhè~. . .

lest SY&Tt']]}, The experimera:tall SBtLlfl' ShO\lffi 8chemati~'2:11y in Fig 1 'iJlasdevelope.d tli} e"u~:~luaœhi'CtaeJ{)~ol

sr'imphng tec:hnique~. The sY5-tem Vias hom;ed into a dtliss IH bio20gic~1 safèty zone. .;;~1"'Drol]zed L ptleuHJophila
Wi1S produced rrom the baderial !:-tlli"1Oension., ilSing a bnbhEng generaToF we h2'iiE developed, and adapted from
ül.eviciœ et ai.li. The aeIos,011~ias then ~torect in a chamber {v'C'I111mt'!. 3mn3) where its CŒll'tell1r:aJu'ffilllind size
were checke.:l. ",ith ~11 optical jllirtick c",m1e, (mode! 1.105, GriilJm Aerosol redmî!< GmbH). Dming the cOlmo
üftte$!!?, tempemhlIe was Illaîntamoo illt 20 ')C (=1 '"'Cl' atudrebtive huœnidity ranged fmm 30-35%.

~roo

(:~ipre~et:[ ,~r

'th'3rmc.'3tat<3<l!
oobtllinggE"-Jl:i3rmor
v;;ifu -il! l~'om~?"",

9J~~H1on
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Pag~ 3:nu 1]

Fig. l Schemat:c repIesentation oithe bbDriatŒ~'{

expErim~l1t[!;l~etup CF: flo1vmeter, Qbr!bb!: bubbh..iJ.g
'ir"c,··· Q. " "'1111' -" '1""flo1'·· Q ""l'ml'n~::il••Lh.:O'...',.ci::Jj. ut .I".J.J ~I .1. 1, Jr'..œpl- ~Iil .I.0r' •• ~.

~irfiO\v}.

In order ta ~sse.ss ±h~ methodoiogie.s to be. used, me bi(1aeroi4Jl generated dming the 1aboratoEY trials W83
sampled l5i~1g: wee. c--DHection pri1JlcipIes: (i) iD!JP8CtiOll omo ~gar (Arràer",e-n :mmple-r, ,cuÊ-ondi-amete-r: 0.65 ~m~

flovi' TIlre: 23.31 ])[ü.lrl~ samp]m.gvo1ume: 8.5 lofair; c:ol]~.:ti0n meŒ~lmll:. BGYE~)~ (Ei) impinganent ~Jto Et:j,ui.d
(SKC Bios-ampieF(..~eko);, Gtu-ctI di@1l1eter: 03 ~~ novf rate.: 125 1rnü:r]~ sampiing volum.e.:: 1251 ofair;
c-eUe.etion medïml1l: sterile: dÙHLHed ·'.v'lter); and {ili) :ttl1tration (collectro.n 11,1ID8 (Sartorius), eut-cd!' d~aJltet021': :=-()j
;ulm;.Î1O''I?i nlt.~: 10 l Jlun-l; ::mnpling 'Fohulle: 1Ü 1of >iir; ,coUectkm mediuI.:l: 0.8 ~Ul1 pore-size t1!r:rnxellü1ose
membrane}, The imuactiou and hquid ~mpin9:ement methods Ifillove parhcles frOllt t1be a~rstIe:J:ln bYiLlûliizmg
meir inerti~: to de.pQ~e tllem 'Duto alli agar me~~i·um. or mtD a li~~d slJl"f~c.;..:lS: FHt~·3tiœ'1 coUe-ets p2l1iides hl' inerti:arl
force.i1;. interCe[i~iCll ftnd dimlSic1ll.~

ITI! DTe'1;liour;" s,tlldies l)erfonneJ~11 fuis $E'roSO]iZ3tiOTI chamber in c;)utroUed conditions l',"dai~ no[ sh01vnJ- t]l.e" . ..
aerodynarmie diameterr of airhorn€ 1. pn'8um;;'1phila 1';;'35 eva:v.ated at 1},Ç/ ;Lun, suggest1ug tlL1t an :;l;sro-s.dized ~elh

'1JâH be 82nroled by the tfu!re:e metlllc!d~ tt'.led.

Thr~e; illQlepe~1dent~s~15lS·,vere conduded in tbe labomIorv. t~Jr e:.ach samp1mg technique. Ile ;;:qm:~les
collected -ou BC·{E:tt medi~m ;.vere keptt at 37 oc (±:I .:)(} Foi·"tii:!e: impingeJ flul,t a!iquot; (0'. li ml) of(m
appPJFria.~e teIl-·fold!dHluTIorr were ~pread GU BClEr; ag2il" be:Îore incTIbat~on"~;J...fter m~raticu ".Km:phllg, the
membrane was tmnsÎerred aBepticaHy tD the ?~tri di~h co·ntailliüg the BCYBtit aga.I.

The bact~ria1 rec.c<v:ery mte (R) Vli'8S meE~m·t'd ~u the 'COf:!CEutranoriL ofL pn,:"!wJlophila illBJerüso18 (C}'",,).a
(merusuredusÈng th~ Gpü~,al partile CCllllter), rell]tive to its cinltmable Ît~ct~on (C[i."!JJ.u as foHoViillg:

R'" C{~;.lF1 J~~f!.
(Ct:i-i-J lb!?i

lE addü10ll, to pe~fonn ;lirBO~"";le. IegioFie-lla b~cteria det;;:'ctiCin~ the iI~'lpillger ih~id ;,vas analyzed! both \V~ti1 the:
clùrure medl,od, ~g des-c:r~bed -lbCiV~ and \vith the' mCllecnktr hybrid~zation method., deSC1"1be:dbeknv.

0)

The el11Vllonmen.W stJJ.ldy, about me, fer'l5Vbütrr,; of 3.I:6JülJ1e: Lo.:wionâla baeteria dJetec!iat1 ~Jrhi1e ;.;hO'.ve:iiJl~, Viil:;;

peTfonn,:~d li T');'!,r.;} he:altlÏ~~re (emr~s innCirth~11l :Fr,Ulreo cl1o.;tn hecJ.lv;e oftE-lleir reC-l1:rr~-ellt probl~ms 1,"';;'Îth "}la:~r
Iegionella 5}JP. c-ontarm:i.natiot1. Both b0~ '"vater and bioaenlsoh ',v·ere sampled JW described in FÜL 2.

!) 7 9-i 6·1ji !Hj~~,

SHOW1Œ rr---A-E-R-O-'-l)-l.-'-·"-"-'"-'.-J-N-G-'. ..:...::_-

Fl14$]1'j,'i.';J.~er S'Jlid jm~l',l\':t~ijGl

Eighte:tll ·;hO"li€I3 'i}/ere. S3Jllp]e.:L ',vitb the. hot w"Ziter faue!?! cFe~ed 10 ::~ max~m1;Ull iknv; the batJIJ"1JoOll1(
ventùhnioll ;h'<t; 5"'vSotem:atiG111v 'lhut do'~'m lnd Œle d'JOB and ;,yjndO\1!/S dD~ed dlLrll1!.g the Î1I",;'estigatiolls.lI!.

One litre: .Jihot W-1[er. C'olie:ctfd in sterile b{)ttl~.']. ;}~'3S 8~;,'·stem.atiC8]lv taken after Jbout 7 nti;i .:.f';,vi1:er
fllBhing {Jl:",'erage d1iIa1iotl of tî shmva.-:::l). Ille bioJa~:rosol ~nphng be.gau OlÛy airer thefimcet oÎhot "'1j~:,eI' ,;vas
closed:. Ù1 order ta prevent the sampling af1},mter droplets. Tbe bilX~er(l~ob \v:ere· ~aJl1p[ed 113illg the Si1:me
c.o-HecticH principles ~s ~li th~ ]abtJ-utory experimeuts,. exœpt th:: -air vohune $f:lmpled vihic-h vù:re1igher than
!Jlose: l15ed in }anorarory MSiIVS \..rith a 'çarr-e ,Sotlram {lf L. J.rnemnophûa ri! high cc!nCi:"lltraItün (.~ ]n6CFU I-1). Field
gmp'h~.g: eh8.r~e-ter:i;"rties aIe'~lillJll.;.uized in Table 1. Di'uillg thê';Jlnpling:-· tb.e '.1jlHfr and air temF~ranU"es 2Jnd
relai,re h.umidùy {RH) (Test,v 452, Te'sto) ~;\i'ere monitore(L
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CollectioJl
priTh:iples

Imp2!diDil m:1[0

aga.
liquid
:il.up.mgemeJJ.t
FiHrat~o:n

Samplers and collection media

MiliipCTeea~5ette,:, (1.2 ~m pOIe siz.e po!yc'lllIbollarre
membnme

Flow rate!1
mU[lf"l

!c'O

12.5

S'JIlpled air
1l0hunel]

soo

195

600

Thefu-ree püncipLes of aeroso1 sampling weTe 1J1Sed simlùtaneDu:=;ly ~t a fixed point (oriented towaràs the
show€E' /.ii[ :80 eTil height ~nd at one metrem fron-t ~)fit), 3m:1 started at 'the !]mne tn1e. Using solid!,irm.'paehmli,tne
~m:np1esca]lec±ed ouille BC''":{Em a-gar ~.J.edit.1Lm. 1~iere kept ut 37 "C(±l OC) ( me'y permit sDlelj' t'he det.ectioll <Cl.f'
ilre e1illtu:r~ble IBgfor~eUa spp). For me, lmpinger and!. filtlrBl[lOn methods;, the. samples were. kept for in j'lm
hybridizatiolrL

The d.etec~io11. of the cuihur;)b~,e Legion.glü;r bacteria wa;.;; admpt€iL fi"orl:1 me French standard meothŒI AFNOR,E
nsing therelective lmfli€l1lt agM BCIJj (BuÎÎer C:harcoal "r{'e~ut Extract) (O~wï~ UK). Far bborntory ~ssay~~" 1.
~llel'tmoDhiIa cülüui-es were enilll1erated aÎter 7 daw-sA mellooiÛon ail: 37 + l '~C. For field a,"1:mV;:;'1 eh~rnderi:~ti('

Legio~l~lla S"flP- œlonies ~1Ai'ere COUilf1iœ.d and feMed for ili.eilf cystein>e: depewd.\e1!)ce (CIl) bl' inC:~iLiliIJTIiou auto BGï:o:E:
agar ,,".nth cysteine (0.4 g 1-1) and witllii,out cY5teille,. :i1ind 1ncnœ:t€i1 for 48 h a'ft 37 ,je ± 1 ~c." Col~I!ine:.J ili~t grew ml
both medi"l w.e~·e e..ansidered CD :neg.atÈ'\te all'èI wer·e repc.rted as i.1o[ITj,-Leg;fa~wIÜl ha~~eria. Colonies ili~'lt gren~i only
on BCYE 1J~iili cysteme (CDpositi\lS colonie.~) wer~ 1del1t~fied!,as Legioi.~ell"a~pp. The reSctùts we.re expressed ru
CF01-1 I,)Ê "Ivater orm CFU m:-3 of 'ilÈr. Thed}eDection jirrdy.t \V~g 1.0 x 102 C'FT,) l~ w~ter ~E!d 1_2 x l~ CFUm-3
aIr.

The f1b.lOre5cent J)j siRt nybJfidization (FISH) protoc01 wa:;,perfol1lled d.S. s1i1ggesil:eO!, by [voo1!Z, {ft a1.â Ttue,
oligonllcleotide pIobe (Mo!ectl!ar Probes) LEm05 (YCTGGTGTICCTTCCGATC-3!) ;pec:ific fur
LegioJJeUace.ae HiSRJ.'IA aI'lHj labe,ledwithc3rbcey€nmeiIiI the)1 em:L lVJ-S iilsect ta, deûect LegioneJla spp)ll±
Ea"h .rimple was iUtere:l furollg!l 02 p.m pore siz.e white ]X'lycarbonate membm>re (Nlillipore) ilil1Œ WM fc,ed
wiili 3.7% fa:rm~!dehydle (vol/vol) fo. 30 min, The memOratle, was waihed. It",ice with. jlwsphare-burîfered saEne
(pH 7.4), air-dried and dehydnrred. vi'ith 2 ml ofincre.sing <onœtlJtratians ofethm1ol (50, gO, and 9'5%,3 utin
eac!l). T11ell 50 ~.l aliquo1 ofhyoridizatioll solution (20~/; fomlatui,le, 900 m},'! NaD, 0.1 % sodimTI <lode",)"l
sulfate, 20 mM Tri;;·HCI IpH 7.2D. c.aJltai:lling 50 ng oftlle l~beled l'Tobe, ",os appIned iD the membrane.
HVblidiziiijiolŒ W;l5 perfo:nued fur :2 h at 46 ± 1'~C ma nlO:ls:!u:re db.aruber.. TIœ filter '!llas fuel] washed 'hJiù:e with
46 oc prehœted wa~h soiutio!1 for 30 min (2Q m,vl Tri,,-Hel, 215 ml"l NaD, (U% sod.ilUlI4cdecylnùf,][e, [pH
7.1D, air ·drlied and m.O'unted on ~ sdide ~.1i;ith itF:S7 autm"'acl!~~1.g reagen.t (Citiflt!lc!r~ BYovaHey). Hyb:ridized ba'ctrer1al
cens 1vere TiisuaJized hy epifluo:reSCl:'llCe ll1ic-roscopy ;.,~'iili~h1 'Xl00 Ên-m.lers:Lo:n objeciive len:~ mil iJJ 510 tü .5.50
llill .exât-i1nc!tl füter and a 590 .tm1 :Darrie.r fJlter. Thirty micnJGcopil': field:'!'; W~Je c!Dlmted.,. and the: l~e$ults, i},rere
expressed in 1-e~fonel1a-ce.ills m-3·ofair or Ieg~:One-l1à-c-e]ls rI of,\\t~ter. Thelivbri(lizatiürr procedure: quahty· ~l;,'a,,;

ch.edŒd 8ystem~ticaHy bv 'il.$li~l'E: $l"1ecies mOV!Jll to hr'llbI~dize (or llû[)with the LEG705 !:Jfühe. ...• ....... -r- ~

The to1tal ll1J:.1iinbeJf üfbacteria ÙJ w:atersample,~ i},j';TiS detem:rined l,vifu the DAPI (41 ,6-düuuidil1l.o-2-pherr.yJimlde)
srniffiilirœ~., :nsn!ll2: me protoccl described bv Sj]D-v' et (û.~ The u~~1ter saJ:npl~.1Jlere fL1teI'ed tlu'O'Rg]l 0.2 nrn pore :I!']ze
bJ.a,d:PoIyc~o!late nlielr~DYa!le;1, (NfîlIip0re) ~Yid \l,reœ, c.verhlid Vilim 3. ml of:3i 05 }lg i'nl-~ DAPI SQ1~~1,tLon ÎC11"15
n1Î.n...!!Jter 'w:m$b.]n~ wÈth 'iltterae dDsti1]ed ;,vater,the l1i!!eUlbr'ilne5 1vere air drierl., then m'Clmted ou a I~lide "\1i'ith
ArE'] antitlJJ!iillg.1~~gent (Citi!1uor, Biov-aHey). The fh.lCîTesœnce micrj):1';::op~/ cŒld.it~ons were The ']·ame. a~
de-scribed fOIt th~ FISE 111ethoél" except tl:L~1t: thefilter rets were, apprcprü'lte for D}'..PI 'jt3inlng d.e-tectiorl. T.hirty
raJl.dOJll~{ chcsen 111~Cr0i3C;Jpic fJ,~~ds wele C0lUlted t~Jr each1.vat~r ~~1l1!1pl~. The re:11.1lts ";,vere expr.e-:,;sed in bact~rrja]
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Chapitre 4. Aérosols d'eau chaude de douche et contamination en légionelles

Detection ofairbome LegioIrelh while showerillg œing liqllid impillgemellt and tL... Paire 5sm !1
",","

AlI data are amùyzed with me progI:llll StatVie\l.. 5.0 (SAS InshMe L'le., C~r"1, Ne). The Malln-Whitney m~_~

SL11TI test 'ivafb u3ed tû 3SSe.SS me asroc:natioB be:tl1,reen LffioneUa baeteria deteetiùn b;"r tl1ie cultme met1w·d and, bv
~ J ~

tlle FISH lllethc,d.

Reslllts

Illlpad of 1allll,lillg llldhod OJI eultivdmty ®Î ~irbQme L"giand!a. The impact ofbiocoIâeetiülllllêlhod
cm j:heŒbili~{ ofa:erosdizedLegù:meila baderlla ta grovll on medimn agar ;;~'a.:; m~~[~lu,ed ~u ahaetaùl1 œeüvelY

, q" PI" . k;., " .""'! . l '1' 'h 1 l' lrate~J. <.e.m ts JJre. Sf:lCfi}Jllln~ aecCt!amg!o me t~1ree teste( I~üi f.:caon m.e.i Ci'~. ,1mer ŒI.II
experimemallabomtmy conditiol1l, Olle L. pnemnaphila COI'lll',' !!Jm\illg miit (CRi) alllOl1g 10 ~irborlle p~liiclê'

was de.leded by liqllid, illlpillgemellf. C'jl1wnely, for impaClioll Ollto agal" ~lld Ijh!atio~" l"especlive,~{, 40 and !<
11)3 ~_e:rosültze;([ Legionel1a pihnnnophilt1 1,vere l1ece:;sary ta deteet 1eolony of c:lJ.11uraNe (CF1..~) 1. pne.wnophiltL
T11i:: ~lit1g stress appeared to be.lûwer fûr the imping~meJlt te:chlsà-lue: ~:mgge'Jht1!g rrt iNml1d be more, s[litable
f~)r recov,erv of emrÎl'cilU'tleut~l Legiontlla b~eteria a.erœok

." Tj!~-pj)

T

o1.1::+01

lml'm:jkul mfiJ

li~r

Fig, 3BJ:cter~at re,tOV€lfV mtt~ betweeu~"/erage L
vHf~Wnot?hûa 'cüneelltr~iiün~ in the a:erosol alla tbeir
'cllltL"~ble Îr~ctioll, acccrdillg to the three ('ollection
metho(], med in the l~borator'i t,iRil-the Dm;;
CCIT€'SDoud IO the ll1ù1~m~11lJlil mjjximrll v~ll1es fn =: 3)..

o· '-

AppliŒti1m of the FISH jlTOtocol fol' ügùJlJrila delwion ln aerœols, Il) perronll "irbome leglai/dia
bacteri:1, detectiol1_ TIle püteJlhal ofme FISH me~10d ~Na~ i'i1VeH~~:.ltect L l.~r.,Emr(wpMiü aerœols 'i\i'ETe cnHeeted
by liqukl impli~"feînen[~Jnd am'iLvzed bath 'with C1Ùi.iJre, :lnd YlSI.f'me-tbods, The 1.. t1ihnim'ClJxila ;ccmceutr~[[on.. ...'. ~ ..
Wr1$ Jlue::uureai!it 9 )( ]{14' CfU m-3()fair and "7 ;{, 105L~~io{1ell'a-œ1h m-3oÎ~ir (Fig, 4), ASiEUificJllt detectiOt1..., -" .....

of 74~i~ Df' aerosûl~Z:Î'?-d L. ~mamf]QlJhila ';V3$ the-n meilstH'ed 'llt'ith me mo~e;'Cl]fi3r meÎ1Jod~ V6rSJ.lj' 12~i~ w1:h tbe
rlll~t1"i.:l -;-;l;'~I"··~';·" - -
_" ~''''_''''_ -::1 ....1.. \i,~~t.l·_
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Chapitre 4. Aérosols d'eau chaude de douche et contamination en légionelles

D-e[ecrion of ~irb-ome Legiooelb 1vhile shü~vering U8ll1g niql1id impil1gement and t1_._._ Page 6sur Il

-6 tEt{l6 '5

-
I~
j

l.-, J1,Jte,!iiJWp,MIih.-"'iJi!~

(F'tsrn
"\~1"l;lS.,1llz<iXl

L ,1li}j$rmüilij\j,~

Cll~I~Jrll'Ûli;l

L }Qi\'.::1t.i.tit'~rJà

(CF1J 1

fig. -1 Cou~ntr!J1rioll8 of aero:;1QlnzèŒ L PH€~-i'ii'lophila in
the aerœol chmnber (ex}"u:es&ed aS partideG rn.-3) and
ailer ·coUedàoll n~lng ju~plllgernent i'màl ciietectlon by
.bISE imd cnltme m.eilic'(h dmi.ug the, hbormtory
tri~!s-the L"MS i2ûrresp0l1(J] to the st~mdarrl dce'v~atË(l!1 {n
=3).

\Vatel' smnpliug c]mr:rnctel"lzJlriou, The. hot ;,vater cl1'lIiade~isù{~ &re pres-ented in r able 2. Hcoutained on
aver:age nom 4.3 x l{P to l.B x H)8 tot!Jll badeIlla]ce~Hs [--1 {D...:!I",PK Sialining} ~AJl the hotw:i!t~r shÛ'wer samp]e$
were: COnfu1l1Inated by Legù:mella spp. TheFTSH m.ethoJ pernritte.d a signmeantrj higher Œe~ediŒl of this
pathogeii1ic b-acteria tn1'lIl cu1tnre (1imulr-1Jlbime:y ter::t,p <: (LOi): hyblidizedLegioJ1-ella popl.lI<'ltlonac--eouIJt for
::LO% of me total bacteria in me. hot wateT sh,ower versr.rs .amy ü.17~':; for ilie, cu]huab]e; fraction. Under mu
exuerimenrnl conditions, mle Le'ft,ionellflSimJ_ among 102 totâ] bacteri~ rI ofhot w:i,1[er W<JiS dete-.cteJ. b-v the fISH
m~rnod, whüe :mo:re IDi!il1. 103 toiffi] baneli~ ï-Lin nofy...-ater were tlece~3arv to detect Due Le-gfonellà SI)P. DV the;
c-'l.ùÊ/!J.re meithod. ~ '"' ~

Table:2 ~ificrobial and phys~cal d:laIac-t~ris~ics oft~~e hot ",;,rater and! ambiarrlCé conditiorJ5 dnrili1gili~ biüaerorol
sl~owe]' S~(U1!1p]i.'1gS; (n =; 13)

Hot "W1litershü1Ner
t~111peramrel'::iC~

Cu~tuHb1e

L~gionella

'l'p./CFU I-t

Hybrldized
Legioi"lella
'pp.ice]ls 1-1

Total Rel.'i'.'e
had~ria/cells }- hmnidity
i (%)

,-
.tilf

temperatlilIre/"
C

1&/18 (IW)

1-9

:lU
2Kl

123

6-1-1
99.9

433 :~ lOi
un" lOs

1&/1& (lÜO)

4.65)( 1~

3.60 ::< W4

3.55;~ W4i

lUI> (100)

0.70 :>:: ID~

5.00 :,-; les

Po'ùj,'e
samples (~;"~)

Average 37.42:-
va1:tïe.
St:1ndard 3_7
de"j,!"iati+:)ü
Minil1mm no
Maximum 41-0
~ ~ ~

MœlfIDI~ d'mi:§' ~f-jc-it\'er (:frœn15 ro] rrJu).. Ari.11::mê11c IDi!mL GEometr:i i::1i.ar:.

AkDürne L.egioJ/:ella deteetioll nn hot l\tafer'l-howel' ael'osols. \Vhereas 100% of tthe~~jvatersamples
c-Ollta]n~dl cultllr~iJ]-= Iegim~elil1 spp., norue· .::ould! he. de1ected in 83%, '8'Ê the. <ltt'we·d ~...l111ple~ ming agar
impa.e.t~ürL Only furee aerorolswe-re posüi\re, tvith on1y Olle ci8km)' oflegionellir ~p. d€:'leeœt\ com:'sponding
to 2 CFU m..:3 ~L

To'perfol1'U aiIrbom.e Legione-Ua haderiiil detectiane impinger fiL'lid~ and !l'le. membran<fs 1V3ed for fHtratlau
'l,i!ere aualyzed 'lNiili the- FISH mefhod Œ1~_ 51. Hybridized Legionella sjJp. 'l.-Vere.' deteeted in jmi~ ruad in 72.2% of
the aemsol :mmpies iNnm filtration J.tId impingement, re:spectivejy_ The hquiC: :-mpingement ill.e!bod aU:nved a
$ignifi~<'Intiy lliligher detec~ion of iJJlrbome Legioneila bacterü (OH aVofr~ge~ 2.71 x lr)~egimwlla-œ.lh m-3air)

145



Chapitre 4. Aérosols d'eau chaude de douche et contamination en légionelles

D-e.tedion ofairbom€ LegiC<llelüi'wùile ~h(lwering using 1iquid limpilllgem':llt and tl.... Page ï sur 11

fuat1i fil.trariüll (c.n average, 1A )<l lOlLegiont1:11a-ceHs m-3~lr). Fü1ratil;:1r.! appeare;:l to be. hannfid to airoome
I.e-giollella ha-e[eIÜl~ unlite împmgemellt.

I,ti!J} "
~

'"~ 1,8'.17
"
~
g! LI>!)"_ -
"ij,
.2-

1.l!:!~~

~

~ JEil}i- "

! 1,E+ill

1; i,I::.;.{;2'Hi

i
1,Eii.i~..:::::

~

:->o'
~

tp.-ü

r

Fig" 5 Hybridlzed L')gt,'rJnella ~.pp. ~GllCeulrati(\I1f}:

(pISH 1T!1ethcd)~n lwt ""vater IDcw,e:r 0erc"'.':;cl~ ac-cc.rding
te- th€ celle-Ctiou lllethod-the blaB cen~-=;p'JaKl to the
standard de",:,iatilŒl {rl = 18). .

Dism,sion

In iliif1 stndy, ,,'le atft.:n~}ted ta chill~c.terize. thearrbcme legionel1a ccntarrlln3tion l'Thi]e ~hoy"ering boy t2Sting (i)
the thre.e n'lait! prfrrlcip~e$ adapted ror bio~ero$(11 $amphng (impi71ction. ou~o1i-dl mediun"l, ]ir~uid iJl1pi~1gement ;1t1D:

fîltratton) and {ii) me ,FISH l1lethod for legionelü~ spp. detec~ion tn aeTœch. T'JlC seH of >t:';;.lJe~i1l1enTsweIfe
performed: la1bomtorY%SaY:3, in COIiIToDe.d cOlld.ÈEioll'llL~ing an aemsolization ch:milher, ancil Ùl fJeBd conditions
;,Vtt]} c:ollramùuted. ShO\V.eB, in t\vohealth insti'tlLt":ïou'/;.

PtI'fm'man« af !;lmplillg ffit:tbods rO!' airl,ùnlt Legioll'II. <1titclion

A tJlUJî..q]ber of5tndies l...ith contradidoI)' fînding.'; luiJe oee-n plibh~"3hed ~bont th~Gampler={perfurmance" oom
iJ1IlCder bbomtol"Y lm,ct field settlrlg~{'Fc:!:; fCI dtte~Iicll cfftmgl,. or t:Gt,iJ ;J! cnltuTlbLe hetf'roITcphic airbome
!bae-iena. The pertbnl1l1Ke: o-fthes€ bio(:olle-ctrion me.thc..,(ls ha>; pr€:;;ù:jlL1S~Y oeen rtpmted Ü1 few stucl:î€'s hnt l1:;ing
the cil.ùtme merhod fOItacte-rial dete;;:tiou. They showe-d! mat t1npîngerl1ent C-3JJi defLed mûre baeteria iliall~gar

lllpac-tio!:l}î 1~,:;, or tlhan IlltratiŒl..1fl
Using -eorrtroHe-d,welll-rnam.c:texizecl and !eprü<lu13ible L pfHmm,ophf:la aer0sols ge~lerated in ~!ll aerosolization

clliimhe-r,n OUF Fe-mlts., spe;;:ific~ny deœ~ted to ai.roolll€ L~gitJn~l11{l colle{:tioll, shüwed th~[ thi: lll1plllJg.emeut
technique ÈmuinJved the aeroso1ized, Le'Ri~lnella b{lcteràa detedion" mel:lzPJred throug...~ their cu]t\1J'a1bllity, bey 4 tC'!
700 unies compared te. impa{'~icm mnd filtration, respe.ctivellj'. .

Thü, i;;, llii agreer!1€nt wirh the ;;:tud'y (\fI~hünat~ll et al} 'I};,bere impingem~nt tecooÏq:r.le illsa üllpm"iF€d me
culturabi1ity of i]emso]ized Legtof'iella pnewno..vhila detectioH" by 2 to 20 rîmes compated te ùTI?a~ti-cn.

T1:lü difference of samp-le:r4 pertorm.allœ ('-culd bec explained )jytlleir de!:iign and physical perfCHl11:1nces. 1: is
genemUy aSS-1Ul1ed. ihat: i1nmi::r!)org,mi~m-'l abJ);J-e me partiele eut-size. ar~ -8011ec.!€d and :1n impinger nright be
more effkieut Ên CfJUec:tlng illlaH hioaerosol panide3 cÜ-lllpared to impJ.'dioll and fiItratlon_ lU2 Il 3bolÜd he
noted! t.hat the ~valnatiŒl of biG-aeraso] 3amphllg peJfCrIDallCe i.nclIL1ae-] ille;;~tab1y iht -cümhilltd eftè<-cE of ûrree
fadoIs: ae.ruwl~za:tioll, colle-ctioll <ïind emlirorunent. \Vang eît-l[liestimatedi uhat the aerosolization and con~;:tiün

:cry f1ltrattOD ai:corŒl~ed] for more ll2ia 40~:':~ of the ctünu'aJbjE~{ INS of bacterial (eUs;: Ôl€: proces,~: of
a.erosoEzarlon. in .=Jddittor:l :0' kiUil!l8: a1trge, mnmber oÎve'2:et~ti~,/e CenT>, C<l115':~, d;;1111!~lg;t to the cel! enve.loDe.1i For
H1mil:i-le.tml ~t ~û.,J..ii ibis ,;::villlnatiolll~laY he lliecred by 'Ùl~""comFosülor~ of the spray rut:d. colleet~llg t1uicls: an
3e:rosülized L pnewl'JOphila 3trarn wa~- to~era11t of f;.1i~tilledwater and Pas;e~s saline.. The effect;:;: ai 5"pray t1uid
additive; :1t'lcil of -conecti~1.g t111idS:;iyerot not iln'e.~,tngate aer..:~ bUit ..ve ha~ie·:l'ruŒ1ed lllf' SU1"\lival in th~ bes[
CŒlditio[ls, l.:l.rhEch adüeved SO~i~ (If aerü!WEze,dlegio~iellc:pn;f.ri1nophiia ,~...ith an intacT:' membrane (B'aehght h~
data !10t sho'ivn).

.:l..llother factor ,:oukl <11".:0 ~xplai.n the diÎÎerelH~es be....ve;;:;l1 the, J.1tbo:i'1e Leg'jonelh:r b~jctel"ia. recoverie$~ th.:
m?-ŒÏInm outo y,rhichbicaerosol tiarttcles were cDUected (tIJter., ôËHI DI EGuid).

Dtrr:;\"iZ 'h;Da';:"-''''IO:Q~i ...·~ü'ec'··i(l1l· ll';cf'-'}.i:·ü-,tr,;.~;;, ~" 'i'l~lr,;:,"'c~d b;', ·'he r,,;:,·-hull rr;~Œ -l."ür t'0·ei" TeC 'Y:'~r,' ~"5-~;-;' ~m, ...•••~.... ~ ~ ... ".-...' •. L .. ·" 41... , 1. •. -",".' ,.) .. , ....'"' •.~.iJ.l; ,,-••. ,=, .•'11•••. 1.... l.'.J.., . ,.~.... .I. •••. 1., \,.~~). "

C-DHectii1.g tluids, l}himaI:;u ~~,t at~ rofp'ü11ed. ror ins:::allü3. tbÔT?'; BoY=:. brorh ,Jno'wed o-:tt-er n,ti??iIl?01ind. ~-1U"'àv1?:.]
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Chapitre 4. Aérosols d'eau chaude de douche et contamination en légionelles

Detectioll ohirbcme Legime]]" while showering millg !iqnid impit1gemell~ and IL... (DOT: W. W39/... Page gSUI Il

rates ofLeticmella vneumopniiacoffinared ~ü Page' s salp.1e and 2% yeast ext.raet SOlJi.rt.lDI!!. For S[e'rllID gt

aL,BnJ.icmbiii injtu'ies oeelUrêd dmillg Îrnpaefioll O~l soli<! me,lia, thm'prevellting the eultllrability ofairbome
bac~eri •. For aerosol collectiol1 OlltO filter, li and JjnJ[showed th~~ the rehtive slUvlval of E. coli oollected bV
filtration wms Iowa- ~h1ID t~at obsw,'ed when C<l-l!eded by illlpingemeni, presumably became of the dI)'l1ess of
the agar pla[e oifilter during the samplmg nme.Ji Inde-€'n~desice.aÊÎon srres'S i~ of gr~:at ilnportance "iNneil

coHedmg bioaerosol~ and micrc--organi.sms do fail tIJ grmv when the con~cticm. S;l1l-'iP~,11 d.rie-g, 0nt~ In this
sfudy. me liquidimpingement met,1(id is a rele,,.rant tûol Î-or IegioneUa bacteria detect~on, by cntturemd:F1SH
l11ethods.

Applicatioll of the FISH method fOl' ail'bcrl'l1e Lggionell<l d.etectioll

CulhJ:re-base,d apprü-~ches are- c0umlonly nsed 1'0 detect an-d daameternze biologie-al p!îJ~ide.,;;. of &roS:0h~. Even if
cultm7e i~i the standarrl,corr'1entlloi'lnal methcd Îor e~l'i,nrmlll1'fi1tal samples, n~11l.bers of st.udies; ha've proved fuRrr it
lmdere':ttrmate.s me reall1um.ber 0f~;jabie microorganit,."1lls in environm.ents_~:"~·~-45 induding aeroso]s.'%-4? SeveT:Jil
aufuoB r~o:rted detecb,,)ll Of1l0ll-cuhl1raNe ~J1virom:nel1!tallJ:.Kt'eriaJ by lloOll..eOTIVfntiomd ~e.clliruiques.~-±H

Ny~tr5~ repm:ted the lUlcnthrrabilit'j ofIsgtomdlabaderia fronl vfater samples but als;o conùnned tbe
presence- of viab~e 1. p~~i1urnophila -afœ!> gL'IDlie:a pig lnocula.t~o~_

Thelle Jowc~dtmabih~{ ~)f enviroumental bacteria, andespecially ofaiIbornemic:roorg,anisu1S, r~.quire usage
ofaHe.nutive me-th~ds snell as molec1J!iar tedmiqufs,. in c0mbinat~on ""I~iili cuihLTe-based technique.;;)l Tfu:Ls,
:!fiüdies usmg PCR-base-d memods. are widespr,ead fOI aerosclized LegÜ..JlJella de~edioni'f.13 ';'J j3 and to i)Ur _

kno'!Nledge, on!y one StUdY1.1o~as perf0'Dued ns~!1s:, in situ hvbridizaU01lllFISH)to detect airbc<Dw bacten_(jj,11 and
noliie :for;;erosoli~ed l€gioueli'ahaderia dete-ctiàrr.·' .

III the Jabontmy, as in. tI',e field assays,om remit; showed thai airkme Lggiondla 8pp. co,ild be deieered
i.1)'itll FISH whereas Il low fracboll (II Il'Dne i,vas culhrrab]e:. v~'hich is in agreement with. the reœ~t\vo!"k clone
doring tbe Pas-de.Calais LegionnaiIes' Di;ease o'.libreakTI. Ihereby a fraction ofLegilYlleJla blliCteria MS alre,ldy
kist itsŒ11uiability \1!lhnle its :remaillEFhysi01og~caHyachv~ .. Thiff slJ1ggest~, the existe'Me ofbadeIl8, l~'hi(J] have
eno'lgh il~fiac, r}LWA 10 be detected hy FlSH, btl1 which are jW! ahlero replicate Ol1 agar meclium wifuin JO clays.
Thi, lead to the cOl1eept ofactive nOl1·culi1u:able bacteria CANe) developed !Pj Leba.TOu gtaV!. for me hyclrolli
en1iirorn!lent l, ,,,.üdbe cÜllSidered lhatbacterial detecli.:>n with oligonudeü,ticle prohe$ may he Ielated ~O' th'Eir
physiolo:gi:cal ;:taies, whid\ is depend<111 011 mei;: growm rate,-"U1 and to their rR\\TA cOl1iell~ "''''''' ,. 1L1 alrea<ll'
s.hicmm with emJÎIannlfuJtal Sf1!l1LÜes.~ 'Ihere:fore, FISH mig..l1t yield u.sefid Ü1!fOŒlatlolli on fue bReteriat]
l'hysialo.gè( ",','en ifi~ is noi con;idered as a viabililymarker)ill:

In our exneli.TImenlal eaiGditiol3s, nhe FrSH method i1: Slllitabl:e for aercsolized leJ?:ioneI1a ~(D_ d~techan ~}~'imo1ilit

~ny C-ldnllil_ttmPfr Of seleeti've purificatnoo ar amphficat~cn Sb:p3,..:ll The. malysïs ci3ln De- perfon~ed withiUi 12 h~as
agaÈnst 7 tü 1Üdays fur the cultm-e memod. Because of the u~ihza~iof!i ofalIIDtdeic probe. targetted at Legiowella
spp.,~ lb!SH :is a specifie: memod iNhich alloWi.P3 [ile icienuficrutiol1.ofl1ou-c[lltu.rable Iegicmeüa bad~ria among[ne
envirom!1enfS"''1ctefial popIJ1atiol1S. Tlle FISH llleJ1lOd cou]!! he illerefare eonsiclered as ~ relevallt tool fur ~uto·

CŒIID:::']S and iapid, lllOl!1itorTIng of in~mnatiom.at 1"lsk (cooling tourer, hot water suppl)' netwDrk._), a~.lNeU. a5 the
PeR., witill!.tzleFefQIe the ad-:;,rantage üÎresu]ts eXFrê:;~ed in l1lmlbem ofI.egiQneilaooderial-ceHs. This point is
Fartllc-ularly ünportant wiili re71pect to Iisk l""illInag-em.eut, ivhieh can [J)'i:11 b~ clone alm('ist in real time- and not a
~ostericwi, as it i5i c-urrel'1flv file case.
~ Seme inlpmvement CQuld be realize;;:L in panicular eo:mbining: the FISH method. \lilith a "liabili~{
me~S1iiTemel1t, i,vhieh Ü TI(}! ured, tod!av, nellt:l1er for airb0nl~ hae-teria in. ::eil~rg;L ll(]T for IgfJ;ioJ'"fê!lla bacteria. :In
me fhture, me application of image {lii~alY1i:] cou1d e.Jl.hance: the hyblidii~d LeiùJHelia bticterîl detteciiou, ma}üng
ii less fastidiollS.

C()nc!ll,il:ll1S

Our objective wa~ ta pe..rfori1l an eITiJ1rclïlmerrt11 sindy on 'tihe feasïbility üf the' LegioHeila bactml d!ett.;:'ctiüll
wh~le :::hcPh'eru1!g, using ~..e three ll1&inprincÎples oÎbioaeroil-Ül collectioTI_ The hqlÜd impingement :œd:nnique has
beel1lidentified as the mmt appropriate meiliüd for c:cUeciïng airoOfi.JE l.Bgionâla 1.:."1 ~.ven-controned eom:htlCJ~8

(aerowlilz;Ifio]l chîlmber) 1inà dunnz the fi~ld exueriments (hot ;Jlater gll(loi.ve:r Mmsds).l'\-loreover, iliifl s~l1dv

sl10wedJ 3:1 improved ~Bse8::Ultent o{a~~.rbl)me Leifoftell.a blJi~teria u:sing tne, impjllg~mellt tecbn~qlL~e ,;:ombined
1viili the. FISH detectionmethoct Hmayprüvidea more accurare d'1Zlmcterizatioll 'Jf atrohioccmtanunatLon by>
this patnog.e:nic bacferiô1_
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Chapitre 4. Aérosols d'eau chaude de douche et contamination en légionelles

3 CONTAMINATION DES AEROSOLS PAR LEGIONELLA

3.1 SITES DE PRELEVEMENTS DES MAISONS DE RETRAITE

La répartition de l'ensemble des sites de prélèvements concernés par l'étude a été présentée dans le

chapitre précédent (Figure 3.1).

Les prélèvements ont été effectués au niveau des douches utilisées par les résidents des maisons de

retraite de Lonaine : il s'agit d'un prélèvement d'eau chaude et d'un prélèvement d'aérosol réalisés le

même jour et de façon successive.

La détection des Légionelles a été effectuée par la méthode de référence, la culture sur gélose et par

une nouvelle approche, l'hybridation in situ (FISH). Ces prélèvements ont été réalisés dans 34

établissements de santé d'Octobre 2003 à Novembre 2005 et les conditions sont présentées ci-après.

3.2 CONDITIONS DE PRELEVEMENT DE L'AEROSOL DE DOUCHES

La totalité des prélèvements d'aérosols a été réalisée dans des salles de bains (individuelles ou

communes) des maisons de retraite disposant d'une douche équipée d'un pommeau, générateur d'un

aérosol. Après installation des équipements nécessaires à la réalisation des prélèvements, les fenêtres

et les portes étaient fermées et les systèmes de ventilation de la pièce étaient arrêtés dans la mesure du

possible.

La douche est mise en fonctionnement à débit et température maximum pendant 7 minutes en

direction d'un mannequin « brise-jet ».

Deux prélèvements d'eau sont réalisés à chaque point de douche étudié. Un premier prélèvement

d'eau est effectué dès la mise en fonctionnement de la douche, il correspond au « 1er jet ». Ce premier

prélèvement, fait sans flambage, à pression et température d'eau chaude maximum, est d'environ 300

mL : il correspond à la vidange du piquage de canalisation qui alimente le robinet. Après 3 minutes, le

débit d'écoulement de l'eau est mesuré (rapport du volume d'eau exactement mesuré et du temps). Au

tenne de l'écoulement de la douche [EPA, 1997], un deuxième prélèvement d'eau dit « purge» est

réalisé. Ces deux échantillons d'eau sont analysés de manière concomitante par la méthode de culture

[AFNOR, 2003] et par la technique d'hybridation in situ, comme spécifié dans le chapitre 2, §6.

Toutefois, l'aérosol est créé principalement par l'eau de purge pendant la durée de sa douche. De ce

fait, seules les données d'eau de purge seront analysées dans la suite de ce chapitre.

Après un temps de repos de 1 à 2 minutes (afin d'échantillonner les aérosols et non les gouttelettes

d'eau), deux types de biocollecteurs sont mis en route en même temps: il s'agit d'un MAS 100® (50

puis 500 litres d'air prélevés) et de deux impingers SKC (195 litres d'air prélevés chacun),
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fonctionnant en parallèle. Chaque appareil est distant d'environ 30 cm. Les têtes de prélèvements des

collecteurs sont orientées vers le pommeau de douche (Figure 4.1).

La température de la pièce ainsi que l 'hygrométrie sont notées tout au long de la durée de la douche et

des prélèvements d'air et ont été effectuées à l'aide d'un appareil Testomat (Testa 452, France).

Enfin, tous les appareils (biocollecteurs et sonde hygrométrique) sont situés sur une table de

prélèvement à 80 cm du sol, le plus près possible de la cabine de douche et à l'abri des éclaboussures.

Mesure de l'hygrométrie en
continu

Figure 4. 1 : Mise en scène et positionnement des biocollecteurs lors des échantillonnages d'aérosol de
douche.
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3.3 PRESENTATION DES RESULTATS

Afin d'apprécier l'absence de contamination de l'air par des légionelles des espaces douches avant

mise en fonctionnement des douches, huit prélèvements d'aérosols «témoins» ont été réalisés

indépendamment les uns des autres, dans huit établissements, en s'assurant qu'aucune douche n'avait

été prise depuis la veille au soir. Dans ces conditions d'essais, il s'est avéré qu'aucune légionelle

cultivable n'a été détectée, quel que soit le biocollecteur utilisé. De même, aucune Legionella hybridée

(fISH) n'a été détectée dans les échantillons collectés par impaction en milieu liquide, dans nos

conditions d'expérimentation. Ces résultats obtenus avant douche laisse suggérer que la probable

source de légionelles mesurées dans les aérosols est l'eau chaude contaminée de la douche.

Sur 164 prélèvements d'aérosols obtenus sur 34 sites (à la fois réalisés avec le MAS100® et

l'impinger), seuls 5 points de prélèvement présentent des colonies de légionelles cultivables détectées

à l'aide du MAS100® - pour 50 ou 500 litres d'air prélevés - alors qu'au même moment l'impinger

SKC associé à l'analyse par hybridation in situ permet la détection de légionelles pour 47 (29%)

prélèvements. Par ailleurs, aucune légionelle cultivable n'a été détectée avec l'impinger sur la totalité

des prélèvements (Tableau 4.2).

Tableau 4. 2 : Caractéristiques microbiologiques de l'aérosol généré lors des douches dans les maisons de
retraite.

Impaction en milieu liquide
Impaction sur milieu

solide
Legionella
cultivables
(UFC.L'l

d'air)
Echantillons positifs (%) 0/151 (0,0%)
Moyenne géométrique a

Médiane a

Concentration maximum a

Concentration minimum a

a calcul réalisé sur les échantillons positifs

Legionella
hybridées

(CellulesL1 d'air)

47/164 (28,6%)
3,44 x 103

2,96 X 103

1,69 X 105
4,61 X 102

Bactéries totales
(Cellules.L"1

d'air)

30/30 (100%)
1,61 X 105
8,46 X 104

5,68 X 106

3,01 X 103

Legionella cultivables
(UFc.L"1 d'air)

5/164 (3,0%)
3,0 X 10'3
2,0 X 10-3

4,0 X 10-2

1,0 X 10-3

La contamination de l'aérosol par Legionella détectée par la technique FISH varie de la limite

détection (3,0.102 Legionella hybridées.L'1 air) à 1,7.105 Legionella hybridées.L'1 air. La majorité

(75%) des échantillons d'aérosols de douche contaminés présente une concentration en légionelles

supérieure ou égale à 103 Legionella hybridées.L'1 air (Figure 4.2).

Toutefois, la population de légionelles ne constitue qu'une faible proportion -0,003%- de la population

bactérienne totale de l'aérosol (ratio fISH/ DAPI).
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Figure 4. 2 : Classes de concentrations en Legionel/a. détectées par hybridation in situ. dans les aérosols de
douche, collectés par impaction en milieu liquide (n=l64).

3.4 PARAMETRES PHYSIQUES CARACTERISTIQUES DU PRELEVEMENT

Les prélèvements ont toujours été réalisés dans les mêmes conditions (§ 3.2 de ce chapitre), mais nous

subissons des variations dues aux spécificités propres de chaque pièce (volume, température, ... ).

C'est pourquoi, il semblait nécessaire de caractériser l'ambiance de prélèvement qui peut influer d'une

part sur le transfert des bactéries de l'eau à l'air et d'autre part sur la survie bactérienne dans l'air. Ceci

nous a conduit à effectuer lors de chaque prélèvement aux différents points de douche des maisons de

retraite, soit des mesures en continu, comme pour l'humidité relative et la température de la pièce, soit

des relevés spécifiques à la pièce, comme son volume, soit encore des relevés spécifiques au point

d'usage, comme le débit d'écoulement de l'eau.

Le tableau 4.3 illustre que tous les prélèvements d'aérosols ont été réalisés à une humidité relative

supérieure à 90%, ce qui montre une saturation en eau de l'air. Cette forte teneur d'eau dans l'air est

accompagnée par les températures ambiantes situées au-delà de 22eC.

Les débits d'écoulement de l'eau, intervenant dans les fonctions de transfert eau/air sont très variables

(de 3,4 à 18,6 L.min- I
) car ils sont fonction de l'équilibrage du réseau d'eau général de chaque

établissement.

Les prélèvements d'aérosols ont été effectués à la fois dans des salles de bain communes, spacieuses,

ou dans une simple douche dans une chambre individuelle, plus modeste de taille, ce qui explique la

grande amplitude des mesures pour les volumes de pièce (de 1,0 m3 à 50,3 m3
).
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Tableau 4. 3: Caractéristiques physiques des ambiances de prélèvements des aérosols d'eaux chaudes
générés lors des douches (n=164).

Humidité
relative (%) 1

Température de
l'air (oC) 1

Débit Volume de
d'écoulement l'espace
d'eau (L/min) douche (m3

)

Moyenne géométrique 90,88 26,4 9,9 12,0
Médiane 95,61 26,4 10,2 12,2
Valeur maximum 99,9 31,2 18,6 50,3
Valeur minimum 54,4 22,1 3,4 1,0
i Paramètres mesurés pendant le prélèvement d'aérosol, c'est-à-dire après l'écoulement d'eau de la douche.

4 RELATION ENTRE LA CONTAMINATION PAR LEGIONELLA DE

L'EAU ET DES AEROSOLS DE DOUCHE

Les paragraphes suivants développent successivement (i) une première approche descriptive des

résultats, avec une analyse en composante principale, et (ii) la relation entre les concentrations de

Legionella dans l'eau et dans l'air, par notamment l'utilisation de régressions logistiques permettant de

prédire la contamination en Legionella de l'aérosol.

L'objectif de cette partie est de tenter d'expliquer la présence de légionelles dans les aérosols au

travers des facteurs environnementaux et des niveaux de concentrations en Legionella des eaux

chaudes.

4.1 RESULTATS DE L'ANALYSE EN COMPOSANTE PRINCIPALE (ACP)

Une analyse en composante principale (ACP) a été employée dans une première approche afin de

visualiser le maximum d'informations contenues dans la matrice de données, à savoir les liaisons entre

les variables, leur répartition, leur poids .... L'avantage de cette analyse est de pouvoir représenter

graphiquement et de manière globale tous les résultats obtenus sans être obligé de traiter chaque

variable mesurée l'une après l'autre. Néanmoins, ce type d'analyse statistique présenté ci-après reste

purement descriptif.

L'ACP a été réalisée à partir des 122 observations complètes, sur les 164 au total, pour huit variables

correspondant aux concentrations de Legionella détectées dans l'eau et dans l'aérosol de douche (par

culture et hybridation in situ) ainsi qu'aux paramètres environnementaux de chaque point de

prélèvement (débit d'écoulement d'eau, humidité relative, volume et température de la pièce). Les

points de prélèvement pour lesquels toutes les variables n'ont pas pu être mesurées, notamment pour

des valeurs de volume de pièce et de débit d'eau, ont été éliminés du traitement.

Le cercle des cOITélations obtenu (Figure 4.3) présente dans un plan 1-2 chaque variable étudiée dont

les coordonnées sont les coefficients de corrélation linéaire de cette variable avec chaque axe.
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La représentation des huit variables selon les deux axes principaux permet d'expliquer 41,6% de la

variation totale (24,9% pour l'axe 1 et 16,7% pour l'axe 2).

Certaines variables apparaissent bien représentées par le plan 1-2 puisqu'elles se sihlent à la périphérie

du cercle. Il s'agit des variables des concentrations en légionelles détectées par FISH de l'eau chaude

et de l'aérosol des douches (AIRFISHImpinger et FISHpurgeEAU) et de l'humidité relative où la

somme des coefficients de cOlTélations de ces trois variables est comprise entre 64% et 69%

(Tableau 4.4).

Par contre, les paramètres concemant le volume de la pièce, le débit d'eau et à la température

ambiante sont moins bien représentés par le plan 1-2 puisque leur coefficient de détermination se sihle

entre 34 et 43%. Quant aux variables de la concentration en légionelles cultivables de l'eau chaude

(UFCpurgeEAU) et de l'aérosol des douches (AIRMAS), elles sont médiocrement représentées voire

pas représentées par ce système d'axes (e (r2
) < 12 %).

Axe 2

TempAIR

UFCpurgeEAU
,

AIRMAS :',,,,,,,

A ISHlmpinger FISH rgeEAU

Volume

i--------------:::;>~~~~=========~~___t_Axe l

Figure 4. 3: Cercle des corrélations des huit variables mesurées; AIRMAS = concentration de Legionella
cultivables de l'aérosol de douche collectées avec le MAS; AIRFISHlmpinger = concentration de Legionella
hybridées (FISH) dans les aérosols collectées avec l'impinger; UFCpurgeEAU = concentration de Legionella
cultivables dans l'eau chaude de purge; FISHpurgeEA U = concentration de Legionella hybridées dans l'eau

chaude de purge; volume = volume de la pièce; DébitEA U = débit d'écoulement de l'eau; RH = humidité
relative; TempAIR = température ambiante de la pièce.
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Tableau 4. 4: Coefficients de détermination entre les huit variables et les 2 axes principaux choisis.

VARIABLES
r2

S (r2
) en %

Axe 1 Axe 2
AIRMAS 0,045 0,074 Il,9
AIRFISHImpinger 0,125 0,567 69,2

UFCpurgeEAU 0,055 0,009 6,4
FISHpurgeEAU 0,140 0,527 66,7
Volume 0,293 0,048 34,1

DébitEAU 0,335 0,034 36,9
RH 0,637 0,008 64,6
TempAIR 0,362 0,071 43,3

L'examen des cOITélations entre les variables et les axes pnnclpaux permet d'estimer la part de

variation expliquée par l'axe. Ainsi le tableau 4.4 suggère que l'axe 1 est majoritairement représenté

par l'humidité relative (64%) ; l'axe 2 est expliqué par la concentration de légionelles détectées par

FISH dans l'eau (53%) et dans l'aérosol (57%).

Ce système de représentation graphique selon un plan 1-2 permet d'affirmer le caractère faible de la

relation entre d'une part les concentrations de légionelles détectées par FISH (dans l'eau et dans

l'aérosol) et d'autre part les paramètres ambiants mesurés, et les concentrations en légionelles

cultivables (dans l'eau et l'aérosol). Ceci est visible sur le cercle des cOlTélations (vecteurs

orthogonaux) ainsi que par la faiblesse de leur conélation (Tableau 4.5).

Tableau 4. 5 : Matrice de corrélation entre la concentration de Legionella mesurées dans l'eau chaude et
dans l'aérosol de douches (culture et FISH) et les paramètres ambiants spécifiques de la pièce

(signijicativité à 5% (--) ; n=122 ; aO,05 = 0,171).

AIRMAS AIRFISH UFCpurge FISHpurge Volume Débit
RH

Temp
im in er EAU EAU EAU AIR

AIRMAS 1,000

AIRFISHimpinger -0,038 1,000

UFCpurgeEAU 0,060 -0,030 1,000

FISHpurgeEAU -0,003 0,396 0,087 1,000

Volume -0,062 -0,018 -0,077 -0,063 1,000

DébitEAU 0.169 0,075 0,133 0,065 -0,042 1,000

RH 0,093 0.172 0,077 0,163 -0,379 0,362 1,000

TempAIR O,QlO 0,047 0,031 0,016 -0,250 0,242 0,363 1,000

En revanche, il est remarquable que les concentrations de légionelles détectées par FISH dans les eaux

chaudes soient fortement conélées à celles mesurées dans l'aérosol de douches. La proximité des

points représentatifs des variables sur le cercle de cOITélation en témoigne: plus la teneur en

légionelles dans l'eau est importante, plus elle le sera dans l'aérosol.
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Il en est de même pour les variables de débit, humidité relative et température de l'air dont la

proximité des points souligne une relation positive élevée. Cette observation est cOlToborée par

l'analyse de la matrice de cOlTélation (Tableau 4.5).

Ainsi, la cOlTélation positive statistiquement significative à 5% entre les concentrations de légionelles

hybridées détectées dans les aérosols de douche et celles détectées dans les eaux chaudes peut être

expliquée par le transfert des légionelles s'effectuant de l'eau à l'air.

Enfin, il apparaît également que les variables de débit, volume de la pièce, humidité relative et

température de l'air sont cOlTélées. Quant à la variable volume, elle est cOlTélée négativement à la

température de l'air et à l'humidité: ceci peut être expliqué par des phénomènes de dilution crées par

un grand volume de pièce, agissant négativement à la fois sur ces deux variables.

Pour conclure, l'analyse en composante principale a permis de montrer l'existence d'une relation entre

les concentrations en légionelles des eaux chaudes et celles des aérosols générés lors de douches, en

écartant le rôle que pourraient jouer, dans nos conditions expérimentales, les facteurs

environnementaux.

4.2 RELATION EXPLICITE ENTRE LES NIVEAUX DE CONTAMINATION EN

LEGIONELLES DE L'EAU CHAUDE ET DE L'AEROSOL DE DOUCHE

Etant donné que seuls 5 échantillons d'aérosols de douche étaient positifs en Legionella cultivables

(collectées avec le MAS 100®), les analyses suivantes ne prennent en compte que les résultats obtenus

avec la technique d'hybridation in situ.

Les teneurs en légionelles dans les aérosols de douche ne sont pas cOlTélées aux facteurs

environnementaux; par contre, elles sont liées aux teneurs de légionelles des eaux chaudes (Tableau

4.6). Plusieurs points clés méritent d'être soulignés à ce propos:

• Lorsque des légionelles ont été détectées dans l'aérosol (28,6%), Legionella a toujours été

détectée parallèlement dans l'eau. Mais cette relation entre les deux milieux environnementaux (eau et

aérosol) reste difficile à définir. Il ne s'agit pas d'une relation linéaire simple (Figure 4.4).

• Lorsque aucune Legionella n'a été détectée dans l'eau chaude des douches, aucune Legionella

n'a été détectée dans leurs aérosols.

• Par contre, pour 52,4% des échantillons, aucune Legionella n'a été détectée dans l'aérosol,

alors qu'elles l'étaient dans l'eau chaude, et ce pour des concentrations variant de 9,0.103 à 1,6.106

Legionella hybridées.L'1 eau.

158



Chapitre 4. Aérosols d'eau chaude de douche et contamination en légionelles

Deux hypothèses peuvent être émises: il n'y a pas eu création d'un bioaérosols; ou plus

vraisemblablement, il y a eu création d'aérosol mais il nous a été impossible de détecter des

légionelles par hybridation in situ, du fait de quantités d'ARNr dans les bactéries insuffisantes pour

qu'elles puissent être détectées par FISH, du fait d'un stress lors de l'aérosolisation.

Tableau 4. 6: Présence combinée de Legionella détectée par l'hybridation in situ dans les eaux chaudes et les
aérosols de douche.

Milieu EAU positirI (%)

Milieu EAU négatif (%)

28,6% (47/164)

0% (0/164)

52,4% (86/164)

13,4% (22/164)

Milieu AIR positif2 (%) Milieu AIR négatif(%)

1~ 9.103 Legionella hybridées.L'1 eau; 2 ~ 3.102 Legionella hybridées.L" 1 air.

IE5r--------------------,

• •
• • • ••• ••

• • •••• •• •• • ••• • ••• • ••• • ...- '- . •

IE7lE6IE5IE4
IE2 ",.-,-~-~._--~.....,.-~-~.,..._-~~~

IE3

Legionella-FISH/L d'eau

Figure 4.4: Concentrations de Legionella détectées par la technique d'hybridation in situ dans les eaux
chaudes et les aérosols de douche mesurés au même point de prélèvement (n=164).

Cette relation entre les teneurs de légionelles dans l'eau et dans l'aérosol a été approfondie à l'aide

d'un modèle de régression logistique.

Trois classes de concentrations de légionelles dans l'eau chaude ont été établies: absence de

légionelles détectables (LD ~ 9.103 Legionella-FISH.L'I eau), > LD à 105 Legionella-FISH.L- I eau et

au-delà de 105 Legionella-FISH.L"I eau.

Ces trois classes de contamination ont été reliées aux teneurs de légionelles détectées dans les aérosols

(Tableau 4.7). Quelles que soient les concentrations dans l'aérosol, le risque de détecter des légionelles

aérosolisées est croissant avec l'augmentation des concentrations de Legionella de l'eau chaude de

douche: plus Legionella est détectée dans l'eau, plus le risque de détecter Legionella dans l'air est

grand. Ceci confirme les tendances décrites par l'ACP présentée précédemment.
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A concentrations de Legionella dans l'eau chaude équivalentes, l'odd ratio décroît lorsque l'on

considère des seuils de plus en plus élevés de « positivité» dans l'aérosol (ce qui se traduit par des

dilutions de plus en plus importantes du risque) ; mais il croît cependant, pour tous ces seuils, avec des

concentrations en légionelles dans l'eau chaude plus importantes.

Tableau 4. 7: Risque de présence de Legionella détectées par hybridation in situ dans les aérosols de douche,
enfonction des concentrations de Legionella hybridées dans l'eau chaude.

LD - Limite de Detection, 3.10 LeglOnella hybndees.L an, 9.10 LeglOnella hyblldees.L eau.

Legionella.L·1 air Legionella.L-1 air Legionella.L-1 air
::: LD I ::: 103 ::: 104

Legionella-FISH.L- I

üdds Ratio I.e. à 95% üdds Ratio I.e. à 95% üdds Ratio I.e. à 95%
d'eau

< LD2 (n=22) 1,15 1,07-1,35 1,09 1,03-1,24 1,03 1,01-1,14

= LD2
- <105 (n=83)

1 1,70 1,25-3,51 1,32 1,11-2,11 1 - -
;::'105 (n=50) 6,80 2,60-47,08 2,57 1,63-6,25 1,28 1,12-1,77

Test d'homogénéité (l) p < 10-4 p < 10-4 p = 0,003
Test des tendances (-;<2) p < 10-4 p < 10-4 p = 0,005

- . 1 - -1 . . - ,j

5 DISCUSSION

Cette étude nous a permis (i) d'apprécier la faisabilité de mise en oeuvre de différents outils

métrologiques nécessaires à la collecte de bioaérosols et de définir une méthodologie de prélèvements

d'aérosols afin (ii) d'estimer la présence et la concentration de Legionella dans les aérosols générés

lors de douche, et cela en utilisant (iii) de manière concomitante deux techniques d'analyse, la culture

et l'hybridation in situ. Plus d'une centaine de prélèvements ont donc été réalisés aux points de douche

de patients résidant dans 34 maisons de retraite de LOlTaine, pendant deux ans et demi, de octobre

2003 à novembre 2005.

5.1 BIOCOLLECTEURS ET AEROSOLS DE LEG/ONELLA

Les résultats présentés dans la première partie de ce chapitre ont permis de montrer que la détection de

Legionella aéroportée, en chambre d'aérosolisation, était améliorée de 4 à 700 fois avec 1'impaction en

milieu liquide, par rapport à l'impaction sur milieu solide et à la filtration, respectivement. La

technique d'impaction sur filtre n'est pas efficace pour détecter des légionelles présentes dans l'aérosol

de douche et l'impaction sur milieu solide sous-estime la détection des légionelles des aérosols. Les

mesures réalisées sur site (douche) ont objectivé les résultats de la phase laboratoire, à savoir que seule

l'impaction en milieu liquide couplée à une analyse FISH s'est révélée adaptée à la mesure des

légionelles aéroportées.
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Cette combinaison [impaction liquide-hybridation in situ] a permis de détecter des Legionella

aéroportée pour 28% des échantillons contre seulement 3% avec l'impaction sur milieu solide.

La différence de performance entre les biocollecteurs peut être expliquée par leur efficacité de collecte

théorique. En effet, il est admis que tous les microorganismes de taille inférieure au seuil de coupure

du biocollecteur sont en théorie "collectables" : l'impaction en milieu liquide est le seul principe de

collecte, comparé à l'impaction sur milieu solide et à la filtration, qui a une efficacité théorique de

collecte de 100% pour une particule de 1 /lm [Jensen et a!., 1994].

Mais surtout les trois principes de collecte diffèrent par le milieu de collecte sur lequel les particules

aérosolisées s'impactent: gélose, liquide ou filtre. Or, durant la collecte des bioaérosols, le stress du

microorganisme est influencé par ce milieu [Stewart et a!., 1995; Buttner et al., 1991 ; Marthi et al., 1990].

Pour le liquide de collecte, Ishimatsu et al. [2001] rapportent qu'avec le milieu BYE le taux de survie

de Legionella aéroportée est meilleur comparé au tampon salin Page. Stewart et al. [1995] prouvent

que les dommages subis par les bactéries durant l'impaction sur milieu solide empêche leur

cultivabilité. En ce qui conceme la filtration, Li et Lin [1999] ont montré que la survie de E. coli dans

un aérosol était plus faible qu'avec l'impaction en milieu liquide, en émettant l'hypothèse à nouveau

formulé par Durand et al. [2002], que le temps d'échantillonnage provoque une forte dessiccation de la

bactérie et agit comme un stress, ce qui peut expliquer leur capacité différente à récupérer des

microorganismes de l'air viables. Le stress de la dessiccation est d'ailleurs connu pour agir sur la survie

bactérienne pendant l'aérosolisation influençant par conséquent la collecte du bioaérosol [Predicala et

al., 2002 ; Ballin et al., 1985]. De plus, d'autres travaux ont déjà montré que les supports de collecte secs

empêchaient la croissance des microorganismes [Heldal et a!., 1996; Blomquist et a!., 1984].

5.2 QUANTIFICATION DE LEGIONELLA DANS LES AEROSOLS AMELIOREE PAR

LA METHODE FI5H

Les études portant sur la détection de Legionella aérosolisées sont anciennes, restent encore peu

nombreuses à l'heure actuelle et utilisent essentiellement la méthode d'analyse par culture. Au cours

de nos prélèvements de bioaérosols générés par des eaux chaudes lors de douche, des Legionella

cultivables ont été détectées seulement à partir de prélèvements par impaction sur milieu solide et ce

pour seulement 3% des échantillons. Ce faible taux de recouvrement de Legionella, avec ce principe

de collecte d'air, est en accord avec la littérature [Ballin et a!., 1985].

La méthodologie couplant l'impaction en milieu liquide avec une détection des microorganismes par

culture, est décrite notamment par Breiman [Breiman et a!., 1990b] et Ishimatsu [Ishimatsu et a!., 2001]

comme une combinaison efficace pour détecter les microorganismes de l'air par rapport au principe

d'impaction sur milieu solide.
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Nos essais en chambre d'aérosolisation présentés en première partie de chapitre sont aussi là pour en

attester. Il faut cependant souligner que nos essais de telTain n'ont pas permis de détecter des

légionelles aéroportées au niveau des douches avec cette association de méthodologies. Deux

hypothèses peuvent être avancées pour expliquer nos résultats environnementaux:

(i) dans l'aérosol des douches, les bactéries aéroportées ne sont pas dans des conditions

physiologiques optimales au contraire de celles prélevées en chambre d'aérosolisation, qui étaient des

souches pures de Legionella cultivées en bouillon nutritif, donc a priori «bien portantes» et

aérosolisées à partir de suspensions denses;

(ii) le volume échantillonné lors de nos essais en douches était de 195 litres d'air, bien inférieur aux

volumes échantillonnés par les impingers de Breiman [Breiman et al., 1990b] et Ishimatsu [Ishimatsu et

al., 2001] qui variaient de 240 à 600 litres d'air.

Cependant, il est difficile de s'assurer de la seule pertinence de la méthode culturale pour estimer les

concentrations en légionelles dans l'eau. Si cultivabilité (formation d'une colonie sur milieu gélosé) et

viabilité (aptitude à se multiplier dans des conditions favorables) sont devenues des synonymes

généralement admis dans la littérature, la réciproque est fausse: la non cultivabilité ne reflète pas une

non-viabilité des bactéries. Par conséquent, par analogie à la détection de Legionella des milieux

hydriques, il est admis que la culture sous-estime la population bactérienne réelle dans les matrices

environnementales, y compris dans l'air [Griffiths et al., 1996; Heidelberg et al., 1997].

En effet, au sein d'une population bactérienne, se trouvent en proportions variables des bactéries

cultivables et des bactéries mortes et, entre ces deux extrêmes physiologiques, des bactéries plus ou

moins actives, des bactéries dormantes, blessées ou stressées. Les microorganismes ne sont pas

toujours cultivables mais peuvent pourtant être viables (aptes à se multiplier) ou métaboliquement

actifs, ce qui a introduit les concepts de bactéries «viables non cultivables» (VNC) ou «actives non

cultivables» (ANC) pour décrire ces bactéries intactes et actives [Joux et Lebaron, 2000; Kell et al., 1998

; Steinert et al., 1997]. Plusieurs auteurs dont Hussong et al. [1987], ont en effet rapporté la détection de

légionelles dans l'eau par immunofluorescence alors qu'elles étaient incapables de croître sur milieu

gélosé. Nystr6m [2001] a également rapporté l'incapacité de détecter des légionelles par culture dans

des échantillons d'eau mais il a confirmé la présence de légionelles viables après inoculation à des

cobayes.

Plusieurs méthodes ont été proposées pour détecter ces bactéries in situ sans l'intermédiaire de la

culture, en usant de nouvelles technologies comme la PCR [Joly et al., 2006 ; Wellinghausen et al., 2001 ;

Palmer et al., 1993]. Mais cette technique, même si elle permet de détecter des Legionella quand la

culture ne le permet pas [Pascual et al., 2001], reste purement qualitative et, en l'état actuel des

techniques, ne foumit aucune donnée quant à la concentration de Legionella dans l'air, puisque le
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résultat est exprimé sous la forme d'unités génome, ce qui rend difficile les interprétations, notamment

par rapport aux réglementations en vigueur basées sur la culture [Joly et al., 2006].

L'hybridation in situ a aussi été proposée par différents auteurs [Manz et al., 1995; Joux et Lebaron, 2000]

pour estimer une activité physiologique de la cellule. L'hybridation in situ cible spécifiquement les

ARNr 16S [Williams et al., 1998] et détecte la quasi intégralité des isolats y compris ceux intemalisés

par les cellules hôtes [Grimm et al., 1998].

Plusieurs études [McKillip et al., 1998; Poulsen et al., 1993 ; DeLong et al., 1989] montrent que

l'hybridation in situ est un outil intéressant pour foumir des renseignements sur les populations

bactériennes des milieux environnementaux et sur l'activité physiologique de leurs bactéries : par

augmentation des signaux de fluorescence lorsque les bactéries sont en croissance/actives ou par

diminution de ces signaux lorsque les bactéries sont stressées. Seuls Lange et al. [1997] ont appliqué

cette méthodologie à de grand groupe de populations bactériennes d'aérosols générés en laboratoire.

Et, face à la problématique de la cultivabilité des bactéries, cette technique est de plus en plus utilisée

notamment dans l'environnement pour détecter spécifiquement certains germes d'intérêt. Son

utilisation pour la détection des légionelles des aérosols lors de nos expérimentations, a permis de

détecter et de quantifier Legionella pour 29% des échantillons contre au mieux 3% avec la culture.

Cette technique d'analyse vient d'être utilisée récemment avec succès afin de détecter Legionella dans

des aérosols générés au niveau de tours aéroréfrigérantes [Mathieu et al., 2006].

5.3 RELATION ENTRE TENEURS EN LEG/ONELLA DE L'EAU CHAUDE ET DE

L'AEROSOL DE DOUCHE

En complément des observations des niveaux de concentrations en Legionella aéroportée aux points

de douche, il semblait intéressant d'expliquer leur présence à partir des données de contamination

hydrique et de l'environnement ambiant. L'objectif était de tenter de relier les éléments physiques de

l'ambiance de prélèvement ainsi que les teneurs de Legionella dans l'eau chaude à la présence de

Legionella dans l'aérosol généré lors des douches.

Concemant les conditions environnementales lors des prélèvements d'aérosols de douche, nous avons

relevé l'humidité relative, connue pour influer sur la survie de ce germe dans l'air [Dennis et Lee, 1988 ;

Hambleton et al., 1983], la température de l'air, le débit d'écoulement de l'eau ainsi que le volume de

l'espace douche.

Aucune influence de ces facteurs environnementaux sur le transfert de Legionella dans l'air n'a pu être

établie.
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En effet, aucune relation statistique significative entre leurs valeurs et la contamination en Legionella

aéroportée n'existe, que ce soit en analyse en composante principale, ou en régression logistique

(données non présentées ici). Dans nos conditions d'expérience, ces facteurs physiques n'influent donc

pas significativement sur la présence de Legionella dans l'air.

La deuxième et principale observation a été de constater que pour tous les prélèvements d'aérosols

positifs en Legionella, cette bactérie a été aussi détectée dans les eaux chaudes pour le même point de

douche. Il n'existe a priori pas d'autre source d'aérosolisation connue, à part l'eau chaude provenant

du pommeau de douche et dirigé contre le mannequin « brise-jet », au sein des espaces douches où ont

eu lieu les prélèvements environnementaux. Par conséquent, ces résultats attestent de la probable

source de Legionella détectées dans les aérosols, i.e. l'eau chaude contaminée lors de la douche.

Nous avons de même constaté que moins d'un tiers des prélèvements présentait à la fois des

Legionella dans l'eau chaude et dans l'aérosol et ce avec la combinaison méthodologique optimale

[impaction en milieu liquide-hybridation in situ).

Les analyses statistiques, entreprises sur plus d'une centaine de prélèvements, ont permis de meth'e en

évidence la relation entre les teneurs de Legionella de l'eau et de l'aérosol. Cette relation n'est pas

linéaire mais le risque de présence de Legionella dans l'aérosol de douche est d'autant plus important

que la concentration de Legionella retrouvée dans l'eau chaude au même point d'usage est grande. En

effet, il y a un risque 6,8 fois plus élevé (I.C. 95% = 2,6 - 47,1) de détecter Legionella dans l'aérosol

quand la concentration dans l'eau chaude est supérieure à 105 Legionella-FISH.L". Ces résultats sont

confortés par d'auh-es études quant à la non linéarité de la relation [lshimatsu et al., 2001 ; Breiman et al.,

1990b , Bollin et al., 1985 ; Dennis et al., 1984]. Mais leurs essais n'étaient pas assez nombreux pour

tenter une relation statistique comme celle que nous avons entreprise.

Ce résultat est très prometteur pour une application à l'évaluation du risque Legionella et à

l'évaluation de l'exposition de personnes sensibles à ce germe pathogène. Mais retenons que l'analyse

de l'ensemble de nos données permet d'expliquer au mieux que 42% de la variance totale des

résultats. Différentes pistes d'études futures pounaient être envisagées afin mieux prédire cette

contamination de l'aérosol et d'appréhender cette notion de transfert:

(i) l'analyse du générateur d'aérosols, le pommeau de douche, dont aucune donnée, mis à part le débit

d'écoulement d'eau, n'a été prise en compte;

(ii) l'analyse physico-chimique de l'eau et son influence sur la survie bactérienne et sur l'état de la

bactérie au moment de l'aérosolisation ;

(iii) la bactérie dans l'eau, enkystée ou non dans les amibes, lui fournissant une protection quant aux

stress subis pendant l'aérosolisation et peut être au moment de la collecte.
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Chapitre 5. Etude épidémiologique du risque lié à Legionella

'objectif de ce chapitre est de présenter l'étude épidémiologique, portant sur les infections

à Legionella lors d'une exposition à des aérosols d'eaux chaudes générés lors de douche,

qui a été réalisée dans une trentaine de maisons dc retraite de LOlTaine.

Cette étude épidémiologique a permis de mesurer l'incidence de la fièvre de Pontiac au sein de

personnes âgées, dans un contexte non épidémique. La finalité de ce chapitre est à la fois la définition,

l'identification et la présentation des cas de fièvre de Pontiac.

1 CONTEXTE DE L'ETUDE

Dans les chapitres précédents, nous avons étudié les teneurs en Legionella des eaux chaudes sanitaires

et des aérosols générés par les douches. L'observation des teneurs parfois élevées en Legionella dans

les réseaux d'eaux chaudes sanitaires pose la question du risque résultant de l'exposition des

populations. En effet, ces recherches ont eu lieu dans des établissements collectifs accueillant un

public sensible, des personnes âgées et donc plus fragiles que la population générale.

Legionella est capable de provoquer plusieurs formes cliniques de maladies qui se distinguent par des

atteintes respiratoires graves (la maladie du Légionnaire) et des formes bénignes d'un état pseudo

grippal (la fièvre de Pontiac) [Jarraud et al., 2000]. Quelle que soit la forme clinique associée, la voie de

transmission est l'inhalation d'aérosols issus d'eau contaminée par Legionella [Fields et al., 2001].

La maladie du Légionnaire, dont les épidémies depuis 30 ans, sont en évolution croissante

[Joseph, 2004] fait l'objet de nombreux travaux de recherche et est maintenant bien connue par le

milieu médical. Toutefois, la forme bénigne de légionellose, la fièvre de Pontiac dont l'occulTence est

rare n'est pas encore bien caractérisée ni même définie de manière consensuelle.

Cliniquement, les symptômes de la fièvre de Pontiac sont semblables à une grippe: fièvre, asthénie,

myalgies, arthralgies, céphalées, toux, nausées et gorge endolorie [Castor et al., 2005]. Des études

rapportent d'autres signes cliniques tels que: dyspnée, douleurs thoraciques [Castor et al., 2005 ; Fields

et al., 2001], vomissements et dianhées [Castor et al., 2005; Jones et al., 2003; Benin et al., 2002].
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Les patients guérissent spontanément en deux à cinq jours, généralement sans traitement [Bomstein et

Fleurette, 1992; Fraser et al., 1979]. Mais le diagnostic clinique varie d'une étude à l'autre et aucune ne

propose de définition clinique unique.

Dans notre étude, le préambule indispensable était donc de donner une définition opérationnelle d'un

cas de fièvre de Pontiac, suite à une exposition à Legionella via les aérosols de douche, et d'en évaluer

son incidence au sein d'une population de personnes âgées résidant dans une trentaine de maisons de

retraite de la région Lonaine. L'étude épidémiologique a été réalisée de Juin 2003 à Novembre 200S ;

la durée de suivi au sein de chacune des structures de santé était de quatre mois.

Ce chapitre s'organise en quatre parties: d'une part, le contexte de l'étude épidémiologique menée

dans les maisons de retraite de Lorraine ainsi que la population âgée volontaire sont présentées. Dans

un deuxième temps, est proposée une définition opérationnelle de la fièvre de Pontiac. Elle permet,

dans un troisième temps, d'évaluer l'incidence de la fièvre de Pontiac, au sein de cette population

fragile. Enfin, une discussion générale des résultats est présentée.

2 SITES D'ETUDE ET REPARTITION DES VOLONTAIRES

2.1 ETABLISSEMENTS RECRUTES

Les démarches entreprises afin de faire adhérer les établissements de santé et leurs résidents à l'étude

épidémiologique ont été définies dans le chapitre 2. La phase de recrutement a débuté en Janvier 2003

pour se clôturer en Juin 200S. Elle a permis l'engagement volontaire, dans l'ensemble de la région

Lorraine, de 34 maisons de retraite avec 828 de leurs résidents. Chacun d'entre eux a fait l'objet d'un

suivi clinique quotidien sur 4 mois, à la fin desquels les prélèvements biologiques et

environnementaux ont été effectués.

La répartition de l'ensemble des sites concemés par l'étude a été présentée dans le chapitre 3

(Figure 3.1) et nous présentons ci-dessous, la répartition globale des volontaires et des sites en

fonction des quatre départements géographiques (Figure S.l).
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Figure 5. 1 : Répartition départementale des établissements de santé et des effectifs des volontaires.

2.2 REPARTITION DES VOLONTAIRES AU SEIN DES STRUCTURES ETUDIEES

L'effectif de recrutement au sein des structures de santé est dépendant, d'une part de la capacité totale

en lits des établissements mais surtout de la motivation des équipes soignantes pour participer et faire

adhérer les résidents à l'étude épidémiologique selon les critères d'inclusion. Le principal obstacle à

l'inclusion était la prise de douche hebdomadaire des personnes âgées, beaucoup se douchant moins

souvent.

De ce fait, les 828 personnes âgées recrutées ne sont pas réparties de façon homogène ni au sein des

départements, ni au sein des structures de santé.

Ainsi, l'effectif de recrutement varie de 10 à 50 personnes âgées, suivant les structures. La moyenne

des recrutements des résidents par établissement varie de 23 à 32 personnes âgées selon les

départements (Figures 5.2). La médiane de l'effectif de recrutement par structure de santé est de 24

personnes âgées.
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Figure 5. 2 : Répartition des effectifs moyens des volontaires au sein des maisons de retraite selon les
départements lorrains (n=34). Les barres d'erreur correspondent au minimum et au maximum de l'ensemble

des données obtenues.

3 CARACTERISATION DE LA POPULATION ETUDIEE

3.1 CARACTERISTIQUES GENERALES DE LA POPULATION D'ETUDE

3.1.1 Présentation générale

Les 828 personnes âgées, résidents volontaires de maisons de retraite ont une moyenne d'âge élevée

(81,6 ± 10 ans) (Tableau 5.1) et sont constitués de 2/3 de femmes: les femmes sont d'ailleurs plus

âgées que les hommes avec une moyenne d'âge de 83 ans (±9) contre 78 (±10) ans. L'âge minimum

des sujets est de 46 ans, le maximum de 102 ans; la médiane d'âge pour l'ensemble des sujets est de

82 ans.

Au niveau tabagique, seulement 6,2% des personnes âgées sont des fumeurs actifs contre 80,9%

constitués de non-fumeurs. Les pratiques tabagiques des hommes sont d'ailleurs significativement

supérieures à celles des femmes: le sexe ratio (homme/femme) est de 2,5 à la fois pour le tabagisme

passé (p<10-4
) et pour le tabagisme actuel (p<10-\
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Tableau 5. 1 : Description de la population de personnes âgées volontaires (n=828).

Caractéristiques

Genre

Tabagisme

Catégorie Effectif - % (n)
< 50 ans 0,4 (3)
50 - 69 ans 11,4 (88)
70 - 89 ans 63,8 (494)
> 90 ans 24,4 189
Masculin 29,8 (247)
Féminin 70,2 (581
Fumeur 6,2 (51)
Non-fumeur 80,9 (670)
Ancien fumeur 12,9 (107)

1 calculs réalisés sur un effectif de 774 personnes car 54 données d'âge manquantes.

Un des critères d'inclusion (chapitre 2) et d'exposition des personnes âgées à Legionella est la prise de

douche au minimum hebdomadaire. Nous avons donc évalué l'exposition des personnes âgées aux

aérosols générés lors de douche, en recensant l'ensemble des prises de douche des volontaires. Il s'est

avéré que la moyenne de prise de douche hebdomadaire est de 1,1 douches (±0,7): ce critère

d'inclusion est donc bien respecté.

3.1.2 Antécédents immunitaires et respiratoires

L'état de santé, et donc la susceptibilité, des personnes âgées est évalué par le recensement de leurs

antécédents respiratoires et immunitaires. Ces données ont été renseignées par le médecin coordinateur

de chaque maison de retraite lors de l'inclusion des volontaires.

Comme attendu dans le cas d'une étude épidémiologique incluant des personnes âgées, le Tableau 5.2

renseigne que les 2/3 des sujets présentent au moins un antécédent (soit respiratoire soit immunitaire).

Par ailleurs, environ le quart des sujets (26,4%) présente des antécédents dits cognitifs regroupant les

pathologies de type démence, débilité, syndrome de Parkinson, .... Il est à noter que la distribution

des antécédents de santé de la population masculine ne diffère pas de ceux de la population féminine.

Tableau 5. 2: Fréquence des antécédents relevés chez les personnes âgées (n=828).

Antécédent pathologique

Respiratoire
Immunitaire
Cognitif

Effectif - % (n)

14,8 (123)
72,2 (598)
26,4 (219)

Les antécédents respiratoires concement 15% de la population d'étude. Ils peuvent être de plusieurs

types dont les principaux sont illustrés par la figure 5.3. Il s'agit, dans un ordre décroissant de

fréquence, de broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) (53,0%), pneumopathie ou

tuberculose pulmonaire (13,3%), d'asthme (10,8%) ou d'insuffisance respiratoire (9,6%).
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Figure 5.3: Fréquence des principaux antécédents respiratoires chez les personnes âgées des 34 maisons de
retraite (n=123).

Deux tiers des personnes âgées présentent des antécédents immunitaires. Les principales pathologies

immunitaires enregistrées sont des comorbidités (35%) regroupant les pathologies rénales, hépatiques,

neurologiques (non cognitives), psychiatriques, ... (Figure SA). Par ailleurs, 16% des personnes âgées

sont diabétiques. Enfin, moins de 10% ont présenté/présentent soit un cancer, soit une pathologie

hématologique ou cardiovasculaire, soit ont consommé/consomment de l'alcool.
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Figure 5. 4: Fréquence des principaux antécédents immunitaires chez les personnes âgées (n=828).

3.2 ETAT IMMUNITAIRE

La caractérisation de l'état immunitaire des personnes âgées de l'étude vis-à-vis de Legionella est

réalisée au travers de prélèvements biologiques (sang et urine) au terme des 4 mois d'enregistrement

épidémiologique. Les échantillons ont été prélevés par des infirmières de recherche clinique, en

collaboration sur ce projet et analysés par le Centre National de Références des légionelles (CNR) de

Lyon (chapitre 2, § lA).
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Pour la totalité des urines collectées, la recherche de l'antigène urinaire de L. pneumophila SG.l s'est

révélée négative. L'état immunitaire des personnes âgées n'a donc été évalué qu'au travers des

dosages des titres des différents anticorps anti-Legionella dirigés contre 10 espèces de L. pneumophila

et 8 espèces de Legionella autres que L. pneumophila (chapitre 2, § 7.2).

L'étude épidémiologique porte plus particulièrement sur les signes évocateurs de la fièvre de Pontiac,

c'est pourquoi, aussi bien les titres faibles «1116 à 1164) qu'élevés (~1I128) en anticorps anti

Legionella ont été pris en compte. Rappelons ici que les anticorps anti-Legionella sont considérés dans

l'éhlde comme des marqueurs biologiques d'exposition.

La figure 5.5 illustre les prévalences des 18 anticorps anti-Legionella à différents titres pour 671

personnes âgées sur les 828 volontaires inclus: la déficience et le mauvais état du capital veineux des

personnes âgées n'ont pas permis la réalisation de tous les prélèvements sanguins. Selon les espèces

recherchées, de 89% à 99% des dosages d'anticorps anti-Legionella sont négatifs « 1116 ou <1164).

Les titres positifs au 1I16ème sont les plus fréquemment retrouvés avec une fréquence de 5,1% suivis

des titres au 1I64èmc avec une fréquence de 2,1%. Tous titres et toutes espèces confondues, le titre

d'anticorps anti-L. pneumophila SG.6 positif au 1I16ème est le plus retrouvé (7,9%) dans notre

population d'étude. Les anticorps des titres de sérum élevés ~1/128èmc sont dirigés contre les espèces

non L. pneumophila plutôt que contre les espèces de L. pneumophila : au titre 11128, 64% des sérums

positifs sont dirigés contre les espèces non L. pneumophila, 71,4% au titre 11256 et 88,9% au titre

11512.
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Figure 5.5: Prévalence des anticorps anti-Legionella enfonction des titres des sérums (n=671).

Afin d'estimer plus précisément la prévalence des différents titres d'anticorps, seul le titre du sérum le

plus élevé, toutes espèces de légionelles confondues, de chaque individu est pris en compte: ainsi, une

personne ne peut être comptabilisée qu'une fois (Tableau 5.3). La détectabilité d'anticorps anti

Legionella parmi la population d'étude obtenue en tenant compte des titres faibles est d'environ 30%

pour les titres de sérum positifs au 1I16ème
, de 20% à la fois pour les titres positifs au 1I32ème et au

1I64ème
.

Tableau 5. 3: Prévalence des titres maxÜ1Ium l d'anticorps anti-Legionella citez les personnes âgées (n=671).

Types d'anticorps Tous les anticorps anti-L. pneumophila anti-Legionella, autre
que L. pneumophila

InférieuràlaLD2 71,0%(477) 81,1%(544) 82,8%(556)
Positifau 1116 28,9 % (194) 17,7 % (119) 17,1 % (115i
Positif au 1132 20,3 % (136) 7,6 % (51) 17,1 % (115i
Positif au 1164 17,1%(115) 4,7%(32) 17,1%(115)
Positif au 11128 5,5 % (37) 1,8 % (12) 5,5 % (37)
Positifau 11256 3,1 % (21) 0,7 % (5) 3,1 % (21)
Positifau 11512 1,2 % (8) 0,1 % (1) 1,2 % (8)

Titres des sérums % (n) % (n) % (n)

Ipour chaque patient, seul le titre en anticorps le plus élevé est considéré panni les 18 dosages; LD : Limite de
Détection; 2LD=1I16 pour L. pneumophila SGs 1-6 et 1164 pour les autres; 3Titre de sémm analysé à partir de
1/64.

La prévalence du titre de sérum positif au 1I64ème au sein de la population de personnes âgées est plus

haute pour Legionella non pneumophila (17,1%) que pour L. pneumophila (4,7%) (Tableau 5.3).
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Parmi les anticorps dirigés contre les espèces autres que L. pneumophila, les pnnclpaux titres

d'anticorps identifiés sont les anticorps anti-L. jordanis (7,3%), suivis par les anticorps anti-L.

dumojjii (5,4%) et les anticorps anti-L. micdadei (5,3%). Pour les anticorps anti-L. pneumophila,

principalement les sérogroupes 6 (11,3%), suivis par les sérogroupes 5 (11,1%) et les sérogroupes 3

(7,1 %) ont été identifiés.

Il est à noter que 5,5% des sujets ont un titre d'anticorps positif au 1/128 mais qu'aucun cas de

légionellose ni de signe clinique pouvant y être associé n'a été détecté durant le suivi épidémiologique

de 4 mois.

3.3 MANIFESTATIONS CLINIQUES

Pendant les 4 mois de suivi épidémiologique (chapitre 2, § 2.2), l'ensemble des signes cliniques,

potentiellement évocateurs de fièvre de Pontiac présentés par les personnes âgées ont été répertoriés.

Les personnes âgées qui, au cours des 4 mois, ont présenté au moins un signe clinique, parmi ceux du

Tableau 5.4, sont au nombre de 323, soit 39,0% de la population totale d'étude. Dans un ordre de

fréquence décroissant, les signes les plus fréquemment rencontrés, au moins une fois par personne,

sont des symptômes d'ordre général (41,9%) répertoriant à la fois les troubles neurologiques

(confusion, difficultés de mémorisation et de concentration), les nausées, angines, ....

Les symptômes pouvant être évocateurs de fièvre de Pontiac, au sens de la littérature, ont été peu

fréquemment présents chez les personnes âgées: de 2,8% (myalgie) à 27,7% (diaIThée). Une fièvre a

été recensée chez 11,8% des personnes âgées.

Tableau 5. 4: Signes cliniques évocateurs de fièvre de Pontiac présentés par les personnes âgées au cours de
l'étude (n=828).

Signe clinique
Fièvre"
Toux
Diarrhée
Céphalées"
Asthénie
Myalgies"
Vomissements
Frissons"
Vertiges
Autres

Effectif; % (n)
11,8% (98)
21,3% (176)
27,7% (229)
5,6% (46)
10,1% (84)
2,8% (23)
15,0% (124)
3,7% (31)
5,7% (47)
41,9% (347)
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4 RISQUE LIE A L'EXPOSITION A LEGIONELLA : FIEVRE DE PONTIAC

4.1 DEFINITION OPERATIONNELLE DE LA FIEVRE DE PONTIAC

La fièvre de Pontiac est une manifestation d'une infection par les bactéries du genre Legionella. Du

fait de la symptomatologie bénigne et non spécifique, la fièvre de Pontiac passe souvent inaperçue et

par conséquent, les renseignements concernant son occulTence sont rares. De ce fait, la pathogenèse de

la fièvre de Pontiac est mal connue et il n'existe pas à l'heure actuelle de données fixes sur la durée

d'incubation, les signes cliniques ainsi que les espèces de Legionella mises en cause. Il n'existe donc

pas, à ce jour, de définition clinique unique d'un cas de fièvre de Pontiac.

Nous avons donc proposé une définition clinique de la fièvre de Pontiac à partir des données

recueillies au sein de la population de personnes âgées des maisons de retraite de LOITaine. Cette

définition est présentée sous la forme d'une publication parue dans la revue BMC Public Health (Vol.

6, n° 112) sous le titre « Pontic Fever : an operational definition for epidemiological studies ».
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Abstract
Baçlcground: Ponti~c fever is uSCIally dcscribed 111 epidemic settings. Detection of Pontiac fever j,
:l. m:lrkcr of ;111 envin.,)lIrncntal COrHêlIY'lill.ltion by LegiofleJ/cl and should tlll=!l'l2by cali rUr" prevention

measCires in arder ta prevent oCl,br-eak of Legionnaire's di'case. The objective of this study is <0

propose an operational defini'ion of Pontiac lever that is amer1ablc [Q epidemiological surveillance

and investiga,ion in a non epidel1lic setting.

Methods: A populatil)n of 560 elderly subjects residing il1 25 nursing homes was followed du ring
1 montlts in order tO assess the daily incidence of symptoms associa,ed, il1 lite literawre. wi,h
Pontiac fever_ The w~ter and .1erosol of one [Q 8 showel-s by nursin>: home werc characterized

combinillg corwentiol\al bac<er'ial culture of Lcgiollella and the Fillol'escence ln Situ Hybridizalion
(FISH) technique that used oligol\ucleo<ides probes specific for Legiol1ellaceac. 1\ defin j,ion of
Pontiac fever was devised based on clinieal syrnptollls clescribed in epidemic ilwcstigations and on
thcir timing a(ter the cxposul'e evenL The association bctween incidence of Pontiac (cvcr and

showel' contamination levels was evalu,red [Q test the relevancc of this dcfinition.

Results: The P' oposed defulltion of PontiaC fever ,lssociated the followll1g c•• terra occurrellce or
at least one symptom among heacl.. che. myalgia, fever and shiver" possibly JSsociated with o,her
'minor' syrnptoms, within three days aftet' a shower contaminatcd by lcgiollella, during a maximum

of 8 days (rl\inimtlm 2 days). 23 such cases occurl'ed dUl'ing the stlldy (incidence rate: 0.125 CJSeS
l'cr person-year (95% CI: 0.122-0.127]). A conccmrarion of Legioneifo in Water' eqLJal ta 0" gr'cater
tlun 1D'.L·' (FISH method) was .1ssociarcd with a significant Îlw-ease of incidence of POlltiac rever
(1' =0_04).

COllclu~ion: Once v,lidated in othcr sctting,. the proposed c1eOnilion or Pontiac fever might bc
used '0 develop epidemiological ,urveillance and help draw attention on sources of Lcgiollclla.
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Background
Ponûac i:ever (PlO) is ùle Illild foon ùlal la]ŒS iniecùon by
f,egionel/a: It Ilsu~lIy opre~rs on an epidemic mocle :1 net is
nOl assocbte.cI \Vith pneumoni:1 Ltl. Like. for Legion~ires'

disease, infeclion slems from inhalalion of an aerosol
contaminaled by Legiollel/ft [2J. Clinically; Ponliae.tever's
symptoms rnimic inl1uenza, wiùt fever, asùlenia, myalgia,
anhralgia, headache, cough, nausea ancl sore lhroat [1,31;
oùlcr symplOllls such as dyspnca, Ùloracic pains 12-41
vorniting and diarrhoea [3,5,61 have .1lso been c1escribed.
P~ticnts recover in IWO to (ive days, withollt tre~tlllenl [7-

91·

l3epllsP Qf ils benigniry ~nd I~ci{ of specitkity, the occÙr·
renee of l'F is oflen Ilndiagnosed and is Ih<:relore less
reponed 1han Legion n:1 ires' dise:lsl:. Epidem iologiC:llly,
pp is characterized by ~1 shan incubation period (typically
JO 10 90 houm, with an al'erage 01'.16 h), a.high altack rate
(70 tO 9.00/0) [lJ, ~nd absence of f:llaiities or long term
complicalions 121. Age, gender and smoldng do nOtSeelll
to be risl<factors [lU,III. Rather. PFseems toaifectpreter
enLially young subjecls: the age ofcases was 36 tO 39 years
in lhe origÎlull'onùac episode 112,131, and age medians
c1uring dilTcrel1l c1oeuIllCnlt:d t:pidelllics were 29 14,101,
JO [31 and 32 years 1111. Pathogenesis of the N: is poorly
kno\Vn,T6 (bte; there is no consensus on the clut~ti6n of
tht: inwJJ;lliQJl perio.cl, SUl. ils c1inica! sy.lnp.lQllls, norpll.
the causal speeies of Legionel/a.

Diiferent serogroups (Ses) of l.egionel/,.1 plJelllllOpiliid (I.p)
(l, 6 ancl 7) (1 '1· 16),. as weil ~s L fee/eii [ 1X, 171, L lIli,:t!,,
dei 12,u, 121, L. ,misa 1131 can cause PF: ln terms of diag
nosis, according tO some aUlhors, PF develops the s~me

serological c113r<lclerisllcs as Legionnaires'dise<lse /10, lsl.
a Lhers claim on lhe wtllrary thaL serology dUIing of a l'l'
is inconstandy posiLive 1191. Presence of urinalY anligen is
not syslcmatic eidler, ~vcn for epidemics connected 10 Lp
SC 1 [10,201.

Derec.tjon of PF is <l111:lrl<er 01'.:111 envi ron 111 en r:l1 co 1'1 I:lln
in~tiol'1 by Legionell..l ~nd should thereby cali for'preven
l'llm ll1eaSllres. Erfons to sl:IIHlarciize Ihe cielÎnition of Pl'
may facilitate comparison of risk levels and help clraw
atlClllion on sources ot Legiolldln. [n this Brticie, b,lscd on
d~t~ frolu the L<,gion',\ir project, we propose ~n opera
tional del1niùon of l'F for the puqJllse ofsurveillallce anu
epidemiologic,11 srudies.

Methods
Tilt: objt:C1ives of Iht: I.egion'Air projeel :lre: 1) to :Issess {he
exposure of elderly people residing in nursing homes to
Legion"l/il througlt :Ierosols generated by hot·warer dl.lring
sltowcrs, and 2)'1.0 cvaluate Ill" risk Ihat is assO(ialccilVith
Ihis exposure.

Nursillg hOIll~s soLicited lo participa le in ùle Legion'Air
project lVere 10Glted in dle Lorraine regi6n, norùl east of
Fr~nce. The selection proœss lVas basecl.on the car~city of
the nursing homes and on practic,11 çonskler~lions (il.
should be localed nol too far from lhe study cenlIe)j no
consideration was given 10 prior knowledge ot contami·
nation of the hotlValer sysrem, ln order to prevent selec·
lion bias.

This epidemiological study is a rel.rospective tolloll'-up
sludy. A pOpliblion of::>GO ddcrly vollinteers (informed
consent was obtained fr.om patients or guardi,lI1s) have
bœn follo\l'e,1 during 4 tnonths, A st:r oi prcd~fil1(:dsYlllp'
toni$ Ivere. regisœred çbily' by the auxiliary nursing slatt,
symptoms that had been previollsly reported in rllt: lit,:r;l·
lm,: in case of PF (table '1). Da 1;1 were eolil:cled on delllo,
graphic characleristics, currenr and/or past smoking
habits, relevant Illedical hislory (respir~tory and imll1l1'
nity·rel:ued conclitions, such ~s di~beles ~nd c~ncer) and
current prescription or iUHnunosuppressive lherapy and
of <lnlibiotic medkines. A dedkaled nurse insured ùle
qualiry of recordings in the registers by alternating on site
visits and tclephonc ealls during the 4 nlOnùls.

Volunreers inciuded in rhe sludy \Vere thos!" I·vho took at
least one shower weeldy. As showet practi.ce represented
~h.e IÎ-~y. eXPiliJll'c.de!er.!lli]1ant.(nolH: Qi the J!.'.Irlicipating
nursin:s homes bad air condilioning), Jata about showcr
habits were also rccorded (the day and the room where
the shower w~s taken).

At the end of the ,( momhs study, blood and urine sam·
pies were laken to assay ami L<g;onelht anùbodies ,1nd
urine antigens of Lp sc L The anûbodies of intCreSl were
anti·Lp (SC J tO 10) and orher Legionellll speeies ('l/lIi
LlIlic(/ac/ei, anti·L1>oum<lIlii, anti·Lclumo.{tfi, anti.LgoI'IIUl·
l'Iii, anri-L.jonlanis, <lllli-L./OlIgIJ<'f,âl"e SCs land 2, anlj·
Lan;sa). i\1l biologieal an~dyses werc ulldenak,:n by the
National Rcference Cenlcr for tegioneUd in Lyon, Frallce.
l1iological.s:lI1lples \Vere collected and transported 10 gllar·
alltee I.heirsrabililY. The Nancy University Hospital elhics
eOI1l111iltce approved Ihe study design and the biologie,i1
sampling procedures.

To h:Hacleri;,:e exposure, shower W:ller ~nd ,1erosol 01
si LOlver have been salllpled. Sampling points were chusell
in order 10 be representative of the exposure of dle elderly
volunleers. Ali showers (Qulcl not be sampled, lor prdcli·
cal ~md iinancial rcaSOns. Thus, il prim evalualion of the
hot lI'ater syst':t1I (desigll, mode of bot·water production,
maintenance of point-ot-use, waler temperalure anutreat·
ment) was unclert:l!<en in e:lcil nursing il me in orcier 10

assess its eriiic;ity in lt:rms of Legiollel/,/ risk :lnd 10 idcnrify
lhe sampling points (showcrs) lhat fi lied lh,: best wilh Ihe
volunteers' ·cxpnslll"e. Acrordingl>', each nllrsing hOllw

177



BMC PuNie Hea/lh 200G, 6:'112

Chapitre 5, Etude épidémiologique du risque lié à Legionella

http://IMN'Nbiornecicentral.com/1471-24581G/112

Table 1: Clinical data du ring Pontiac fevel' episodes descl'ibed in the lite"ature ["efel'ences]

Reference Sourcl~ of Incubation period Episode Symptoms Type and 31ltibody titers Legionella species
expos'lI'e (hotll'<) (d'""tiOIl)

(2] Spa wi[h From 9 (Q 67 Myalgia', Headache'''. Asthelli3, L. micdodej
j3CtlIZ ifpQol (meall = 38) Shivers, Fever, Cough, N~HISe:l,

Sore throa[C DyspneaC

(3] Washillg Fever'!, Shivers;l, Asthenia'I, 11128 and 11156 L. prl~II/1lopltil" SGs
with high Thor'Jcie paill, Headache", 1,3.4 alld 6JIld L.
pressure Myalgia". Nausea, Cougll, fonrlinÎ(~I?$js

wfite:r Dyspnea, Vomitill~, Di:lrrhoea,
Abdo,..nill~1 pain, Ocul:tr rcdness
with photophobia Sore dlroat

(4J Coolillg 36 to 90 2-5dJYs Feve,', Lomb,go, Ardlr,lgi" Allti-Lp SG71116 te 11256 L. PIl(,lIrlll,pIJifo SG?
towcrs Headache, DyspneJ, AsdleniJ

Sore thro:lt
[5] Decol":ltive 49 71 hours: Feve," Myalgia", Headaehe", Allti-Alli5': Ifl28 to 11512 L. AIli'sa

fouiltains Shivel's", asthenia. Back pain
Nausea, Cougll, Vertigo Crarnps
Di:'lI'I'JlOC:'\( VOrl'llting

[6] SpJ with 1 - 5 dJYs Di;H'rhoe3, VOllliting, Headache. Anti,Lp SG Titer:> 1164 L.I,"clI/r:opllilll SG6
j3euU i/pool Nallsea, Myalgia, Co,,~IlC

[la] Coolillg Myalgia, Shivel's, Asthellio, UrillJry A." L. pllclJrr:upllilll SG 1
tower~ Fevel', Head ache

[26] Sp~ Feve,', Shivel's, TIlor,ciC p~ill, Ami-Lp SG6 L. prH~IHJhJphjfl' SG6
Cough. N:lusca

a : symptom met ill 'III Sllbjccts ; b : symptoms met the most : c : symptoms met the lcast;

~~~ SpJil,j[alJprglJJht!K ill se.~r<Ù_ s@or,2. SlU_Q), lJarlki
p~lnlS were ~llloot.ect l.o <':Ich senor accorcling to ",here
rJley lisually lOok ùleir shown. One 1O eigh t showers were
sampled by nursing home.

AI Ihe end of the Illilow-Ilp, s~ltnplillg of e~lch shower
point W:1S perforl11ed 1lI'ic.e , Iwo d~ys ap:ll1; oilly ihe hot
lI'ater faucet W;IS opened 1O its max.imum flo\\'. For each
l'Un, IWO water sam pies, colleeled in sterile boules, were
syslelllatically taken: Olle 011 the iÎrsl SLre~ltn (300 Ill!.); tlh:
orher (L litre) al'ter 7 millutes of w;lter draining (whieh is
the aver:li:lc duralioll ofa shower [2'll).

Airborneand W;Her J_egiOIle/lrl W<lS <'[1l<llHified by II'hnlecell
fluorescenr. in situ hybridisation (FI'H) using :1 mix of
tJuee specifie probes valiJated fOl L!SiVI1~II(1 1LEe 70S,

LI'C2JG and I.ECI'NI':l! [n,ni. III p;l[~ilkl \vith tlte L'I,sH
deleuillll, ùle cuilurable fraclillllllÎ Usionell". \Vas evalu
:Iled wilh thé st:lncLird 1Ilèlhod (M:NOR NF T 90-'1.3 t)
1)'-11. The rheorelic:11 detec.lion Iirllils of the rISI-[ lech
nique ill lhe sludy conditions arc rcspecrivcly 3, lOljL of
~ir ,lnd lJ_I.()3jL ofw~ter. [IS specilkity :lIld sensilivir)' ~I"~

72%andG7%[251·

The bioaero~ol S:lI11 pl iIig bq;an on ly ,ll'ler tire Î~IlIŒLUI' hOl
water 1I'.:l~ dused (i.e, :>fler 7 Illilllll(:s ilushing), Twu dif
lerenl Lliosarnpler~ ll'ere uSèd: a ""IAS-100' (irnpactiun on
culLure medium: C\'PC) ~nd :1 Il SKC 1rnpill~er (irnpacljon
on liquid llledilllll~ disti[it'd w;lIer), [.,?:;iOIll'/f". ((Junt w~s

clone by cullure using Ihe j\·IAS-1 ()o's~mp[f'r (lwo :.IiI' 1'01-

J!!I It:.~ }Y~l.t:. t;QUeg~:~Q L;UlLI2QO LLan_d by CJ-Wldre AmJ
rhe FISH rf'chniquè using Ih<' Illlpinger (:lil' volllille col
leeted: 19S L),

Case definition
T~ble 1 S'IIllI1l:l rius descri[J1 iW (bl:1 fro rn 1he 1ite 1':11 lIt'e 011

Pr.. The sympmills ~re not sp,xilie; Ihere is not to d~te an
agreecl c1inical c1efinilll)Jl 01' l'F. Symplorns tlut predorni
Ilate in rJ1e i'!' silldies are headaehe, Illyalgia ,Incl lever
and, lu a kSSe1't~xl.enl, s!liwrs, :> cOllseqllence ollnl~:cd()lI.

'fhesc '1 symplorns will be qll,l[ilied ,IS "major sympLorns",
Sinlibrly, thé otht~r SYll1PIOll1S showt:d in Idble '[ will be
considered ,lS "rilinor symprorns".

Based onlhese [iter:llure d;u;J, wt?chosen the illlerv~lllf ),1

10 7) hours al'1er shown as the duration of Ù1e incllb,luon
l'erlud, l-kr(:aflCf wi[1 be qualillcd ;I~ "t:vocaûvc SYllIP
lUlIIS of a Pl''' llrese Jnajot SYlllplolm, pos~ibly a~Sllcialed

to [llinor SYll1plOIIIS, illsolar :H tlley luve oeellrred 2'-' 10
72 hOllrs sllbseqllt:ntly tO;l shower. Tlwdllr:l1ioll of Ihe PI'
episode reponed in lhe liler,lltlre l':Hies l'rom 1 ta 5 cbys:
IVe dedded lO s[lre~d Ihis dllr;1tion IInlil ,1 nnv eX[loslire
event (eg a llel·'- sllOwer) WilhoUI ex(~eding a tnJxim,li
dl.lr:lU,ln 01'13 d~'IYs, ,\ «>se ul'I'I: wil[ be Ihen ,krined il',,11
the l'olloll'ing crileri:1 are Illet: Ci) il occurred wiùlill ùle
Ihree d:lYS :11'ter :1 :;llOwer and exhibiléd:lI k:1SI Oll,: ur the
Illajur SYII [ptolll~, ,,~sociated or IloL \\'iùl llIinor ~y[t1pl()IIlS

; (ii) lhis t~pisode I.lsted ,Jt Ie:\st Lwo days, not ,~xœcding

eight d,lYS ;(iii) sinec ,lnribiOli(s tH';1tI11t'l1t could lli,lSk
SUI11<' pr: syrnprorns, Ive ineluded in lhis detïl1ilion :111
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Table 2: Description of the population: age, gender, ll1edica! history and sll10king status

Sample sile Mean age Prcviolls Prcvious immunity PrcvÎous rcspirntory Currcllt Pan
(standard-error) pathologies conditions conditions smokcrs smokcrs

Male 158 (28.2%) 77 (: 9) 117 (74.0%) 37 (23.4%) 20 (12.6%) 20 (12.7%) 27 (17.1%)
Female 402 (71.9%) 82 (= 9) 290 (72.1%) 94 (24.3;~) 54 (13.4%) 22 (5.5%) 41 (10.2%)
Tol:l1 560 (100%) 81 (t 9) 407 (72.7%) 131 (23.4%) 74 (13.2%) 42 (7.5%) 68 (12.1%)

symptoills or Jssoci:llion or sYlllptoms lasting ,llleasi one
cby aillong sl.lbjects who h:)d r'lken alltibiotics ihis very
clay if at kast one o[ these symptoills was a "major" one;
(il') Legi01wlla. had tu be deteCled in w:ller ancl/ur :Ierosul
uf the index shower Lhat was sclccteJ as represcnting
t~xposurc uf the case.

Wc explored two Olher definition~ of:!l'onlh( episode, in
a vicw to perform d sellsiuvity analysis. Thcse alternative
dcfinitions Cocus on lever, vieH'ed as the sole major sl'mp
lOllI. In the tlrsL une, [evcr muid bc associated or noL with
another symptom (arnong those listed in Labie l); in the
second, fever W:1S necessarily associal.ed wirh :lf least one
Otller sympl.om. Ali other criteria (lag after shower, dura·
tjon of episode and contami nation of water and/or ofaer·
osaI) were as c1escribed above.

Data ana/l'sis
Epi inlD version 3.3 and SAS were used for data In:mage
Incnt and :lnalysis. Ali SU!Jj~clS were :1~cri!Jed lo a ~hower

ward; Lhose having used more th,ln one shower in the
course of the study were ascribed [Q rhe shower t.he mosl
contaminaled. The exposure vaille thal was relained
among the 6 samples avaibble [<1 watersamples (twO l'uns
wilh lWO sam pies: firslilow and at'ler draininl;) and 2 aer
osols samples (MAS- LOO ,\IldSKC Impiger) 1\Vas the great
est I.-egiol'lellol. counr Ih:ll was lound, respeclively by cultu rt
and by F1SH.

For antibody Liters, dilïerclll "positivity" thresholds were
teslecL Legiol1ellol infection were considered as presenl
beyond incn::asing sera titers, irrespective o[ the species or
Legiollt'Ila serogrou ps.

The ,\ssociation bet.ween the incidence of PF .\Ild contam
ination ot' showers were tesLed wirh chi sqllares on inci
dence rates, and the association with the prevalence of
anti!Jocly tiLers by means of t.he regular chi square test.
'T'esls arc unc sided, :lIld p ":1/1 ,,::s 'Ire conlpl.llCd altel' the
exact [,isher test.

Results
The sllidy population consisrs in GO dderly voluntœrs
[roln 25 nursing hOllle~ ot' Lorraine. Theil' age and knoll'n
risk betors are described in table 2. Women represenr.
more than 2/3 ()î Ihe sllldy poplilation and arc, on :lVt~r-

age, oleler lh~m male voluntcers (p < LO"I). Ages ranged
frolll '16 10 '1 Dl years, Ihe median value bdng Sl years.
The populalion is constillited of 12.1% ofex-slllokers ,\Ild
7.5%,01 currenl sltlOl<ers. 'll1ree quarters Ul subjeCis h:ld a
histury of alleaSl one previuus medical conditiun (respi
ra tory disorder, conditions illlpairing ilnmunily or oLht:r),
wiLhout gender difrerencc.

Incidence of Pontiac fever
,\mong t.he 560 volunleers, 13 subjects had the dinical
evenls corresponding ta our detlnilion ot' Pl' during lhe .-1

monLhs of follow-up; one subject had lwice the c1inical
event, yiekling H infectiolls episodes of Pl'. The glob:ll
incidence rate was 0.115 cases pel. person-ye,u 195% con·
tidencc interval: l1.122-0.1271. These cases reside in '\3 of
the 25. nursjng homes. For lO 11Qllle~ 0111y Qnt;, case \Yi1S
reported; two Clses occurred in Ihe same nursing home, '1
and 7 cases respectivcly in LWO other institutions. In addi
tion rD this space c1ustering, ùlese cases exhibiled a time
aggregation: less than la c1ays separated, respective/y, ùle
2 and the <1 cases Ùlat oCCLIrree! in tlle same nursing
homes. The same held rnle [or'; Ollt of Ihe 7 cases th,J[
oCClirred in the same nursing home. Figure l displays ùle
epiclemic curves for these rhree nursing homes.

The different sl'mproms presented by cases are displayed
in table 3. The incubation period ranged l'rom 7'1 10 n
hours, with an average and median of ·IS hOllrs. ,\verage
duration of :.1 PI; episode was '1 c1ays. Sixteen subjt:cts
(respectively 1'1) met Lhe two other detlnitions Ol"<ll'I:' epi·
sode, l'ie/ding inciclenc:e raies of 0.08 (0.07) cases pel' per
son-year.

Bi%gical results
AJll.igenuria \Vas negative for all subjects. The distribution
of antibody liJers, ail [..?giOIl.'llil species and SCs com
bined, is given in table .1. Up JO antibody titers of l/ us,
the distribution ot' Pl' cases and of non cases were similar.
Bul subjcCls with titers of 1/256 had :1 gTe:Itcr prob;lbilily
to be a OSt: compared 10 weaker lil.ers (HR = 3,45; p =
O. LJ.); l'he corrcsponding antibodies were all[i-Lp SC 6
and anli-L.go1'llumii. On Lhe Olher hal\(l, il is IlUtewlHthy
rhat 6 sl.lbjecls who did notrnect the detinition crileria of
Pl' had tiler~ greaLer than 1/512 fOl antibodies <Inti-LI'
SGG, anti-L.jor""'li5, 'lnti-L.llliùi'ltiei, :\!lli-L.tllll/wffli and
anti-/.. boulIllIllii.
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Figure 1
Time distribution 01 PF Œses in the nursing homes were more than one case oCClIITed. A. Band C represent the nursing
homes were more th:\!1 one c:lSe occu'Ted. "days" represents the days (since the beginning 01 lallow up) atwhieh Pontiac leve,'
symptoms occurred.
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Table 3: Frequency ortlle different symptoms exhibited by the
subjects who met Pontiac revel' deflnition.

Symptorns
(in bold "n»jol' » symptoms)

Vertigo
Fever
Cough
Diarrhoea
Headache
Asthcnia
Myalgia
Vomiting
Shivers
N~lIse~

Sor'e dl roat
I\hinorrhea
Abdornin~1 pain

Proportion of sllbiccts
r~ omong 24 Cpisodcs)

100"4
73%
54%
31%
/9%
19%
15%
7%
4%
7%
7%
4%
4%

the 1~ISlllecltnique). Results (table 5) suggesl llial a con
tamination level measured by lhe FISH technique exceed
ing "] 0'1 Legionel/a. L·I of waler is assodaled wi Ùl <HI
increased risk of PF (p = 0.04). The rarc of PF is also
enhanced for greater contamination levcls (1\1\= 1.83 Inol
signillcanll ;Illd 2.12 Ip = 0.05/, respective!y for concen·
trations of 105 and IU6 /.esial1ellll. L" deleCled by FISI-l). On
the con Lrary, no statistically relevanl ,lssocialion was
observed bClween the levels of culturable I.egionel/" and
the Pl' incidence. This finding sllggesls a beller sensilivity
of the FISI-I teChJlique to characterize cxposure ta inlec
tiOlIS l,egiOldlll. When rhe two olher definilions of a pp
episode are ,lCconu1lCxlated, levels of 104 f.egiorwl/<I.I;I of
W:ller assaye<1 by tl1e rhe F1SH melhod. are :llso associ:lled
with ,ln increased incidence, altJlOugh more weakly, \Vith
p values of 0.06 (fever associated or not wilh anolher
symptom) and 0.08 (fever and anolher symptom) respec
tiveiy.

Table 4: Distribution or antibody titeo's anl0ng cases and non
cases of PF, and measure of association.

The associaLiol\ belween l'F incidence and shower waler
qualilY has been stuciied tOI' c1ifterenr concenU'auon
rhresholds, according r.o the analytical techniques rhat
were used (l\VO threslwkls for the culture, and ùuee for

Detection of Legiollella in shower water
Among the 2:3 subjects who presellled alleasl one evcnl
defined .IS PF, Lesial/el/II h:we been delecled in hot waler
ot' ail Ùle corrcsponding showcrs; lhey have also bem
t'ol.lnd in lhe ;I,:rosol of 7 showers. Aerosolised 1.':8/om:/I"
was always associatcd wilh presence of bacteria in the
waler. Hence, only waler contamination will be consid·
ered hereafler.

l.p W:IS more frequerH (66% of positive samples), wirh
mainly I.p ses 2 io 1'1. According ta rime of sampling
(firstl1ow or after draining) :Ind la the run (flrst orsecond
run, two c1ays after), [.esial/d/II coums range from 5.10 3 tO
2.107 CFU.!.·I of water (for odnm:) and from 9.H)J 10

13.10'" cells.L·I of warer (for rhe FISI-I rneùlOcI). For bath
delecrion merhods, warer Ll!sial1e11.r concentrations are
significantly greater in lhe tlm flow lhan after c1raining (p
=0.00 l, pairecilest).

Risk factors
Age, gender or rJIediGd hislory werc nol associ:llCd willi
incidence of Pl", as dellned in our sludy. The only ,'aclOr
lhat showed a slatistically signii1.canl ;Issociation \Vith ule
"case" condition \Vas iml1lLlnosupprcssive thcr.lpy (RR =
4.7, P =U.(2).

Discussion
This work proposes an operational dellnition of PF for
surveillance ancl epidel11iological inveslig;llion. The origi
nalilY oflhis slUdy is to lean l'lot on:ln epidemic situation
bllt on lollow-up, during '1 l11onlhs, of an elderly popula
tion residing in nursing homes. Taking a shower was the
exposing activity. LeSion.>I/'l concelHrations were rneas
ured bOlh in hûl-water and derosols ot showers, using cul
ture and fluorescent in SilU hybridisation (F[51-1) methods.
The proposed dcfinilion of PF corresponds 10 Ihe occur
rence of ar leasr one of the following "m;ljor" symptoms:
headache, myalgia, fevet or shi vers, associaled or Ilot wilh
oUler sYlllPlOlllS Iabelled ,IS "millor". SUcll OCCUrrence had
to accur 7.4 rn 48 hours after taking ;\ shower con rami
n'Hed with l.egiol1eUa. Tht' I)F incidence is staristically
increased when Légionel/a concentrations reach al lcasl
J()-ILegiollell'I.L-1 in the shower ,·valer, using the FISH
method, a levellhat seel11s 1.0 represt'nr '1 rhreshnld of risle
We are aware of no publishecl 'pklemiological sltldy on
Legionnaires' disease lh:lI evalU:Hed ;1 minilllai infeetive
OOS'\ Howeve l', ;1 review of Leginn na irc's episode. showed
Ihat whenel'er the probablt' sourcc of con la III ina!.ion was
found, \Vater conl:\ined more IhanL05 CrU.L·I Il.1. Two
olher dellnilions of a Pontiac episode were explored th,l1
f(xuss,~d on fever, :lssocia ted or not wi th other sYlllptollls;
this sensil.ivity analysis dic! nOl aller the results.

Number of subjects Nlimber of sllbjects RI\ (and p')
with Pontiac fever widlout POllti:lC fever

5 94 1.39 (0.34)
2 39 1.27 (0.49)
3 77 0.94 (0.61)
2 24 2.08 (0.27)
2 14 3.45 (0.12)

o 6 P = 0.78

1116
1132
1164
11128
11256
1/512

Antibody
[j[~I'S

" pvalue 3re rrorn one-$ided tests

ERRATUM

Une eITeur s'est glissée dans le tableau 3, qui stipule l'apparition de vertiges chez 100% des sujets. En fait, la

fi'équence exacte d'apparition de vertiges chez les sujets est de 0%.
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Table S: Cases distl'ibution (and pe,·son·days at risk) (01' di((el'ent levels of showel' contaminations and associations' l11easure.

ClJntilmil1a~ioJI tllresllald Exposun~ catcgoric_s Nllqlbcr ':'If subjccts v.... ith Ponti;!c RR, (,pd p')
(ever (person-d"ys <ll ,isk)

CFU", 1.0' L' Exposcd 10 (24855) 1.30 (033)
Unûxposcd 13 (42001)

CFU", 10' L' Exposcd 9 (20928) 1.41 (0.27)
Ullcxposcd 14 (45928)

Cclls·FISH > 10" L-i Exposcd 23'(562'15) UD'~' (0.02)
Uncxposcd 0(/06/1)

Cclls-FISH ~ 10\ L" Exposcd 19 (-18265) 1.83 (O.19)
Ullexposed 4 (/859/)

Cclls-FISH , 10" L 1 Exposed Il (20/85) 2.12 (0 OS}
Unexposcd 12(46671)

i<p YJ.llIi~ 3.re from one<~idcd tests
HU.D: lJndcfincd, bCC:IIISC of 0 c:.~e~ :"In"lûn~ llncxposcd
CFU: cc Ils cOllm by cullUr"
Cclls- FI5H: cclls count by FI5H mctltod

Th~ description or [)F in nm silldy is unIlSIl:·ll in several
a,pecl,: lhe sluJy popul,lliun ,1I1d IOGllioll, die WllITt' or
Lhe exposu rt: and !to\\' iL '.vas ascenai ncd.

Study population and epidemiologie particularities of the
results

UULsludy dt'scribt's. iur lht: JlrSl LillLt', Lu_uur l\llowkdgt',
(he incidence of PI' in a pOpl.lbliun 01 elderly people in
nursing hOlnes. l'revious studics h.ll'e dcscribed r::pickmic
Pontiac episoJcs with spa (wilh jacuzzi), decuuLivc COLUl
tains Il,5,G, L3,)G'281, in relaLion with cooling lOwers ['1],
~nd ;llso .1Inong lVorl,<~rs involved in c1e:lIling J(livilks
with high pressure w;lter in confincd Sp:ICCS [J,17,20,)')I.
ln Inosl stllciies, suhjeus (usll:dly young :Incl nol living
conlinuously in the scuing whcre exposurc lOok place:)
were exposed c1uring a short period (generally nor.cxce<~d

ing tcn days) 10,\ COllllllon soUrce, .1 siill;lI,ion that beili
l:lIes Iink:Jge between :i c1l1ste'r of' syrnptOins :lInong
st'""ral illdividllals and :·1 COI11I11111l sourer. ofexposllrc. On
ùle conLrary, our slucly describes symploms 01 Pl' aillong
subjccts ~vho 111:1Y be t~xrosed iter~tively ,Ind individmlly.
1n this "elld'~ll1ic" context, however. cases appe.Hed on a
grouped mode since, besidës 10 spuradic GISëS, aH olhërs
:·11110 1'1 g 23 who Illclthe casn-Idill ition OCClirred on a short
periL,c!<tlllllllgsubjecls belonging 10 tlHee nUIsing IlOllIe,.
III rctcrence 10 epidt'Illiologic dala availabk in Lht' Iiler:l
li Ire, Lhe incidence raLe Gllculaled in this sLudy expresses
this pari,icular conlexL Ludecd, previous papers have
dcscribed very high auack ral.es or l'l", :lb<>1I1. 70 1090% III
in an epidt'lIlic selLing. On Lhe wnlnry, whell l'l'episocks
OCC1.Lr in Lhe cOllllnuniLy in :1 non epidelilic st'tling, Lhe
llIilcl severilY of the symptoll1s Gin le:.ld to lInderestillla·
tion of lrue incidence, Ùn'sc b:1l1al sYlllplol11S bcing easily
overlooked [51; hence, in a popul:uion follow·up seuing
like in om stlldy, d:lIa collection Inight weil miss som,:
C3$~S.

S~ra tirers of 1!25(; :1ppe;n hfre as being linlœd ln C1St'S nf
!'['widl a relative risk I-,1'J.5 (p = O. L2). Lnleresljngly, dli,
corresponds 10 the c1clinition olthe Frcnch Nalion:ll [nsti·
lute of I-le,dlh Surveillance (invl») oi ,[ ptobabk (<\$e 01'
Legionnaires'disease [301. Our reslills concerning the anLi
gcnuria (0 positive antigenllria lor 2.3 subjeCls are simil:tr
(.0 llwsl: .dt',c;ibt'd iu ,oml: swdks_ abllllL kgiouello'i'.
[J,'l(),20i. Six subjecls who did not lIIœt Lhe proposed
dctlnilion criteria of Pl' exhibilec\ high liters of antibody
(> li 128), an inlriguing observation. First, ont' shoulJ
considcr [he small number ofcases, .lllowing Jor sampling
va riabi 1ity. Thismigh t:llso be expl:! ined by cross·reaclions
of :ll1libociies deleclion in relalion wilh thc indirect
iml11l1110fluoresŒnœ lechniqlle Ihai is lIsed. These cross
rcaclions :nc 1ll:1llY ancl were dcscribed tOI' mycobactcries,
leptospires, CI:ItII/IVtiit/, M)'copl,ISIII<I, Cilrol.'<ll.:rer, CII//p)'lo
1Ji/r:t",. and Coxie/lil. IlI/l1uw'i (J'lj. \olorwvcr, l.egioll.,;/ff/
encounrerecl in bUlllan p<llhology generally belong lo lbe
{i/lelill/.ophilrl spccies. 1n Ollr sllldy, excq)( 1.[1 S(;(;, rhe otlwr
species observecl amoùg subjecls with high levels of anLi
body who did no, mœr our d<:finirion of pr, belong r:o the
non pIl.I~llIIlOphi/<I species (anti-L. jrmlr/lI.is, <1tHi-L. II/.ic:r/rltiui,
anLi·L. dllllllJ/Jii :llld 'Inli·L. IJoœlll.<ll'Iii). This :Ilso GUl be
cxpbined by the possibility of cross-reaetions hetween
c\iiierelll serogroujJS ,uld dill'erenl species 01' Legionclla.
[J'2I. The 1ll0s1 f'rt'que111. sYlnplol11s ÜI,lt were exhibited by
Lhese subjt:cts \\'ere cough (5!G), dyspnea (J!G), dLtrrhoea
(Jjé,) and he:ldaches (J/G). AlùlOugh symplOllls I)cLUrred
in the lInee d'lYS 10110IVill}; :\ shu\\'er, t1lese Sllbjl:US did
Ilot coillply will] our dt'l1niLilln ~iLlI'!r because liley ouly
presenled "Ihinor symplorns", or beGluse Lesioliel/0.1- kld
noL bœn elctectecl in tl\<: showers lhey llsed.

[n .lccorel wilh olha aUlhors, age, genckr and smoking
hahils :lre nol' founel .1S risk i:tctors for Ponri:\c (ever
[lO,1 li. 'rhis condition rnighl èvcn arrecl prcfercnriaHy
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young subjeCls, wilh typieal ages ,unong eases in pub
lished epidemies ranging belween 30 ta 40 years 13,4,10
[JI. These figures are not comparable tu ours sinee ùle
avcr,lge age of our elderly pupulalion aman' cases of Pr
was 82 years, simiJar to subjecls who did nol exhibit PlO
symptoms.

Alllong clinical risk faClors lhat have been evalualed in the
present sLudy (a history of respiratory conditions, sick
nesses impairing the imrnunity sysiem such as diabetes,
cancer, cardiovascuJar conditions and dementia such as
Alzheimer's clisease), only irnrnl.1110SUppressive iherapy
W:1S asso(Î:lted with the incidence of PG (p = 0.02). Th is
very risk faclor had been also described in a sLudy where
prev:Jlence of COllllllunity respir:nory conditions W;lS
compared between subjecLS resiJing in nursing hornes
'1I1d:n home [331.

Source and measure of exposure

Aerosolised f.egirJ/lell'l re,1Ched gre,ll.erCOnCenlr;l1ions dur
ing lhe first minuLe, as previously described by several
aUlhors /3'1,35). One limilation o[lhis sl.udy resides in Lhe
semi-ecological charaner of exposure assessment. Indeed,
exposure was nOL assessed aL an individual \eve\ but by
groups ofsubjccrs. Ali showers coulcl not be systematically
samp!cd and we assigned LO a shuwer 1\ (notsall1pl<:sl) Lhe
sarne qualilY as shower 13 (sam pIed) on crileria basecl on
the existence ofa eommon w:lter column teecling the lWO
showers. The resulting expusure m.isclassificatioll is a
Berkson type error [36,371. It tencls (Q lessen statistical
power by iner Jsing the variances estirnates of the :Jssoci
ation; however it c10es not biase lhe point eSLimate, when
the average group exposure is corr,:ctly repri:senkcl by rhe
rneasurcd concentra lions.

,\-\oreover, we have made the hypotJlesis that the hot
w:lIer Le8ionel',j contalnin:Jtion rernainccl stable c1uring
the whole follow-up periocl. Now, only lWO Illeasure
menls of water contamination were clone at the end fol
10W-l1P period in each nllrsing home rD ch;1I"acterize
exposure along the study. The validity of this assumplion
depencls ùlereiore on lhe Lime v~lfiabiliLy of Ùle shower
war.er contalllin:Hion, whose aV,llU:Hion is uncler way. It
alsu de pends upon ulher factors such l!Jat sensiLiviLy and
speciflcily ot" Lhe s:lInpling and analylical rneLhods lhal
were usecl 18,251. flecause lhe cullure method has not Lhe
capacily lu delecl ail viable baClcria tJMI. are samplecl in
lhe envirorullenl, duc lO lhdr very diverse physiologicrl
slales 1381 and lo envirunlnental sltess, condilions LIraL
lecllo lire concept uf "viable but not culLurable baeleria"
139-'1 li, therc is some degn~e of unclereslimation ofbacte
rial concenlrations. I\\oleeubr appro:lches like Ùle FISH
lechniquc Illight provic!e more represenlalivc concentra
tion eSlirn:Jlcs, le:Jcling la illlprol'i'c1 exposure :Issessmenl

lo baeterial paùlogens. Figures wiù, dle FISH meùwcl du
nOl ex.isllu claIe.

Conclusion
Ourcpidcmiologieal IIndings bacl< lhe operaliona] dellni
Lion of ùle PF that wc propose. It nl:cels to oc confirtlled
by others studies. The investigation is still going on in
order ta incluc!e a ùlOusand uf volunteers, a nlllllber lhal
sholllcl ensure a gre:uer slalislical power.

Abbreviations
pr : Pan riac fever

Lp: Legionella pnellmoplrila

L. feeleii: Legionella feeleii

L. Illicdaelei : micdaclei

1.. ilniS,l: I.egionel\;) ,lIlisa

SC (s): serogrollp (s)

<lnti-Lp: anti Legiunella pnculllophib

~Il!ti-L.: ami Legionella

AFNOR: Agence Fr:Jnçaise de orrnalisalion

FISI-/: Fluorescent ln Situ Hybriclisation

RR: Rel.nive Risk

CDe: Celllcr of Diseases Conlrol

INVS: Institut National de Veille Sanitaire (1 atjonal insti
lutc of Medical Sl.Irveill:Jnce)

MAS: /vlierobial Air Moniloring System

ut-:c: Colony-t'oI1l1ing Units

,. f\sterisked abbrcviarions ilre not defined in rhe body of
lhe Lexl

Financial and non-financial cornpeting interests
The aUÙlUr(') c1cclarc lhallhcy have no culllpeLÎng inter
eSlS.

Authors' contributions
Tl' was involved in the epidemiological survey. He per
forrnecl data sLalislica! analysis and \\'roll: the lIlanliscripl.

183



BMC Public Heallli 2006, 6: '112

Chapitre 5, Etude épidémiologique du risque lié à Legionella

http://vvvvw.biornedcentral.com/1471-2458/6/1'1 2

MAD orrkel out th" environrnenlal analyses (aerosols
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En conclusion, l'analyse des données sur une partie de l'effectif de personnes âgées a permis de

proposer une définition d'un cas de fièvre de Pontiac qui intègre à la fois des données cliniques et

métrologiques. Les critères cliniques retenus sont la survenue dans les trois jours suivant la prise de

douche d'un signe majeur minimum associés ou non à des signes mineurs.

- Les signes majeurs sont: céphalées, myalgies, fièvre ou frissons.

- Les signes mineurs issus de la littérature sont les suivants: vomissement, toux, vertiges, dialThée ou

asthénie.

La durée de l'épisode doit être comprise entre 2 et 8 jours.

Enfin, Legionella, à l'origine de l'infection, doit être mesurée dans l'eau et/ou dans l'aérosol de l'eau

des douches du patient considéré.
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4.2 INCIDENCE DE LA FIEVRE DE PONTIAC

L'article présenté ci-dessus a permis de proposer une définition de la fièvre de Pontiac basée sur une

partie de l'effectif (560 personnes âgées). L'étude épidémiologique achevée sur plus de huit cents

personnes âgées, il est intéressant de conforter les données obtenues sur la totalité de l'effectif; ce

dont les paragraphes suivants se proposent de faire.

4.2.1 Présentation des cas de fièvre de Pontiac

Pour un effectif de 828 personnes âgées participantes à l'étude épidémiologique, la définition clinique

d'une fièvre de Pontiac a permis de mettre en évidence 33 épisodes de cette forme clinique pour 32

personnes: une personne a réalisé 2 épisodes de fièvre de Pontiac.

Toutefois, chaque épisode est considéré comme une fièvre de Pontiac à la condition majeure que la

bactérie Legionella, source de l'infection, ait été détectée dans l'eau chaude et/ou dans l'aérosol des

douches. Cette détection est réalisée à l'aide de deux techniques d'analyse: la culture et l'hybridation

in situ (FISH) (chapitre 2, § 6).

L'analyse de l'exposition des 32 personnes-cas s'est révélée positive seulement pour 29 personnes;

pour 3 cas, la bactérie Legionella n'a été détectée ni dans l'eau ni dans l'air (Tableau 5.5).

Par ailleurs, pour 11/29 cas (37,9%) de fièvre de Pontiac, la bactérie Legionella a été mesurée à la fois

dans la matrice eau et dans l'aérosol.

Tableau 5. 5 : Exposition à Legionella des personnes âgées répondant à la définition clinique de fièvre de
Pontiac (n=32).

EAU CHAUDEExposition

Mesure
Legionella
cultivables

Legionella-FISH

AEROSOL

Legionella-FISH

Points de douche positifs (%) 1 11132 (34,4%) 29/32 (90,6%) 11132 (34,4%)
1 un échantillon est dit positif quand la concentration en Legionella est supérieure à la limite de détection.

Les 29 cas de fièvre de Pontiac suivent les caractéristiques observées pour l'ensemble des participants,

à savoir 2/3 de femmes et un âge moyen de 82 ans (± 9,3 ans).

4.2.2 Caractéristiques cliniques des cas de fièvre de Pontiac

L'état clinique des 29 personnes-cas fièvre de Pontiac est évalué au travers (i) de l'apparition de signes

cliniques évocateurs de la fièvre de Pontiac au cours de l'épisode de légionellose bénigne et ; (ii) de

dosages d'antigènes urinaires anti-L. pneumophila SG 1 et; (iii) de dosages sanguins de 18 anticorps

anti-Legionella.
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Le tableau 5.6 montre que le signe clinique le plus fréquemment observé chez les 29 cas pendant les

épisodes de fièvre de Pontiac est un des quatre signes majeurs de la définition de la pathologie: la

fièvre pour 75,9% des cas. Quant à la prévalence des trois autres signes majeurs (frissons, myalgies ou

céphalées), elle est comprise entre 6,9% et 17,2% des cas de fièvre de Pontiac. Les signes mineurs les

plus observés, caractérisant la fièvre de Pontiac, sont la toux (44,8%) et la diarrhée (27,6%). La

fréquence d'apparition des signes cliniques chez les personnes cas conforte la première analyse

(publication, §4.1 de ce chapitre) réalisée sur une partie de cet effectif. En effet, la fréquence

d'apparition des signes cliniques n'est pas statistiquement différente quel que soit l'effectif de la

population âgée analysé. Le nombre de signes cliniques apparus, pendant les épisodes de fièvre de

Pontiac, pour l'ensemble des cas est de 2,1 (±ü,8) (médiane = 2). Seules deux personnes présentent un

maximum de 4 signes cliniques, au cours de l'épisode de fièvre de Pontiac.

Tableau 5.6: Signes cliniques observés chez les 29 cas deflèvre de Pontiac au cours des épisodes.

• Signe majeur de la définition clinique de fièvre de Pontiac

Signe clinique

Fièvre'
Toux
Diarrhée
Céphalées'
Asthénie
Myalgies'
Vomissements
Frissons'
Agitation
Douleurs abdominales

Nombre de cas ayant présenté le signe;
n (%)

22 (75,9%)
13 (44,8%)
8 (27,6%)
5 (17,2%)
4 (13,8%)
4 (13,8%)
3 (10,3%)
2 (6,9%)
1 (3,4%)
1 (3,4%)

Pour les 29 cas de fièvre de Pontiac, comme pour l'ensemble de la population d'étude, les dosages

d'antigénurie urinaire anti-L. pneumophila SO.1 se sont révélés négatifs.

Le dosage des anticorps dirigés contre 18 espèces de Legionella, considérés comme marqueurs

biologiques d'exposition, a été possible pour seulement 23/29 cas de fièvre de Pontiac du fait d'une

déficience et/ou d'un mauvais état de leur capital veineux. Dans une première approche de l'analyse

de l'état immunitaire des cas de fièvre de Pontiac, seul le titre d'anticorps le plus élevé parmi les 18

espèces de Legionella testées a été pris en compte.

Le tableau 5.7 montre que pour les deux tiers des personnes, ayant présenté un épisode de fièvre de

Pontiac au cours des 4 mois de suivi épidémiologique, aucun anticorps n'a été détecté quelle que soit

l'espèce recherchée. Seules 2 personnes présentent un titre d'anticorps positif au 11256: pour une

personne, il est dirigé contre l'espèce L. gormanii et pour l'autre, il est dirigé contre l'espèce L.

pneumophila SO.6.
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Tableau 5. 7: Prévalence des titres d'anticorps, toute espèce de Legionella confondue chez 23 cas cliniques
de fièvre de Pontiac.

Titre maximum des sérums'
Nombre de cas

n (%)

Inférieur à la LD 16 (69,6%)

Positif au 1/16 7 (30,4%)

Positifau 1/32 4 (17,4%)

Positifau 1/64 4 (17,4%)

Positif au 1/128 2 (8,7%)

Positif au 1/256 2 (8,7%)

Positif au 1/512 0 (0 %)

1 Seul le titre en anticorps le plus élevé parmi les 18 dosages est considéré; LD = limite de détection.

Lors de la première analyse des données réalisée sur plus de cinq cents personnes âgées (publication,

§4.1 de ce chapitre), les effectifs des cas ayant des titres positifs en anticorps (indépendamment du

seuil) sont semblables à ceux de l'effectif total présentés dans le tableau ci-dessus. Seule la proportion

de cas ayant des titres inférieurs à la limite de détection est augmentée passant de 50% à 69%.

4.2.3 Epidémiologie de la fièvre de Pontiac

Pour ces 29 personnes âgées-cas fièvre de Pontiac, la durée moyenne d'un épisode de 3,5 jours (84

heures) et la durée moyenne de la période d'incubation est de 2,1 jours (51 heures).

En tenant compte de la durée exacte de participation à l'étude, la densité d'incidence de la fièvre de

Pontiac, pour la totalité de l'effectif, est de 0,11 cas/personne.an (I.e. 95%: 0,07-0,15). Cette densité

est équivalente à celle obtenue dans la première analyse sur plus de cinq cent personnes âgées (0,125

cas/personne.an). En outre, le taux d'incidence (ou incidence cumulée) est de 3,6% (30 épisodes pour

828 personnes à risque) pour une période de quatre mois de suivi.

Une personne est dite exposée à Legionella, si la bactérie est mesurée soit dans l'eau soit dans

l'aérosol, et ce, quelle que soit la technique d'analyse (culture ou hybridation in situ). De ce fait, 691

personnes (83,5%) ont été exposées à Legionella. Avec 30 épisodes, le taux d'attaque de la fièvre de

Pontiac est de 4,3% dans notre étude. Les 29 personnes âgées ayant répondu à la définition de la fièvre

de Pontiac sont réparties dans 16 des 34 maisons de retraite de l'étude. Parmi ces personnes, 12

(41,4%) sont des cas isolés et donc sporadiques dans leur établissement, tandis que les 17 autres cas se

sont produits de manière groupée dans 4 maisons de retraite différentes. Par rapport à ce qui est décrit

dans la publication (§4 .1), l'analyse de la totalité de l'effectif de personnes âgées a permis de mettre

en évidence 4 cas groupés de fièvre de Pontiac supplémentaires au sein d'une maison de retraite

(Figure 5.6).
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En conclusion, les cas groupés de fièvre de Pontiac ont été répertories dans 4 établissements: au sein

de 2 maisons de retraite, 4 cas de fièvre de Pontiac ont été diagnostiqués; pour les 2 autres maisons de

retraite, il y a eu respectivement 2 cas et 7 cas groupés de fièvre de Pontiac (§4.1 de ce chapitre).

99 100 -- 113 -- 122 -- 127 128

Jour du suivi

Figure 5.6: Courbe épidémique des 4 cas groupés de fièvre de Pontiac diagnostiqués dans une maison de
retraite auxquels s'ajoutent les cas décrits par Tossa et al. [2006].

Les 17 cas groupés de fièvre de Pontiac dans 4 maisons de retraite sont aussi agrégés dans une

séquence temporelle relativement courte. En effet, l'intervalle de temps entre la survenue de deux cas

de fièvre de Pontiac est compris entre 1 et 44 jours (Figure 5.6 et §4.1 de ce chapitre). Par ailleurs, la

survenue de plusieurs cas de fièvre de Pontiac au cours de la même période n'a été observée qu'au

sein d'une maison de retraite et ce pour deux personnes.

5 DISCUSSION

Les éléments développés dans ce chapitre ont perrllls: (i) de présenter le contexte de l'étude

épidémiologique menée dans une trentaine de maisons de retraite lorraine ainsi que la population

d'étude; (ii) de proposer une définition opérationnelle de la fièvre de Pontiac afin (iii) d'évaluer son

incidence au sein d'une population âgée. Plus de huit cents personnes âgées résidant dans 34 maisons

de retraite de LOlTaine, ont participé à l'étude et ont été suivies sur une période de 4 mois.

5.1 SINGULARITES DE LA RECHERCHE ET DE LA POPULATION ETUDIEE

La particularité de cette étude est le suivi clinique, pendant 4 mois, d'une population de personnes

âgées résidant dans des maisons de retraite: elle ne s'appuie pas sur une situation à caractère

épidémique. La prise de douche est l'élément exposant à Legionella, bactérie mesurée à la fois dans

l'eau et dans l'aérosol.

Neuf pourcent des maisons de retraite de LOlTaine ont participé à l'étude et sont localisées dans

l'ensemble des quatre départements de la région. L'historique des contaminations éventuelles en

légionelles au sein des maisons de retraite participantes n'a pas été vérifié au préalable, ce n'était donc

pas des critères de sélection des établissements d'étude.
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La recherche des antigènes urinaires de L. pneumophila Sa.l s'est révélée négative pour l'ensemble de

la population d'étude. Cette analyse est spécifique d'une infection récente (l'antigène urinaire disparaît

quelques semaines après le contact avec la bactérie [Kohler et al., 1984]) qu'il est difficile de capter

dans une étude de prévalence; ce qui pourrait expliquer cette négativité des résultats. Rappelons aussi

que le dosage est uniquement spécifique à la recherche de l'antigène dirigé contre L. pneumophila

sa1 ce qui restreint considérablement le champ d'investigation d'une éventuelle infection.

D'autre part, les dosages sérologiques des titres d'anticorps anti-Legionella ont ciblé 18 espèces de

Legionella. Pour plus de 88% de la population âgée, tous les titres d'anticorps anti-Legionella

recherchés sont inférieurs à la limite de détection. Les anticorps les plus fréquemment détectés, dans

notre population d'étude, sont dirigés contre des L. pneumophila, plus précisément contre le

sérogroupe 6 (11,3%), le sérogroupe 5 (11,1 %) et le sérogroupe 3 (7,1%).

Les anticorps anti-Legionella ont été majoritairement détectés à des titres faibles: 28% positifs au

1/16ème
, 20% positifs au 1/32ème et 17% positifs au 1/64ème

. A notre connaissance, il n'existe pas de

données bibliographiques sur la prévalence des titres faibles en anticorps dans la population âgée dans

un contexte non épidémique. Les quelques études disponibles ont été réalisées sur des populations

saines (donneurs de sang, résidents) et présentent une séroprévalence en titres faibles de 10 à 100 fois

plus faible [Heudorf et al., 2002 ; Franzin et Scramuzza, 1995 ; Borobio et al., 1987 ; Bomstein et al., 1986 ;

Storch et al., 1979]. A titre d'exemple, les études sur des donneurs de sang montrent une prévalence

d'anticorps anti-Legionella, positifs au 1/16 ou 1/32, de 0,3% [Franzin et Scramuzza, 1995], 1,2%

[Borobio et al., 1987] ou 2,5% [Bomstein et al., 1986]. Les spécificités de notre population d'étude,

notamment au niveau de l'âge et des antécédents médicaux pourraient expliquer cette différence de

séroprévalence entre notre étude et la littérature, mais il faudrait réaliser d'autres travaux pour

corroborer ou non cette hypothèse.

Concernant la prévalence des titres élevés en anticorps, seules 3% des personnes âgées ont des titres ~

1/256. Seule une étude s'est intéressée à la séroprévalence des titres élevés en anticorps dans la

population âgée dans un contexte non épidémique [Boldur et al., 1986] : sur près de 200 personnes

âgées, 15,5% présentaient des titres de sélUm positifs au 1/256ème
• Mais les auteurs précisent que les

personnes âgées étaient dans un état de santé très faible et que certaines d'entre elles avaient subi

plusieurs hospitalisations, cc qui peut expliquer pourquoi la séroprévalence des titres élevés était plus

importante que dans notre étude.

5.2 DEFINITION D'UN CAS DE FIEVRE DE PONTIAC

Le point fort de ce chapitre est de proposer une définition opérationnelle de cas de fièvre de Pontiac

sur les données complètes de l'étude. Elle est basée à la fois sur des critères cliniques et

métrologiques. Les critères cliniques retenus sont la survenue dans les trois jours suivant la prise de

douche d'un signe majeur minimum associés ou non à des signes mineurs.
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Les signes majeurs sont : céphalée, myalgie, fièvre ou frissons. Les signes mmeurs ISSUS de la

littérature sont les suivants: vomissement, toux, vertige, dianhée ou asthénie. La durée de l'épisode

doit être comprise entre 2 et 8 jours; 1 jour en cas d'antibiothérapie. Sur le plan métrologique,

Legionella, à l'origine de l'infection, doit être mesurée dans l'eau et/ou dans l'air des douches

étudiées.

Il s'agit d'une avancée importante puisque la pathogenèse de cette maladie est mal connue car moins

de vingt épidémies ont été décrites depuis 40 ans sans doute par le manque de systèmes de

surveillance adaptés. Les symptômes cliniques décrits jusqu'alors, hétérogènes suivant les études, sont

ceux d'un banal syndrome pseudo-grippal : nausées, myalgies, fièvre, frissons, maux de tête, toux,

troubles de la mémoire et de la concentration [Castor et al., 2005 ; Huhn et al., 2005 ; Jones et al., 2003 ;

Benin et al., 2002; Fields et al., 2001 ; G6tz et al., 2001 ; Gregersen et al., 1999; Lüttichau et al., 1998;

Golberg et al., 1989; Friedman et al., 1987; Hetwaldt et al., 1984 ; Spitalny et al., 1984; Fraser et al.,

1979; Glick et al., 1978]. Même si aucune définition clinique unique n'existe à ce jour, notre travail a

permis de donner pour la première fois une définition d'un épisode de Pontiac associant clinique et

métrologie.

Notre définition de la fièvre de Pontiac ne prend pas en compte l'état immunitaire des personnes et

aucune relation entre taux d'anticorps et épisode de Pontiac n'a pu être observée. La littérature est

contradictoire à se sujet. En effet, pour certains auteurs, la fièvre de Pontiac développe les mêmes

critères sérologiques que la maladie du Légionnaire dans des contextes épidémiques [Friedman et al.,

1987 ; Hunt et al., 1991]. D'autres prétendent au contraire que la sérologie lors d'une fièvre de Pontiac

est inconstamment positive [Thacker et al,. 1978] ce qui est d'ailleurs le cas dans notre étude se situant

dans un contexte non épidémique. L'état de l'art concemant l'antigénurie est tout aussi contradictoire;

rappelons qu'aucune antigénurie positive n'a été observée lors de notre étude. La présence d'antigènes

urinaires semble positive de manière inconstante, même pour des épidémies reliées à L. pneumophila

SG.1 : aucune antigénurie positive pour 5 cas [Gregersen et al., 1999], 2 antigénuries positives sur 16 cas

[Friedman et al., 1987]. D'autres études ont montré aussi l'absence totale d'antigénurie positive lors

d'épidémies de fièvre de Pontiac [Castor et al., 2005; Gregersen et al., 1999; Friedman et al., 1987].

5.3 INCIDENCE DE LA FIEVRE DE PONTIAC CHEZ LES PERSONNES AGEES

L'étude a permis de diagnostiquer 30 épisodes de fièvre de Pontiac développés par 29 personnes

âgées, soit une densité d'incidence de 0, Il cas/personne.an (I.e. 95% : 0,07-0,15). Aucune autre étude

n'a évalué l'incidence de fièvre de Pontiac dans une population de personnes âgées résidant en maison

de retraite, dans un contexte non épidémique.
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En effet, les études antérieures décrivent des épisodes épidémiques de fièvre de Pontiac en rapport soit

avec des séjours dans des hôtels (station thermale avec jacuzzi, fontaines décoratives) [Benin et al.,

2002; Fields et al., 2001; Fenstersheib et al., 2001 ; Gotz et al., 2001; Spitalny et al., 1984; Mangione et al.,

1985], soit avec des restaurants (fontaines décoratives) [Jones et al., 2003], soit avec des installations

industrielles (tours aéro-réfrigérante) [Mangione et al., 1985] soit enfin chez des employés travaillant à

des postes de nettoyage avec du jet d'eau à haute pression dans des espaces confinés [Castor et al.,

2005; Gregersen et al., 1999; Helwaldt et al., 1984].

Le taux d'incidence de la fièvre de Pontiac est de 3,6%. Avec 30 épisodes, le taux d'attaque de la

fièvre de Pontiac, dans notre étude, est de 4,3%. En référence aux données disponibles dans la

littérature, le taux d'incidence calculé dans cette étude traduit le contexte épidémiologique particulier.

En effet, les travaux antérieurs rapportent des taux d'attaque de fièvre de Pontiac élevés, de Il à 94%

qui ont été obtenus dans le cadre d'investigations menées suite à des épidémies de fièvre de Pontiac

[Huhn et al., 2005 ; Jones et al., 2003; Benin et al., 2002 ; Fields et al., 2001 ; G6tz et al., 2001 ; Miller et al.,

1993; Fenstersheib et al., 1990; Friedman et al., 1987; HelWaldt et al., 1984; Glick et al., 1978). Il est alors

difficile de comparer rigoureusement ces données aux nôtres compte tenu des différences de

population et d'exposition. En effet, par définition, une épidémie correspond à une exposition aiguë

donc a priori limitée dans le temps, d'intensité forte en terme d'exposition (contamination en

légionelles sans doute importante, mais pas toujours reportée dans les travaux) et sur une population

exposée plus restreinte. Or, nous nous situons tout à l'inverse de cette situation, et notamment, la

contamination des réseaux d'eau en Legionella des établissements n'était pas connue au moment de

l'inclusion des volontaires. Ainsi, l'évaluation de l'incidence de la fièvre de Pontiac, telle qu'elle a été

réalisée reflète plutôt un bruit de fond de la fièvre de Pontiac au sein d'une population sensible. Par

ailleurs, la bénignité des troubles associés aux épisodes de fièvre de Pontiac peut occasionner une

sous-estimation de l'incidence. En effet, ces troubles d'apparence banale peuvent passer inaperçus

[Jones et al., 2003] et donc ne pas être renseignés sur le registre de recueil de données mis en place dans

notre étude. Nous avons quand même pris la précaution de renseigner toute éventuelle épidémie

intercunente de grippe au sein de chaque établissement au cours des suivis; aucune épidémie de

grippe n'a d'ailleurs jamais été observée.

En conclusion, la définition opérationnelle de la fièvre de Pontiac a permis de la diagnostiquer chez 29

personnes âgées. Les caractéristiques générales, les signes cliniques ainsi que l'état immunitaire de ces

personnes ont été présentés. Toutefois, il serait intéressant de comparer ces caractéristiques à la

population générale afin d'identifier d'éventuels facteurs favorisant la fièvre de Pontiac au sein des

personnes âgées; ce sera l'objet du chapitre suivant.
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Chapitre 6. Evaluation du risque deflèvre de Pontiac

partir des données de l'étude épidémiologique réalisée au sein des maisons de retraite de

Lon'aine, l'objectif de ce chapitre est d'identifier et de quantifier les facteurs de risque

de la fièvre de Pontiac chez les personnes âgées, afin de disposer d'un modèle de

prédiction du risque de la fièvre de Pontiac. La finalité de ce chapitre est d'apporter des éléments de

réponses quant au risque légionelles en établissant des liens entre le diagnostic de fièvre de Pontiac et

les niveaux de légionelles dans l'eau et dans les aérosols. Ces niveaux à risque sont comparés aux

seuils actuels de gestion du risque légionelles.

1 CONTEXTE DE L'ETUDE

Actuellement, les facteurs de risque de la fièvre de Pontiac sont mal définis et contradictoires d'une

étude à l'autre. Par exemple, pour certains, le tabagisme favorise la fièvre de Pontiac [Huhn et al.,

2005; G6tz et al., 2001] et pour d'autres, n'a aucune influence [Benin et al., 2002; Friedman et al., 1987 ;

Mangione et al., 1982]. De même, certains font référence aux antécédents médicaux en précisant qu'ils

ne constituent pas de facteurs de risque de la fièvre de Pontiac [Benin et al., 2002], alors que d'autres

n'y font aucune référence [Lüttichau et al., 1998; Miller et al., 1983].

Dans le chapitre précédent, nous avons évalué la densité d'incidence de la fièvre de Pontiac dans la

population d'étude: 0,11 cas/personne.an (I.e. 95%: 0,07-0,15), cOlTespondant à 30 épisodes

épidémiques développés par 29 personnes âgées au cours des quatre mois de suivi. Par ailleurs, les

signes cliniques développés par les 828 personnes âgées ainsi que leur état immunitaire ont été

présentés. Les personnes âgées atteintes de fièvre de Pontiac ont été exposées à Legionella aux points

de douche, qui ont été retrouvées pour certaines, à la fois dans l'eau et dans l'aérosol.

Il est également intéressant de comparer les caractéristiques, antécédents et niveaux d'exposition à

Legionella, entre les cas de fièvre de Pontiac et la population non atteinte afin d'identifier d'éventuels

facteurs de risque favorisant la fièvre de Pontiac chez les personnes âgées.

Concernant l'exposition à l'agent pathogène, aucune étude ne propose un seuil critique de Legionella.

En France, la réglementation, élaborée de manière empirique, impose une valeur de gestion du risque

de 103 Legionella-UFC.L" eau [DGS, 2002] sans pour autant avoir défini un niveau sanitaire

acceptable pour Legionella.
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Il est intéressant d'évaluer à quel niveau de risque conespond ce seuil de gestion de la réglementation

française qui s'applique à la qualité de l'eau, mais aussi d'étendre cette évaluation aux aérosols, voies

de transmission de la fièvre de Pontiac [Fields et al., 2001 J.

Nous avons donc choisi d'étudier les facteurs de risque de la fièvre de Pontiac au sem d'une

population âgée, exposée à Legionella par l'eau et les aérosols de douche, d'une trentaine de maisons

de retraite de la région lonaine. L'étude épidémiologique, d'une durée de quatre mois dans chacune

des structures de santé, a été réalisée de Juin 2003 à Novembre 2005.

Ce chapitre s'organise en cinq parties: d'une part, l'analyse des antécédents médicaux et des titrages

en anticorps permet d'explorer certains facteurs de risque biologiques de la fièvre de Pontiac. Dans un

second temps, sont présentées les différentes hypothèses d'exposition des personnes âgées à

Legionella. Elles permettent, dans un troisième temps, d'évaluer le seuil d'exposition induisant une

augmentation du risque de la fièvre de Pontiac, au sein d'une population âgée. Dans un quatrième

temps, une analyse de régression logistique multivariée permet de définir et de quantifier les facteurs

de risque de la fièvre de Pontiac afin de disposer d'un modèle de prédiction du risque. Enfin, une

discussion générale des résultats est présentée.

2 EVALUATION DU RISQUE DE FIEVRE DE PONTIAC: APPROCHE

BIOLOGIQUE

2.1 FACTEURS FAVORISANTS

L'analyse des facteurs de risque de la fièvre de Pontiac s'est attachée d'abord aux caractéristiques

intrinsèques des personnes. Cette relation entre l'état de santé, les antécédents médicaux et la survenue

de la fièvre de Pontiac a été approfondie à l'aide d'un modèle de régression logistique bivariée afin de

connaître les paramètres biologiques qui différenciaient les personnes âgées cas et non cas de fièvre de

Pontiac. Ainsi, une relation simple permet de prédire le risque de fièvre de Pontiac à partir de l'état de

santé des personnes âgées. Le Tableau 6.1 est un récapitulatif de cette analyse des facteurs de risque

de fièvre de Pontiac. Il met en évidence que le genre, la consommation d'alcool ou l'état de santé des

personnes âgées n'ont pas d'influence sur le risque de fièvre de Pontiac.

La même analyse a été réalisée en dichotomisant la population (cas et non cas) selon le genre et les

mêmes tendances ont été obtenues, à l'exception des antécédents respiratoires. En effet, pour la

population totale de l'étude, les antécédents respiratoires n'ont pas d'influence sur la survenue de

fièvre de Pontiac (G.R. = l,50, p=0,42).
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Par contre, si on s'attache à la population féminine (donnée non montrée), le fait de présenter un

antécédent respiratoire (BPCO, pneumopathie, tuberculose pulmonaire, insuffisance respiratoire, ... )

augmente le risque de fièvre de Pontiac d'un facteur de 2,47 (p=O,lO).

Par ailleurs, la prise de traitement immunosuppresseur (corticothérapie au cours du suivi) favorise

significativement le risque (O.R. = 4,7 ; p=O,03) de développer une fièvre de Pontiac (Tableau 6.1).

Tableau 6. 1 : Risque de développer la fièvre de Pontiac en fonction de l'état de santé (n=828).

Facteurs favorisants Odds Ratios
Sexe (Femme/Homme) 1,12
Alcoolisme 0,70
Diabète 1,09
Cancer/Hémopathie 0,72
Antécédents respiratoires l,50
Antécédents cardiovasculaires 0,92
Antécédents cognitifs 0,44*
Autres comorbidités 0,72
Traitement immunosuppresseur 4,66**

I.e. 95%

0,09 - 5,30
0,41- 2,90
0,17-3,10
0,60 - 3,75
0,21- 3,94
0,15 - 1,29
0,32 - 1,65

Test de X2 bilatéral d'homogénéité: *p significatif < 0,15; **p significatif < 0,05

Un facteur protecteur de la fièvre de Pontiac a été mis en lumière par la régression logistique (Tableau

6.1) : la présence de troubles cognitifs (démence, débilité, syndrome de Parkinson, ... ). Le fait de

présenter de tels symptômes protège de 44% la population âgée au risque de fièvre de Pontiac. Afin de

valider cette observation, le nombre de prise de douche a été analysé. Les personnes âgées à troubles

cognitifs prennent en moyenne le même nombre de douches que les autres personnes âgées sans

trouble (Test t de Student: p=O,45). Par conséquent, c'est bien le fait de présenter des troubles

cognitifs qui interviendrait, et non un plus faible nombre de douches, ce qui aurait en effet constitué un

facteur protecteur à la fièvre de Pontiac. A l'état actuel de l'analyse des données, aucune explication

pour ce facteur protecteur ne peut être avancée.

Dans une seconde approche de l'analyse du risque, l'âge des personnes âgées, s'est avéré ne pas être

différent statistiquement entre cas et non cas. En effet, comme présenté dans le chapitre précédent,

l'âge moyen des personnes âgées, cas ou non, est de 82 ans. Le tabagisme est retrouvé de manière

réculTente comme facteur de risque des maladies à atteintes respiratoires, comme la maladie du

Légionnaire. Ici, les pratiques tabagiques des personnes âgées, cas-fièvre de Pontiac ou non, ne sont

pas différentes statistiquement, que ce soit dans la population totale (hommes et femmes) (p=O,94) ou

en dichotomisant cette population selon le genre (Hommes: p=O,88 ; Femmes: p=I,OO).

2.2 ANALYSE DES MARQUEURS D'EXPOSITION

Au cours de l'étude, des prélèvements biologiques, sang et urine, ont été effectués afin de réaliser une

sérologie et une antigénurie anti-Legionella.
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Ils sont donc considérés comme des marqueurs d'exposition à la bactérie Legionella. Dans le chapitre

précédent, nous avons montré que l'antigénurie pour L. pneumophila SO.l est négative pour toutes les

personnes âgées. L'analyse des marqueurs d'exposition a donc été réalisée seulement sur les dosages

sérologiques des titres en anticorps dirigés contre 18 espèces de Legionella (chapitre 2, §7.2).

Afin d'estimer plus précisément la prévalence des différents titres d'anticorps, chez les personnes

âgées, cas-fièvre de Pontiac ou non, seul le titre du sérum le plus élevé atteint chez chaque individu,

toutes espèces confondues, est pris en compte: ainsi, une personne ne peut être comptabilisée qu'une

fois (Figure 6.1).

La prévalence des anticorps anti-Legionella obtenue en tenant compte de tous les titres (du 1I16ème à

::::1I512ème
) est identique entre les personnes âgées cas ou non cas fièvre de Pontiac. Toutefois, la

prévalence des titres positifs au 1I128ème et positifs au 1/256ème pour les cas-fièvre de Pontiac est plus

élevée que dans la population âgée non atteinte, avec 9% d'échantillons sanguins positifs contre

respectivement 5% et 3%.
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Figure 6. 1 : Prévalence des titres d'anticorps chez les cas de fièvre de Pontiac et dans la population âgée non
atteinte (n=671).

Afin d'estimer si ces prévalences de titres en anticorps anti-Legionella est un facteur de risque de

fièvre de Pontiac, nous avons réalisé un modèle de régression logistique bivariée où les titres en

anticorps anti-Legionella des 29 personnes âgées-cas fièvre de Pontiac sont comparés à la population

non atteinte. Le Tableau 6.2 est un récapitulatif de cette analyse des facteurs de risque de fièvre de

Pontiac et met en évidence qu'aucun titre en anticorps n'a d'influence. Toutefois, une attention

particulière peut être faite concemant les titres en anticorps positifs au 11256. En effet, on constate une

probabilité accrue d'un facteur 2,95 (p=O,16) de développer une fièvre de Pontiac lorsque le titre

d'anticorps est supérieur ou égal à 11256 (Tableau 6.2).

197



Chapitre 6. Evaluation du risque de.flèvre de Pontiac

Certes, l'accroissement du risque n'est pas statistiquement significatif mais la prévalence de ce titre en

anticorps se distingue nettement des autres. En outre, les espèces de Legionella, cOlTespondant à ces 2

personnes-cas fièvre de Pontiac, sont L. gormanii et L. pneumophila SG.6.

Tableau 6. 2: Risque de fièvre de Pontiac en/onction des titres en anticorps (n=828).

Titres des sérums Cas Exposés Odds Ratios I.e. à 95% P

Inférieur à la LD 16 477 0,93 0,38 - 2,30 0,87

Positif au 1/16 7 194 1,08 0,44 - 2,66 0,87

Positif au 1/32 4 136 0,83 0,28 - 2,47 0,49

Positif au 1/64 4 115 1,02 0,34 - 3,05 0,58

Positif au 1/128 2 37 1,63 0,37 -7,23 0,37

Positif au 11256 2 21 2,95 0,65 - 13,40 0,16

Positif au 1/512 ° 8 1,76** 0,10 - 33,07 0,76

LD : Limite de Détection; * Test de X2 de densité d'incidence unilatéral; ** calcul effectué en rajoutant Y2 à
chaque cellule du tableau de contingence.

En conclusion, la séroprévalence des anticorps anti-Legionella (titre faible ou élevé), dans une

population âgée, n'est pas un bon marqueur de la fièvre de Pontiac, au moins dans un contexte non

épidémique.

3 CARACTERISATION DE L'EXPOSITION A LEGIONELLA

3.1 PRESENTATION DES DONNEES

Nous avons considéré que l'exposition des personnes âgées à Legionella s'effectue durant les prises de

douche. Des prélèvements, à la fois d'eau et d'aérosol permettent de caractériser cette exposition

(Figure 6.2). Ils ont lieu à la fin des quatre mois de suivi épidémiologique.

Impinger SKC

,/
1 MASrO@ 1

2 volumes d'air

l"""'1

/

1 point douche de prélèvement

~~~~~~'/_I I_\.--S.-~~~~I

culture FISH culture FISH culture culture culture FISH

Figure 6. 2 : Présentation des différentes mesures d'exposition à légionelles au niveau des douches
Purge =prélèvement après les 7 minutes de douche; Impinger SKC = impaction en milieu liquide;

MASIOO® = impaction sur milieu solide.
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Du fait de la multitude de prélèvements et de techniques d'analyse (culture et FISH), plusieurs

hypothèses d'exposition ont été émises et sont présentées ci-après.

3.1.1 Milieu EAU

Deux prélèvements d'eau sont réalisés à chaque point de douche étudié.

Un premier prélèvement d'eau est effectué dès la mise en fonctionnement de la douche, il conespond

au « 1er jet ». Ce premier prélèvement, fait sans flambage, à pression et température d'eau chaude

maximum, est d'environ 300 mL : il correspond à la vidange du piquage de canalisation qui alimente

le robinet.

Après 7 minutes d'écoulement de la douche, un deuxième prélèvement d'eau dit «purge» est réalisé

[EPA, 1997]. Ces deux échantillons d'eau sont analysés de manière concomitante par la méthode de

culture [AFNOR, 2003] et par la technique d'hybridation in situ, comme spécifié dans le chapitre 2

(§6). Toutefois, une personne est exposée principalement à l'aérosol créé par l'eau de purge pendant la

durée de sa douche. De ce fait, seules les données d'eau de purge seront analysées dans la suite de ce

chapitre. Un duplicat de ces prélèvements d'eau a été réalisé à deux jours d'intervalle au même point

de douche et dans les mêmes conditions que spécifié ci-dessus.

3.1.2 Milieu AIR

Un prélèvement d'aérosol a été réalisé à chaque point de douche étudié (chapitre 4, §3.1). Brièvement,

deux types de biocollecteurs fonctionnant en parallèle ont été utilisés: le MAS 100® basé sur le

principe d'impaction en milieu solide et l'impinger SKC basé sur le principe d'impaction en milieu

liquide.

Comme déjà présenté dans les chapitres précédents, sur 164 prélèvements d'air, seulement pour 5

échantillons d'air collectés avec le MAS 100®, des Legionella cultivables ont été mesurées. Pour les

échantillons collectés par impaction liquide, aucune Legionella cultivable n'a été détectée mais pour

28,6% des échantillons, Legionella a été détectée parla technique d'hybridation in situ.

De ce fait, les analyses suivantes ne prennent en compte que les résultats obtenus avec la combinaison

[impaction en milieu liquide - technique d'hybridation in situ].

3.2 PLAN D'ANALYSE DES DONNEES

Du fait de l'importante base de données concernant les prélèvements de légionelles, il est nécessaire

de définir différentes hypothèses d'exposition, à la fois sur l'EAU et sur l'AIR, afin de s'approcher le

plus possible de la réalité d'exposition.

Chaque personne âgée était tenue de prendre une douche hebdomadaire au minImum (critère

d'inclusion). Aucune précision n'avait été donnée quant au lieu de prise de douche.
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Par conséquent, il s'est avéré que des personnes âgées prenaient des douches dans plusieurs salles de

bains au cours des quatre mois de suivi: un maximum de quatre lieux différents ont été recensés. De

ce fait, nous avons du tenir compte de cette spécificité d'exposition.

Au total, cinq hypothèses d'exposition ont été formulées: par mesure de simplicité, nous les avons

appelées scénario.

3.2.1 Hypothèses d'exposition à Legionella présente dans l'eau

chaude

Trois scénarios d'exposition (E I -3) à Legionella ont été élaborés à partir des mesures réalisées sur

l'eau:

1- Le scénario 1 : l'exposition (El) est la valeur maximale de concentration en Legionella (Ceall) entre

tous les points de douche utilisés (d: de 1 à 4 selon les sujets) par les personnes âgées, duplicat

compris.

El =max(Cealld) pour d=I, ...4 et i=1 ou 2

El représente donc l'exposition extrême à Legionella pour les personnes âgées.

(6.1)

2- Le scénario 2: l'exposition (E]) est la valeur maximale de concentration en Legionella (Ceat,) entre

tous les points de douche utilisés (d: de 1 à 4 selon les sujets) par les personnes âgées, calculée sur

la valeur moyenne des résultats du duplicat à chaque point de douche.

(
c +C JE - ealldl ealld2 . d= 1 4

2 - max pOUl, ...
2

E] reflète l'exposition moyenne extrême à Legionella pour les personnes âgées.

(6.2)

3- Le scénario 3 : l'exposition (E3) est le produit des teneurs de Legionella (Ceall) pour chaque point de

douche utilisé (d: de 1 à 4 selon les sujets) et de leur fréquence d'utilisation (N) durant les quatre

mois de suivi épidémiologique.

4

ICealld x Nd

E - .::.d.=:~I,--- _
3 - 4

INd
d~l

(6.3)

E3 représente l'exposition à Legionella pondérée par la fréquence d'utilisation de chaque point de

douche. Il s'agit donc de l'hypothèse d'exposition la plus proche de la réalité pour les personnes âgées.
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3.2.2 Hypothèses d'exposition à Legionella présente dans les

aérosols de douche

Deux autres scénarios d'exposition à Legionella ont été élaborés à partir des mesures réalisées sur

l'aérosol de douche; rappelons qu'il n'y a pas, ici, de mesure répétée:

4- Le scénario 4 : l'exposition (E4) est la valeur maximale de concentration en Legionella (Cair) entre

tous les points de douche utilisés (d: de 1 à 4 selon les sujets) par les personnes âgées.

E4 =max(Caird ) pour d=I, .. .4 (6.4)

E4 représente donc l'exposition extrême à Legionella aéroportée pour les personnes âgées.

5- Le scénario 5: l'exposition (E5) est le produit des teneurs de Legionella (Cai,.) pour chaque point de

douche utilisé (d: de 1 à 4 selon les sujets) et de leur fréquence d'utilisation (N) durant les quatre

mois de suivi épidémiologique.

4

ICaird xNd

E - -=-d---'=l ---
5 - 4

INd
d=l

(6.5)

E5 représente l'exposition à Legionella aéroportée pondérée par la fréquence d'utilisation de chaque

point de douche.

4 EVALUATION DU RISQUE DE FIEVRE DE PONTIAC: APPROCHE

ENVIRONNEMENTALE

4.1 EXPOSITION BASEE SUR LES TENEURS DE LEGIONELLA DANS L'EAU

4.1.1 Evaluation du risque de fièvre de Pontiac en fonction des

concentrations en Legionella cultivables

L'analyse des facteurs de risque de la fièvre de Pontiac s'est attachée d'abord aux teneurs en

Legionella cultivables dans l'eau chaude. Cette relation entre la teneur en Legionella cultivables et la

survenue de la fièvre de Pontiac a été approfondie à l'aide de régressions logistiques où l'exposition à

Legionella cultivables des 29 personnes âgées-cas fièvre de Pontiac est comparée à celle du reste de la

population générale exposée.
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Trois valeurs seuils d'exposition en Legionella cultivables (UFC.L'I) dans l'eau chaude des douches

ont été choisies: 103
, 104 et 105 UFC.L'I eau.

Le tableau 6.3 est un récapihllatif de l'analyse de l'exposition à Legionella cultivable comme facteur

de risque de fièvre de Pontiac. Quelle que soit l'hypothèse d'exposition à Legionella dans l'eau décrite

ci-dessus (§3.2.1), 18/29 des personnes-cas fièvre de Pontiac (62,1%) ne sont pas exposées à la

bactérie cultivable (concentration en Legionella cultivable inférieure à la limite de détection de la

méthode). L'analyse des risques, pour chaque hypothèse d'exposition, est donc réalisée sur cinq

personnes malades exposées.

Tableau 6. 3 : Risque defièvre de Pontiac en fonction des hypothèses d'exposition et de la concentration de
Legionella cultivables dans l'eau chaude.

Hypothèses d'exposition Concentration üdds Rata'os 1 C ' 95°/
1

1 • • a /0
(Legione la r eau)

p*

Scénario 1
Concentration maximum: El

Inférieure à LD 1,00
> 103 1,04
~ 104 2,57
> 105 1,67

0,4 - 2,73
0,89 - 7,38
0,23 - 12,25

0,54
0,09
0,46

Scénario 2
Maximum des concentrations moyennes: E2

Inférieure à LD 1,00
> 103 1,35
~ 104 1,15
> 105 2,55

0,52 - 3,55
0,16 - 8,45
0,35 -18,78

0,34
0,59
0,33

0,27
0,54

0,58 - 3,99
0,18-9,69

Inférieure à LD 1,00
> 103 l,52
~ 104 1,32
> 105 2,81 0,38 - 20,66 0,31

Scénario 3
Pondération des concentrations: Ej

LD = Limite de Détection, 102 UFC-Legionella.L'1 eau; *Test du X2 de densité d'incidence unilatéral.
Ainsi, pour les scénarios nommés 2 et 3 et à partir de la concentration 104 UFC.L,I, le risque de

survenue de la fièvre de Pontiac est croissant avec l'augmentation des concentrations en Legionella

cultivables de l'eau chaude. Mais, cette augmentation du risque n'est pas statistiquement significative.

Toutefois, une personne âgée exposée (concentration en Legionella cultivables) à une concentration

minimum de 104 Legionella-UFC.L'I d'eau pendant ses prises de douche présente un risque de

survenue de la fièvre de Pontiac significatif (O.R. 2,6 ; p=O,I) que si son exposition est inférieure à

cette concentration.

4.1.2 Evaluation du risque de fièvre de Pontiac en fonction des

concentrations en Legionella hybridées (FISH)

Les mêmes modèles de régression logistique ont été utilisés afin d'approfondir la relation entre la

teneur en Legionella-FISH dans l'eau et la survenue de la fièvre de Pontiac. Quelle que soit

l'hypothèse d'exposition à Legionella présente dans les eaux chaudes, un minimum de 72,4% (21/29)*

des personnes-cas fièvre de Pontiac sont exposées à la bactérie mesurée par la technique d'hybridation

• Une personne atteinte de fièvre de Pontiac est exposée à une concentration en Legionelfa-FISH comprise entre l03 et 104

Legionelfa.L'1 eau.
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in situ (Tableau 6.4). L'analyse des risques, pour chaque hypothèse d'exposition, est donc réalisée

dans ce cas à partir des données de 20 personnes malades exposées.

Trois valeurs seuils d'exposition en Legionella hybridées (FISH) dans l'eau chaude des douches ont

été choisies: 104
, 105 et 106 Legionella-FISH.L-1 eau.

Tableau 6. 4: Risque de fièvre de Pontiac en fonction des hypothèses d'exposition et de la concentration de
Legionella mesurée par la technique FISH dans ['eau chaude.

Hypothèses d'exposition Concentration Odds Ratl'os 1 C ' 95 0 /1 •• a /0
(Legionella .L- eau)

p*

Scénario 1
Concentration maximum: El

Scénario 2
Maximum des concentrations moyennes: E2

Inférieure à LD 1,00

::: 104 l, Il
> 105 2,02
;: 106 2,52

Inférieure à LD 1,00

> 104 1,11
;: lOS 2,53
;: 106 2,77

0,51 - 2,44
0,97 - 4,19
0,96 - 6,59

0,51 - 2,44
1,22-5,26
1,06 -7,26

0,48
0,05
0,07

0,48
0,01
0,05

Scénario 3
Pondération des concentrations: EJ

Inférieure à LD 1,00

> 104 1,43 0,65 - 3,13 0,25
;: lOS 2,32 1,11 - 4,85 0,02
;: 106 3,78 1,44 - 9,92 0,02

LD = Limite de Détection, 9.103 Legionelia-hybridées.L-1 eau; *Test du X2 de densité d'incidence unilatéral.

Le risque de survenue de la fièvre de Pontiac est croissant avec l'augmentation des concentrations en

Legionella-FISH de l'eau pour toutes les hypothèses d'exposition élaborées. Ainsi, si une personne

âgée est exposée pendant ses prises de douche, au minimum à 105 Legionella-FISH.L- ' eau, elle a

entre 2 (p=0,05) et 2,5 fois (p=O,OI) plus de risque de développer la fièvre de Pontiac que si

l'exposition est inférieure à cette concentration.

Considérant la fréquence d'exposition, avec le nombre de prises de douche différencié suivant les

lieux (scénario 3), le risque de survenue de la fièvre de Pontiac est multiplié par 2,3 (p=0,02) si la

personne âgée est exposée à 105 Legionella-FISH.L-1 eau en moyenne et par 3,8 (p=0,02) si elle est

exposée à 106 Legionella-FISH.L-1 eau, en comparaison avec des concentrations inférieures à ces

concentrations.

4.2 ETABLISSEMENT D'UNE RELATION DOSE-EFFET SUR L'EAU CHAUDE

Le paragraphe précédent (4.1) montre que le risque de développer la fièvre de Pontiac est croissant

avec les concentrations en Legionella détectée dans l'eau chaude, avec les deux technique de détection

utilisées (culture accessoirement, et surtout par hybridation in situ). Il est maintenant intéressant de

caractériser la loi que suit la relation dose-effet. Des modèles de régression logistique ont donc été

utilisés afin d'établir et de quantifier cette relation.
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4.2.1 Dose = Legionella cultivables

Nous avons pris en compte les mesures de Legionel/a correspondant à 1'hypothèse d'exposition la plus

proche de la réalité, c'est-à-dire l'exposition (E]) tenant compte à la fois des différents points de

douche utilisés et de leur fréquence d'utilisation (équation 6.3).

Trois classes de concentrations en Legionel/a cultivables dans l'eau chaude de douches ont été

établies:

• de 103 à 104 Legionel/a-UFC.L·1eau;

• de 104 à 105 Legionel/a-UFC.L· 1 eau et

• au-delà de 105 Legionel/a-UFCL' eau.

Chaque classe de concentration est comparée à la classe de référence, ICI 103 Legionella.L'1 eau

(Tableau 6.5).

Tableau 6.5: Risque defièvre de Pontiac en/onction des classes de concentration en Legionella cultivables
dans l'eau chaude de douche.

Concentration Cas exposés üdds Ratios I.e. à 95%
(Legionella.L' 1 eau)

p

[103_ 104[ 4 1,64 0,6 - 4,9 0,37

[104_ 105[ 0 ND ND 0,98

~ 105 ND ND 0,98

ND = Non détenniné par la faiblesse de l'effectif des cas exposés.

Ces trois classes de contamination en Legionel/a cultivables ont été reliées à la probabilité de survenue

de la fièvre de Pontiac (PUFC) en considérant la concentration comme une variable quantitative, et nous

avons établi la relation dose-effet suivante (équation 6.6) :

Logit(PUFC ) = -3,36 + O,26x (p=0,39) (6.6)

Quelles que soient les concentrations de Legionel/a cultivables dans l'eau chaude, le risque de fièvre

de Pontiac est indépendant de ces niveaux. Il ne semble pas y avoir de relation linéaire (sur l'échelle

Log) entre la concentration en Legionel/a cultivables et la fièvre de Pontiac; cependant les effectifs

sont faibles voire nuls pour certaines classes de concentrations.

4.2.2 Dose = Legionella détectées avec la technique FI5H

La même analyse a été réalisée avec cette fois les mesures en Legionel/a détectée par hybridation in

situ. Nous avons pris en compte les mesures de Legionel/a correspondant à l'hypothèse d'exposition la

plus proche de la réalité, c'est-à-dire l'exposition (E]) tenant compte à la fois des différents points de

douche utilisés et de leur fréquence d'utilisation (équation 6.3).
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Trois classes de concentrations de Legionella détectées par hybridation in situ (FISH) dans l'eau

chaude ont été établies:

• de 104 à 105 Legionella-FISH.L-1 eau;

• de 105 à 106 Legionella-FISH.L-1 eau et

• au-delà de 106 Legionella-FISH.L-1 eau.

Chaque classe est comparée à la classe de référence: < 104 Legionella-FISH.L-1 eau.

Ainsi, le risque de survenue de la fièvre de Pontiac est croissant avec l'augmentation des

concentrations en Legionella-FISH de l'eau chaude (Tableau 6.6), mais cette augmentation de risque

n'est que significative à p 2: 0,11.

Tableau 6. 6: Risque de fièvre de Pontiac en fonction des classes de concentration en Legionella détectée par
la technique FISH dans l'eau chaude des douches.

Concentration Cas exposés Odds Ratios I.e. à 95%
(Legionella.L- ' eau)

p

[104
- 105

[ 8 0,94 0,4 - 2,5 0,90

[105_106
[ 7 1,81 0,6 - 5,1 0,26

::: 106 5 2,66 0,8 - 8,9 0, Il

Ces trois classes de contamination en Legionella-FISH des eaux chaudes ont été reliées à la probabilité

de survenue de la fièvre de Pontiac (PF/SH), en considérant la concentration comme une variable

quantitative, et nous avons établi la relation dose-effet suivante (équation 6.7) :

Logit(PFlSH ) =-3,73 + û,46x (p=0,02) (6.7)

L'équation 6.7 exprime la relation de type linéaire (sur l'échelle Log) entre la concentration en

Legionella hybridée dans l'eau chaude (FISH), et la fièvre de Pontiac. Plus l'exposition à Legionella

(FISH) est grande en terme de concenh'ation, plus le risque de survenue de fièvre de Pontiac

augmente.

4.3 EXPOSITION AUX AEROSOLS DE LEG/ONELLA

Dans une seconde approche, l'analyse des facteurs de risque de la fièvre de Pontiac s'est attachée aux

teneurs en Legionella aéroportées.

4.3.1 Evaluation du risque de fièvre de Pontiac chez les cas

La relation entre la teneur en Legionella aéroportée et la survenue de la fièvre de Pontiac a été

approfondie à l'aide de régressions logistiques bivariées où l'exposition à Legionella cultivables des

29 personnes âgées-cas fièvre de Pontiac est comparée à celle du reste de la population d'étude.
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Le Tableau 6.7 est un récapitulatif de cette analyse de l'exposition comme facteur de risque de la

fièvre de Pontiac. Quelle que soit l'hypothèse d'exposition à Legionella dans l'aérosol élaborée ci

dessus, un minimum 62,1% (18/29) des personnes-cas fièvre de Pontiac est exposé à des aérosols dans

lesquels des légionelles n'ont pas été détectées par les méthodes utilisées. L'analyse des risques est

donc réalisée sur les 10 personnes exposées à des aérosols de légionelles détectées par hybridation in

situ pour les deux scénarios d'exposition (Tableau 6.7).

Quelle que soit l'hypothèse d'exposition, si une personne âgée est exposée au minImUm à 103

Legionella-FISH.L'l air pendant ses prises de douche, elle a de 64% (E4 : O.R. = 1,64) à 86% (Es:

O.R. = 1,86) de plus de risque de développer la fièvre de Pontiac que si l'exposition est inférieure à

cette concentration. Pour le scénario nommé 4, le risque de survenue de la fièvre de Pontiac est

croissant avec l'augmentation des concentrations en Legionella aéroportée.

Tableau 6. 7: Risque de fièvre de Pontiac en fonction de la concentration de Legionella mesurée par la
technique FISH sur les échantillons d'air collectés par impaction liquide.

Concentration . '0 *Hypothèses d'exposition (L' Il L,I ') Odds Ratios I.C. a 95 Yo p
eglOne. a. aIr.

Scénario 4
Concentration maximum: E4

Inférieure à LD 1,0

~103 1~4

> 104 2,08

0,76 -3,52

0,85 -5, Il

0,15

0,10

Scénario 5
Pondération des concentrations: E j

Inférieure à LD 1,0

~ 103 1,86 0,86 -3,99 0,09

~ 104 0,87 0,21 -3,67 0,6

LD = Limite de Détection, 3.102 Legionella-hybridées.L' 1 air; *Test du X2 de densité d'incidence, p unilatéral

4.3.2 Evaluation du risque de fièvre de Pontiac chez les cas

exposés uniquement à Legionella aéroportée

Afin d'améliorer l'évaluation du risque et se rapprocher au plus près de la réalité d'exposition à

Legionella, nous n'avons, dans une seconde phase d'analyse, restreint la définition d'un cas de fièvre

de Pontiac. En effet, nous n'avons considéré que les personnes répondant à la définition de la fièvre de

Pontiac et uniquement exposées à Legionella aéroportée, soit Il personnes.

Les mêmes modèles mathématiques de régression logistique bivariée ont été utilisés afin

d'approfondir la relation entre la teneur en Legionella-FISH dans l'air et la survenue de la fièvre de

Pontiac (Tableau 6.8).

Par rapport à la première phase d'analyse des risques d'exposition à Legionella aéroportée, le tableau

6.8 met en évidence un risque accru de survenue de la fièvre de Pontiac.

206



Chapitre 6. Evaluation du risque de fièvre de Pontiac

Quel que soit le scénario d'exposition, une personne âgée exposée au minimum à 103 Legionella

FISH.L-1 air à de 31,1 (E4) à 35,2 (Es) fois plus de risque de présenter la fièvre de Pontiac que pour des

concentrations inférieures. Cependant, le risque de fièvre de Pontiac n'augmente pas régulièrement

avec l'augmentation des teneurs en Legionella aéroportée.

Tableau 6. 8: Risque de fièvre de Pontiac en fonction de la concentration de Legionella mesurée par la
technique FISH sur les échantillons d'air collectés par impaction liquide.

Hypothèses d'exposition Concentration üdds Ratios
(Legionella.L- 1 air)

I.e. à 95% *p

Scénario 4
Concentration maximum: E4

Inférieure à LD

Inférieure à LD

1,0

31,10

9,58

1,0

3,98 - 242,96

2,2-31,38

<10-4

<10-3

Scénario 5
Pondération des concentrations: E j

~ 103 35,25 4,51 - 275,37

~ 104 2,62 0,57 - 12,12 0,21

LD = Limite de Détection; *Test du X2 de densité d'incidence, p unilatéral

-
5 DETERMINATION DES FACTEURS DE RISQUE DE LA FIEVRE DE

PONTIAC

5.1 RApPEL DES DONNEES

Afin d'évaluer le risque de fièvre de Pontiac pour les personnes âgées, l'état de santé des personnes

âgées a d'abord été considéré. Deux paramètres sont liés au risque de contracter la maladie: la prise

d'un traitement immunosuppresseur et la présence de troubles cognitifs (§2.1). Puis a été considérée

l'exposition à Legionella : d'abord dans l'eau chaude puis dans l'aérosol. Une relation dose-effet a été

établie entre les teneurs de Legionella, mesurées par FISH dans l'eau chaude et la maladie. De plus, un

risque de 2,32 (E3) a été établi entre l'exposition au minimum à 105 Legionella-FISH.L' , eau et la

maladie.

Il s'agit dans cette partie de construire un modèle explicatif/prédictif de la fièvre de Pontiac qui intègre

ces différents variables. Nous avons pour cela utilisé un modèle de régression logistique multivariée.

5.2 FACTEURS DE RISQUE DE LA FIEVRE DE PONTIAC

La régression logistique multivariée a été ajustée sur l'âge et le genre des sujets, bien que ces

caractères ne se soient pas révélés être des facteurs de risque dans l'analyse précédente.
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Le Tableau 6.9 met en évidence deux facteurs de risque de développer une fièvre de Pontiac : la

concentration minimum de 105 Legionella FISH.L· 1 eau (O.R.= 2,3 et p=0,03) et la prise d'un

traitement immunosuppresseur (O.R.= 4,0 et p=0,04).

Il est à noter que les troubles cognitifs, en régression multivariée, ne sont pas liés statistiquement à la

survenue de fièvre de Pontiac.

Tableau 6.9: Risque defièvre de Pontiac enfonction des facteurs favorisants

Facteurs de risque üdds Ratios I.e. à 95% p
Age(classe~75ans) 1,2 0,45-3,3 0,69
Age(classe~90ans) 1,4 0,42-4,3 0,61
Sexe (Homme) 1,0 0,42 - 2,4 0,99
~ 105 Legionella-FISH.L·1 eau 2,3 1,1 - 5,1 0,03
Traitement immunosuppresseur' 4,0 1,1 - 14,9 0,04
Antécédents cognitifs2 0,5 0,2 - 1,3 0,15
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6 DISCUSSION

Les éléments développés dans ce chapitre ont permis de déterminer les facteurs favorisant de la fièvre

de Pontiac : (i) relatifs à l'état de santé et aux antécédents des personnes âgées ; (ii) reliés à

l'exposition en Legionella mesurées dans l'eau et l'aérosol. Ils ont permis (iii) de disposer d'un

modèle de prédiction du risque de fièvre de Pontiac chez la personne âgée.

6.1 FACTEURS DE RISQUE BIOLOGIQUES DE LA FIEVRE DE PONTIAC

6.1.1 Antécédents médicaux

L'analyse des antécédents de santé et des caractéristiques des cas fièvre de Pontiac a montré que

seules la présence de troubles cognitifs et la prise de corticothérapie sont des facteurs associés à la

fièvre de Pontiac.

Du fait de l'âge « jeune» des cas de fièvre de Pontiac dans la littérature, aucune donnée ne renseigne

sur la relation entre troubles cognitifs (démence, syndrome de Parkinson, ... ) et la fièvre de Pontiac. A

l'heure actuelle, nous ne disposons donc pas d'éléments pelmettant d'expliquer cette relation, c'est

pourquoi, il serait intéressant de l'explorer ultérieurement par d'autres études.

Notre éhlde a aussi permis de mettre en évidence une relation forte entre la prise de corticothérapie et

la fièvre de Pontiac (O.R. = 4,0; I.e. à 95%: 1,1 - 14,9) puisqu'elle a été cOlToborée avec la

régression logistique multivariée. Certes, la corticothérapie n'a jamais été définie comme facteur de

risque de fièvre de Pontiac mais elle a déjà été recensée dans la littérature chez des cas de fièvre de

Pontiac [Gotz et al., 2001 ; Fenstersheib et al., 1990].

Aucun autre antécédent de santé chez les personnes âgées ne s'est avéré être un facteur favorisant à la

fièvre de Pontiac. La seule étude qui s'est attachée aux antécédents médicaux des cas de fièvre de

Pontiac cOlTobore notre analyse en spécifiant aucune différence statistique significative entre les cas et

les personnes exposées saines [Benin et al., 2002]. Toutefois, il faut préciser que les travaux de Benin

[Benin et al., 2002] ne mentionnent pas si les troubles cognitifs et immunosuppresseurs faisaient partie

des antécédents médicaux recherchés.

6.1.2 Age, genre et pratiques tabagiques

Notre étude, se déroulant dans un contexte non épidémique, montre que ni l'âge, ni le genre et ni le

tabagisme sont des facteurs favorisants à la fièvre de Pontiac.

D'autres travaux cOlToborent notre résultat d'analyse en concluant aussi que l'âge n'est pas un facteur

à risque à la fièvre de Pontiac [Friedman et al., 1987; Mangione et al., 1985]. En effet, l'âge ne semble

pas être un facteur favorisant à la fièvre de Pontiac dans la mesure où les épidémies de fièvre de

Pontiac font état de malades âgés de 12 ans [Benin et al., 2002] à 46 ans [Fenstersheib et al., 1990].
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D'autre part, le genre masculin ne constitue pas un facteur favorisant de la fièvre de Pontiac

(O.R.=1,2 ; I.e. à 95% : 0,45 - 3,3). Ce résultat n'est pas isolé puisque les quelques études disponibles

sur ce sujet tendent à montrer que le genre n'a aucune influence sur le survenue de la fièvre de Pontiac

[Gotz et al., 2001 ; Fenstersheib et al., 1990 ; Friedman et al., 1987].

Enfin, chez les personnes âgées 10lTaines, il n'y a aucune différence statistique significative entre les

pratiques tabagiques et la survenue de la fièvre de Pontiac. Les études, sont en contradictoires sur ce

facteur de risque: pour certains, les pratiques tabagiques n'ont aucune influence sur la fièvre de

Pontiac [Benin et al., 2002 ; Friedman et al., 1987; Mangione et al., 1982] et pour d'autres elles constituent

un risque d'un facteur 1,16 (I.C. à 95% : 0,8 - 3,2) [Gotz et al., 2001] à un facteur 5,1 (I.C. à 95% : 1,1 

14,9) [Huhn et al., 2005]. Toutefois, dans ces deux études où les pratiques tabagiques sont un facteur de

risque, les cas sont plus âgées que toutes les autres études sur la fièvre de Pontiac: 57 ans [Gotz et al.,

2001] et 58 ans [Huhn et al., 2005]. Dans ces études, c'est donc l'action de l'âge et du tabagisme qui

constitue un facteur de risque. Au contraire de la maladie du Légionnaire, l'autre pathologie due à

Legionella, il est à noter que le tabagisme, dans le cadre de notre étude ne constitue pas un facteur

favorisant à la fièvre de Pontiac.

6.2 SEROPREVALENCE DES ANTICORPS CHEZ LES CAs-FIEVRE DE PONTIAC

La prévalence des titres en anticorps des dosages sanguins des personnes-cas fièvre de Pontiac n'est

pas statistiquement différente de celle de la population âgée non atteinte. Le fait que notre étude soit

réalisée dans un contexte non épidémique peut expliquer ce résultat contradictoire avec les épidémies

publiées de fièvre de Pontiac où les cas présentent des titres en anticorps statistiquement supérieurs

aux titres des personnes saines exposées [Benin et al., 2002; Friedman et al., 1987; Miller et al., 1983;

Herwaldt et al., 1980] avec même un risque quantifié à 4,81 (I.C. à 95% : 0,66 - 113,89) [Friedman et al.,

1987]. Toutefois, lors les travaux de recherche réalisés pendant des épidémies de fièvre de Pontiac, les

mesures des anticorps anti-Legionella ne sont pas réalisées de manière systématique sur les cas et les

personnes non atteintes. A notre connaissance, seules quelques éhldes en font état [Benin et al., 2002 ;

Friedman et al., 1987 ; Helwaldt et al., 1984; Miller et al., 1983], en usant des dosages en anticorps comme

marqueurs d'infection des populations exposées (cas et non cas) et non comme marqueur d'exposition,

comme dans le cadre de notre étude.

De plus, dans notre étude, la durée d'exposition à Legionella, appréciée par le nombre de prises de

douches, n'est pas reliée à la prévalence des titres en anticorps. A notre connaissance, aucune étude

n'a étudié la relation entre séroprévalence et prise de douches, dans un contexte épidémique ou non.

Toutefois, deux études proposent des relations dose-effet entre la durée d'exposition à Legionella

(piscine et fontaine décorative) et la prévalence des titres en anticorps anti-Legionella pendant un

contexte épidémique chez les cas fièvre de Pontiac [Benin et al., 2002; Fenstersheib et al., 1990).
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A l'heure actuelle, il n'existe pas de données faisant état de la séroprévalence des anticorps anti

Legionella des personnes âgées pendant une épidémie de fièvre de Pontiac. Notre étude a montré que

la fréquence des titres élevés en anticorps (positifs à 1/128) est de 9% pour les personnes âgées-cas de

fièvre de Pontiac. Cette proportion se situe dans la large gamme de prévalence, de titres élevés en

anticorps anti-Legionella dans les populations atteintes, retrouvée dans la littérature au cours

d'épidémies de fièvre de Pontiac, variant de 2,1 % à 84,6% [Castor et al., 2005; Huhn et al., 2005; Jones

et al., 2003 ; Fields et al., 2001 ; Gregersen et al., 1999 ; Lüttichau et al., 1998 ; Miller et al., 1993 ; Friedman et

al., 1987].

Enfin, nous avons montré que pour les cas fièvre de Pontiac, les espèces de Legionella, contre

lesquelles les anticorps anti-Legionella sont dirigés sont 1. gormanii et 1. pneumophila SG.6. Au

contraire de la maladie du légionnaire, 1. pneumophila n'est donc pas la plus souvent retrouvée dans la

fièvre de Pontiac [Huhn et al., 2005; Lüttichau et al., 1998]. Les espèces L. anisa, 1. micdadei, 1.

dumoffii ou encore 1. feelei ont été considérées comme à l'origine de cas de fièvre de Pontiac [Huhn et

al., 2005 ; Jones et al., 2003 ; Fields et al., 2001 ; Fenstersheib et al., 1990; Herwaldt et al., 1984].

6.3 LIEN ENTRE EXPOSITION A LEGIONELLA ET FIEVRE DE PONTIAC

Un des critères de la définition d'un cas de fièvre de Pontiac est la mesure de l'exposition à l'agent

infectant: Legionella. Ce travail représente la première étude portant sur l'exposition de personnes à

Legionella lors de prise de douche, dans un cadre non épidémique. Les cas de fièvre de Pontiac ont été

systématiquement décrit dans un contexte épidémique, donc associés à des contaminations aiguës

d'installations à risques, telles que des jacuzzis, fontaines décoratives [Benin et al., 2002 ; Fields et al.,

2001 ; Fenstersheib et al., 2001 ; G6tz et al., 2001 ; Spitalny et al., 1984 ; Mangione et al., 1985] ou des tours

aéroréfrigérantes [Mangione et al., 1985].

Dans ce h·avail, plusieurs scénarios ont été élaborés afin de s'approcher au mieux à la réalité de

l'exposition des personnes âgées, et leurs résultats tendent à la même conclusion. En effet, l'exposition

définie sur les mesures de Legionella cultivables dans l'eau ne semble pas être reliée à la survenue de

fièvre de Pontiac à l'exception d'un seuil d'exposition à 104 Legionella-UFe.L-' eau (O.R. = 2,57 ;

I.e. 95% : 0,89 - 7,38). Toutefois, la littérature sur les épidémies de fièvre de Pontiac ne fournit pas

plus d'informations. En effet, les épidémies où la bactérie a été mesurée ont défini des concentrations

de Legionella cultivables de 9,0.10-2 Legionella-UFC.L-' à 3,00.102 Legionella-UFC.L-1 eau [Castor et

al., 2005 ; Fields et al., 2001 ; Friedman et al., 1987].

Une attention particulière peut être portée au seuil de 103 Legionella-UFe.L-1 eau fixé par la

réglementation française [DGS, 2002]. Noh·e étude n'a pas permis d'identifier un risque de fièvre de

Pontiac à ce seuil, mais l'a retrouvé au-delà, pour 104 Legionella-UFC.L-1 eau. De plus, il faut bien

entendu tenir compte que notre seuil à 104 Legionella-UFC.L-1 eau a été obtenu au regard de la
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population âgée étudiée, une population sensible: ce seuil représente donc certainement un excès dc

risque. De ce fait, le seuil fixé par la réglementation française, 103 Legionella-UFC.L-1 eau, est, dans le

cadre de notre étude, protecteur pour la population générale face au risque épidémique de fièvre de

Pontiac, au regard de nos résultats. De plus, aucun cas de maladie du Légionnaire, qui n'était d'ailleurs

pas l'objet de l'étude, n'a été identifié quelles que soient les concentrations en Legionella dans l'eau;

le seuil de 103 Legionella-UFC.L-1 eau constitue donc une certaine marge de sécurité à l'éventualité

d'une maladie du Légionnaire.

Ces seuils sont établis sur la base de la capacité à cultiver des légionelles. Cependant, même si la

culture est la méthode de référence dans le cadre législatif, il est admis qu'elle sous-estime la

population réelle de Legionella [Nystrôm, 2001, Hussong et al., 1987], c'est pourquoi nous avons utilisé

de manière concomitante à la culture, une nouvelle technique de détection de Legionella, l'hybridation

in situ. Nous avons montré que les concentrations en Legionella-FISH dans l'eau chaude sont liées à la

survenue de la fièvre de Pontiac, selon une relation dose-réponse. Une personne âgée exposée au

minimum à lOS Legionella-FISH.L-1 eau, présente un risque accru d'un facteur 2,3 (I.C. à 95% : 1,1 

5,1) de développer la fièvre de Pontiac. Cette relation dose-réponse constitue une base solide de

prévention du risque de fièvre de Pontiac, surtout chez les populations sensibles. Elle a l'avantage, au

contraire de la réglementation française, d'être basée sur des résultats d'observation épidémiologique.

A notre connaissance, cette analyse est la première reliant la survenue de la fièvre de Pontiac à une

mesure de Legionella aéroportée. Ainsi, une personne âgée exposée à une teneur minimale de 104

Legionella-FISH.L-1 air présente un risque accru d'un facteur 1,86 (I.C. à 95%: 0,86 - 3,99) de

développer la fièvre de Pontiac. En ne considérant que les personnes-cas exposées à des aérosols

contaminés par au minimum 103 Legionella-FISH.L- 1 air, il s'est avéré que le risque de développer la

fièvre de Pontiac était supérieur à 30 (E4, O.R. = 31,1 ; Es, O.R. = 35,25). Ce risque élevé, obtenu pour

des concentrations dans l'aérosol, est encore plus élevé que celui obtenu pour des concentrations dans

l'eau chaude avec la même technique, FISH, et ce malgré le faible effectif de cas, onze. Il semblerait

donc que ce soit la voie d'exposition -aérosol- , qui pèse le plus sur le risque de fièvre de Pontiac, au

regard de nos résultats, et qui soit donc à privilégier dans des travaux ultérieurs sur le risque de fièvre

de Pontiac ou tout autre infection liée à Legionella.

En conclusion, l'identification des personnes cas fièvre de Pontiac, parmi cette population âgée, nous a

permis de définir et de déterminer les facteurs de risque à la fois biologiques et environnementaux de

survenue de fièvre de Pontiac. Deux paramètres ont donc été identifiés et quantifiés:

• la prise de corticoïdes: O.R. = 4,0 (I.C. à 95% : 1,1 - 14,9) ;

• et l'exposition à:::: lOS Legionella-FISHr' eau: O.R. = 2,3 (I.e. à 95% : 1,1 - 5,1).
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Par ailleurs, il est intéressant de souligner que l'exposition d'une personne âgée à un aérosol

contaminé au minimum par 103 Legionella-FISH.L-1 air, pendant ses prises de douche, augmente le

risque au moins de 64% qu'elle développe la fièvre de Pontiac.
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Conclusions et perspectives

rois décennies après sa découverte, Legionella constitue toujours un problème de santé

publique. Les épidémies de maladie du Légionnaire sont en croissante évolution et la

fièvre de Pontiac, autre fotme clinique due à la bactérie pathogène est encore mal connue

et, de ce fait, sûrement sous-estimée. Par ailleurs, la caractérisation de ce risque bactérien demeure

limitée, en particulier par des aspects métrologiques - mesure et détection de Legionella dans les

aérosols.

Dans ce contexte, les objectifs des travaux présentés dans ce mémoire étaient:

(i) de déterminer l'occurrence de Legionella dans les eaux chaudes issues de douche dans une

trentaine de maisons de retraite de la région Lorraine, et de la relier à une analyse des points critiques

de chaque réseau d'eau des établissements, afin de disposer d'un modèle prédictif de contamination

des eaux chaudes sanitaires aux points d'usage à partir des données d'un diagnostic réseau.

(ii) de tester les moyens de collecte de bioaérosols et de détection de légionelles aéroportées,

afin d'apprécier la contamination des aérosols d'eau chaude de douche par Legionella, dans ces

mêmes établissements, et de la mettre en relation avec la contamination en Legionella des eaux.

(iii) de réaliser une étude épidémiologique, portant sur les infections à Legionella lors d'une

exposition à des aérosols d'caux chaudes générés lors de douche afin d'estimer l'incidence de la fièvre

de Pontiac au sein de personnes âgées, dans un contexte non épidémique.

(iv) d'identifier et de quantifier les facteurs de risque pour les personnes âgées de développer

la fièvre de Pontiac, afin de disposer d'un modèle de prédiction du risque de cette pathologie en

relation avec les niveaux de Legionella dans l'eau et dans les aérosols.

L'estimation des concentrations de Legionella dans les eaux chaudes sanitaires a été réalisée par des

prélèvements réguliers aux points de douche de patients résidant dans 34 maisons de retraite de

Lorraine. Cette étude s'est déroulée sur deux ans et demi, d'octobre 2003 à novembre 2005.

Il s'est avéré qu'un cinquième des établissements présentait des concentrations en Legionella

cultivables supérieures à la limite réglementaire de 103 UFC.L"l. En revanche, l'utilisation de la

méthode d'hybridation in situ (FISH) a permis de détecter et de quantifier la population de légionelles

dans plus de la moitié des réseaux d'eau chaudes des maisons de retraites volontaires.
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Ces niveaux de concentrations en Legionella dans les réseaux d'eau chaude sanitaire ont été mis en

relation avec les données des diagnostics réseaux, mis à notre disposition. Ces données portaient sur

l'observation de facteurs de risque de la présence de Legionella au niveau de quatre composantes du

réseau d'eau: «réseau d'alimentation en eau froide de la production d'eau chaude », «production

d'eau chaude », « réseau de distribution d'eau chaude» et «points d'usage ». Ces facteurs de risque

ont ensuite été «quantifiés» par des scores de criticité allant de 1 à 4 selon un gradient de risque

croissant avec la présence de Legionella. Nous avons ainsi constaté qu'aucun établissement n'avait

une maîtrise totale du risque légionelles (aucun facteur de risque), mais qu'au contraire, les

établissements étudiés présentaient des réseaux d'eau avec des facteurs de risque pour les quatre

composantes du réseau d'eau. En mettant en relation ces scores de criticité du réseau d'eau et la

présence de légionelles, il s'est avéré, pour des scores de criticité élevés (2:3), que le risque de détecter

des Legionella cultivables était fortement augmenté au niveau de la «production d'eau chaude»

(G.R. = 26,0, I.C. à 95% = 1,3 - 503), du« réseau de distribution d'eau chaude» (G.R. = 224,0, I.C. à

95% = 3,9 à 12845,7) et dans une moindre mesure aux «points d'usage» (G.R. = 8,5, I.C. à 95% =

0,8 à 87,4). Ces résultats ne sont pas retrouvés lorsque la contamination en légionelles est appréciée

par hybridation in situ sauf pour le score de criticité concemant les « points d'usage» (score 2: 3 : G.R.

= 10,8, I.C. à 95%= 0,99 à 116,1). Dans nos conditions expérimentales, il s'est donc avéré que la grille

d'analyse des points critiques établie sur la base du diagnostic réseau est pertinente pour prédire le

risque de présence de Legionella cultivables. Ce travail souligne par ailleurs que la maîtrise du risque

à Legionella est multiparamétrique et doit être évaluée en tenant compte de la globalité des points

critiques des réseaux d'eau. Cette phase du travail est en cours de soumission pour publication à la

revue Water Research.

La mise en œuvre d'outils métrologiques pour la collecte et l'analyse des aérosols de légionelles était

une étape préliminaire indispensable pour accéder à l'évaluation du niveau d'exposition des

populations à des aérosols contaminés. En préambule à l'étude proprement dite dans les maisons de

retraite de Lorraine, des essais réalisés en chambre d'aérosolisation et au niveau de douche ont visé à

déterminer la méthodologie de collecte et d'analyse des aérosols de Legionella. Nous avons ainsi

comparé l'influence, sur la cultivabilité de Legionella aéroportée, de trois principes de collecte de

bioaérosols dans des conditions contrôlées d'une chambre d'aérobiocontamination. De manière

concomitante à la culture, l'hybridation in situ a été testée sur les échantillons d'aérosol afin de

connaître sa faisabilité sur la détection des aérosols bactériens. Dans nos conditions expérimentales, la

combinaison méthodologique optimale de collecte-analyse de Legionella aéroportée a été obtenue

avec l'utilisation de l'impaction sur milieu liquide et de l'hybridation in situ, que ce soit en banc

d'aérosolisation ou lors de l'application de cette méthodologie au prélèvement d'aérosols de douche.
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Cette étude préliminaire suggère donc que la caractérisation des expositions à cette bactérie pathogène

est améliorée avec le couplage [impaction en milieu liquide - FISH]. Cette partie a fait l'objet d'une

publication dans la revue Joumal Environmental Monitoring.

Nous avons ensuite appliqué ces outils aux aérosols générés de 164 points de douche dans les 34

maisons de retraite participantes à l'éhlde. Legionella aéroportée a été détectée avec le couplage

[impaction en milieu liquide - FISH] pour 29% des échantillons contre au mieux 3% pour le couplage

[impaction sur milieu solide - culhlre]. Il semblait alors intéressant de tenter d'expliquer la

contamination en Legionella aéroportée en la mettant en relation avec les teneurs de Legionella dans

l'eau chaude de douche. Dans nos conditions d'observation, aucune influence des facteurs

environnementaux (humidité relative, température de l'air, débit d'écoulement de l'eau, volume de

l'espace douche) sur le transfert de Legionella dans l'aérosol n'a pu être établie. Cependant, pour tous

les prélèvements d'aérosols positifs en Legionella, cette bactérie a été aussi détectée dans les eaux

chaudes du même point de douche. Ainsi, à partir de ces données concemant 28,6% (47/164) des

échantillons d'aérosols, nous avons conclu à un risque 6,8 fois plus élevé (I.C. à 95% = 2,6 - 47,1) de

détecter Legionella dans l'aérosol quand la concentration dans l'eau chaude est supérieure à 105

Legionella-FISH.L'I.

Afin de mettre en relation l'exposition d'une population aux aérosols de Legionella et la survenue de

l'infection bénigne à légionelles, la fièvre de Pontiac, une étude épidémiologique de quatre mois a été

réalisée dans chacune des 34 maisons de retraite sur plus de 800 personnes âgées; la voie d'exposition

infectante étant l'aérosols d'eau contaminée lors de douche. La première étape a été de proposer une

définition opérationnelle de la fièvre de Pontiac qui intègre à la fois les signes cliniques présentés par

les personnes âgées et leur exposition potentielle à l'agent pathogène pendant les prises de douche.

Cette définition est basée sur la survenue dans les trois jours suivant la prise de douche d'au moins un

signe majeur (céphalées, myalgies, fièvre ou frissons) associé ou non à un signe mineur (vomissement,

toux, vertiges, dianhée ou asthénie). La durée de l'épisode de fièvre de Pontiac doit être comprise

entre 2 et 8 jours. Enfin, Legionella, à l'origine de l'infection, doit être mesurée dans l'eau et/ou dans

['air de l'eau des douches du patient considéré. Cette partie des travaux a fait l'objet d'une publication

dans la revue BMC Public Health.

L'étude épidémiologique a ainsi permis de diagnostiquer 30 cas de fièvre de Pontiac développés par

29 personnes âgées, de 16 maisons de retraite, conespondant à une densité d'incidence de 0,11

cas/personne.an (I.C. à 95% : 0,07-0,15).

Nous avons alors essayé d'identifier et de quantifier les facteurs de risque de la fièvre de Pontiac chez

les personnes âgées. Deux approches ont été réalisées, d'une part l'identification et l'évaluation des

facteurs de risque biologiques d'exposition, par la mesure des anticorps, et d'autre part, l'identification

de facteurs de risque environnementaux de la maladie.
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Les titres en anticorps anti-Legionella chez les personnes cas-fièvre de Pontiac ou saines ne sont pas

statistiquement différents et les personnes cas ne présentent pas de manière systématique des titres

élevées en anticorps. Ainsi, dans le cadre de notre étude, située dans un contexte non épidémique, les

titres en anticorps ne peuvent pas être considérés comme de bons marqueurs d'exposition à

Legionella.

L'analyse des antécédents de santé et des caractéristiques des personnes âgées-cas fièvre de Pontiac a

montré que seules la présence de troubles cognitifs et la prise de corticothérapie sont des facteurs

associés à la fièvre de Pontiac.

D'autre part, l'exposition à Legionella a été mise en relation avec le risque de développer la fièvre de

Pontiac. Ainsi, une personne âgée exposée à :

• 104 Legionella-UFC.L-1 eau, présente un facteur de risque de 2,5 (I.C. à 95% : 0,9 - 7,4) ;

• ~ 105 Legionella-FISHL1 eau, présente un facteur de risque de 2,3 (I.C. à 95% : 1,1 - 5,1) ;

• ~ 103 Legionella-FISHL1 air, présente un facteur de risque de 1,6 (I.C. à 95% : 0,8 - 3,5) de

développer la fièvre de Pontiac, selon notre définition. Enfin, une relation dose-effet a été mise en

évidence entre les concentrations de Legionella mesurées par hybridation in situ dans l'eau et la

probabilité de survenue de la fièvre de Pontiac.

Le message principal extrait de ce travail de recherche est que la présence de Legionella dans les eaux

chaudes sanitaires, due à une gestion déficiente du réseau d'eau constitue un risque pour les personnes

âgées via leur exposition aux aérosols d'eau de douche contaminée. Ce risque peut être observé par

l'incidence de la fièvre de Pontiac. Mais, ce risque peut être modulé par certains caractères de l'état de

santé des personnes âgées: la présence de troubles cognitifs ou la prise d'une corticothérapie.

La prédiction de la présence de Legionella dans les réseaux d'eau chaude par l'usage des données d'un

diagnostic réseau basé sur des référentiels nationaux [DGS, 2002] est un aspect innovant de ce travail et

s'inscrit dans une démarche de prévention du risque. En effet, à partir de l'évaluation de scores de

criticité du réseau d'eau, nous avons pu qualifier et quantifier que plus les scores de criticité étaient

élevés (présence de facteurs de risque) au niveau du réseau de distribution d'eau chaude et des points

d'usage, plus Legionella avait de risques d'être présente dans les eaux chaudes.

L'autre aspect novateur de ces travaux est la mesure de Legionella aéroportée afin d'identifier au

mieux les risques de contamination. En effet, la voie de transmission de la bactérie Legionella est

l'aérosol alors qu'aujourd'hui la réglementation est basée sur la seule qualité de l'eau. D'ailleurs, au

seuil réglementaire de 103 UFC-Legionella.L- 1 eau, aucun risque de fièvre de Pontiac n'a été identifié,

mais au-delà, à 104 UFC-Legionella.L- ' eau, pour la population âgée étudiée, une population sensible:

ce seuil représente donc certainement un excès de risque. De ce fait, le seuil fixé par la réglementation

française, 103 Legionella-UFC.L-' eau, est donc, dans le cadre de notre étude et au regard de nos

résultats, protecteur pour la population générale face au risque épidémique de fièvre de Pontiac. De
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plus, aucun cas de maladie du Légionnaire, qui n'était d'ailleurs pas l'objet de l'étude, n'a été

identifié quelles que soient les concentrations en Legionella dans l'eau ; le seuil de 103 Legionella

UFC.L-1 eau constitue donc, dans le cadre de notre étude, une réelle marge de sécurité à d'éventuelles

maladies du Légionnaire.

A notre connaissance, c'est la première analyse reliant une mesure de Legionella aéroportée à une

infection à légionelles, la fièvre de Pontiac. Ainsi, en ne considérant que les personnes-cas exposées à

des aérosols contaminés par au minimum 103 Legionella-FISH.L-1 air, il s'est avéré que le risque de

développer la fièvre de Pontiac était supérieur à 30 (E4, O.R. = 31,1 ; Es, O.R. = 35,25). Ce risque très

élevé, obtenu pour des concentrations dans l'aérosol, est encore plus élevé que celui obtenu pour des

concentrations dans l'eau chaude avec la même technique, FISH (O.R. = 2,3; I.C. à 95%: 1,1 - 5,1). Il

semblerait donc que ce soit la voie d'exposition -aérosol- , qui pèse le plus sur le risque de fièvre de

Pontiac, au regard de nos résultats, soit donc à privilégier dans des travaux ultérieurs sur le risque de

fièvre de Pontiac ou tout autre infection liée à Legionella.

Bien entendu, ce travail mérite d'être confirmé par d'autres recherches: il serait intéressant de

caractériser le générateur d'aérosols, le pommeau de douche, notamment par la taille et le nombre de

trous sur la grille du pommeau, qui pourraient influer sur 1c transfert eau/air de la bactérie. L'analyse

physico-chimique de l'eau et son influence sur la survie bactérienne et l'état de la bactérie au moment

de l'aérosolisation mériteraient aussi de plus amples travaux.

L'étude des facteurs de risque de la fièvre de Pontiac a été réalisée à partir des teneurs de Legionella

dans l'aérosol. Une analyse plus fine, faisant intervenir les titres en anticorps pourrait permettre de

mieux définir le risque de fièvre de Pontiac. En effet, jusqu'à présent, seul le titre en anticorps le plus

élevé parmi les 18 dosages réalisés était pris en compte, il serait intéressant d'identifier quelles sont les

espèces qui sont le plus à risque.

Par ailleurs, nous n'avons considéré qu'une pathologie à Legionella, la fièvre de Pontiac, mais la plus

grave à ce jour reste la maladie du Légionnaire. Il serait aussi intéressant de pouvoir expliquer

pourquoi une forme clinique l'emporte sur l'autre, même si aujourd'hui quelques hypothèses sont

avancées dans la littérature. Les cobayes sont souvent utilisés comme modèle pour étudier les

pathologies dues à Legionella dans la littérature. Des expérimentations sur ces animaux soumis à des

aérosols contaminés par différentes espèces de Legionella, enkystées ou non dans des amibes, seraient

à envisager pour étudier la viru1cnce de Legionella.

Enfin, pendant ces trois années de collecte de données au sein des maisons de retraite, nous avons

aussi recueilli les informations relatives aux personnels soignants. Ils sont d'ailleurs plus sujets à

l'exposition à Legionella dans le cadre professionnel par le biais de multiples aides quotidiennes à la

prise de douche qu'ils apportent aux résidents.
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Il serait donc tout aussi intéressant et novateur d'évaluer le risque, pour cette population saine, et a

priori en bonne santé, dans un cadre professionnel, de développer la fièvre de Pontiac, dans un

contexte non épidémique.
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Tableau A1.2 : Registre de recueil des signes cliniques quotidiens au cours des quatre mois de suivi des personnes âgées.
SI~III;lilU" du / :' 2(1~J .•• ;111 •..... / ,' 2bfl. .. l't\OJt:=T LJ::GlON',,\l1\.

1 l ,..~~;... 1

E,:<,.,to:",".:.,,<H' 1
' IF~tr'lIJ"(F) 1
o '.'a.:-Ja·:':'$(VI
1{ ."11;·' (P,-...·i-..·t)

".,,,<.,',,.•,",'·v>:.,,:,1 ~ . 1 l ' . 1 . . 1'-"k·",·" ".,'•. "".,,,...., 'Il ,.", ,.,,' <••, <~, ,.", ,.", <M" <.~ 1 <M' ,....

':~"-'-' ,i"1" ,1 v; ,1· i' ["1" l'1vi' 1· i' ;" 1" (, 1,,1 ' 1· i' 1'" ['" 1·' 1';,1, 1" l 1" 1" l, ivi' " ,1 ,,- ,,' J V [ , loi, 1" 1" ,1 vi, 1·: ' i" 1" rJ1vl"loi, 1~"i ' :-;:-; ,r:-rLFI-;;-I-:'-j ,:r;l 0

.",<; ('>"'0(;) 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
"..,',""",.""",,.":, 1 1: 1 1 1 FI 1 1 1 : Il! 1 J I~ I! 1 1 Il 1 ~ ! 1 1 1 1 Il 1 1 l±= 1 1 Il 1 : : 1 l ~ I~ 1 :
- .it;·iîtA<". L- 1Cj-rT-c-='''ï''"urrl n~f- -i-~-l 11-1- ... -j---:- .. -""=""111.1""- - l 'LLI~r-- ~n--r"'nJ-i-r""-"'T''-J-r''''

(".'"'''' 1 -I-i-' -'-1 r-j-I I-'-n- 1 -1- -I--I-----I---------r~r--r--, ! -1 1 -i-rll'-i-r~ -j 11-
.,;;""" l' 1 1 1 1 1 l 1 J 1 1 1 1 1 1 1 l' 1 1 1 1 1 Il 1 Il [ 1 1 1
»)l:" ",,,. 1 1 1. 1 : 1 1 1 1 1 1 \. t 1 1 1 1 r ! 1 1 1 1 1 1 1 Iii: 1 1 1 1 1 1 1 1 : . 1 1 1 1 1 1 1

v,~,;,..."u",,, 1 l' 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 l ' 1 1 1 1 Ill' 1 1 1 1 1 1 1

- - ~::f:,~;_ ._=1= = =b-=,I=î+ UL~~ ""F19,",bc~ i~~I=: ~~ -1'1-:-!===-=~.".- ==1= ~..". -=-~Lf= ':~ h. = == =r=r=I~~=..".=H=-r~",:I=,,.,;=~L= =1" i=LjT"-i-i"-----~~ _._!":;_l=.-"'I~_._ --j~ ~.. ·--I~---~-I~~~-~-~-~~~~-!_'_~~-l= ~.-~H-~H-~!~-~!~ _~

."""·;".,~i,,·,, 1 1. 1 1 1 1 1 1 1 l ,1 1 1 1 1 l , [1 1 [

1 'l''',no', lnt"'~","'té 1 1 J 1 1 1 1 1 1 II ! 1.1 1 1 . J: 1 1 1 1 1 III II 1 1 1

"nt""::::'::::"o" , 1 1: 1 1 1 l ,1 1 1 1 1 ., 1 1 Il! 1 . 1 1 Il!

A,,,~:;~::,;r61N) 1 l.11 1 1 1 1 Il Il 1 1 1 1 ": Il 1 1 1 Iii T [1 1 Il 1

"'''''~~:'-'''''=''"" J),.'!o',!"I" '!'I-Jo".":+f' '1"1' '"IM "["!']" ,." ... Jlv' "ILl" ''',_J '1'[°1' "1'" v, ":C," MIJ' 'lo!'I+l' ':j"L~I"'..'Jj'!~
,,~:,~,:~,'ô:,:;;,~l'., 1 l, 1 1Iii ; 1 1 [ 11 1 1 l , 1 1 11 1 1 1 1-[ 11

1'·~" l '1 III 1111 1 III ' Il Il: 1 Il 1Hill Il Il
~. vO)~~:;~:::::;'O' l ' 1 Il Il 1 l " JII 1 l' Il 1 i
E Il,u,'d,''''~ -!: III 11r11 r[---r _cr r . -r ==.~ - ~ -~[ -1-:- =[ . ='1 =1 M=[ r=~~I-I~~1l

,,,,,.:.~:~':,,}~ 1 1 Il III 1 : 1 1 1 Il 1 1 1 1 1 1 1111 1 1 Il III Il 1 1 1 1 1 1 .lI- ~'.rJ"'\,l~lL~ (U) ,! 1 . 1 r ' , 1 II 1 1 1 1 1

~ 1 ~-'<IIl LI 1 1111 ': 1 1 Iii IIIIIII! Il 1l Il ITfT III
P'i'~"'" 11 .. [ 1 1 1 j 1 i j . 1111 1Ill: 1 ; 1 l' '1 1 1 j l _ 1Il



Na nc~-Un i'versité'"' - ..,
~

Prénom, Nom:

Nature de la thèse:

Magali DELOGE-ABARKAN

Doctorat de l'Université Henri Poincaré, Nancy 1
en Biologie - Santé - Environnement

VU, APPROUVE et PERMIS D'IMPRIMER //c-Iz:ft(
Nancy, le .7é"c7,/t;,-' 2t)C)6

Le Président de l'Université Henri Poincaré, Nancy l

'--,~-- - -- .



RESUME i
1

!
La gestion du risque lié à Legionella est une préoccupation importante des autorités sanitaires et la réduction di
risque est inscrite au rang des priorités dans la loi relative à la politique de santé publique de 2004. Cette bactérie 1

être responsable de deux pathologies; la fièvre de Pontiac et la maladie du Légionnaire. Les habitats aquatiques sOl
réservoir naturel de Legionella et malgré une réglementation de plus en plus contraignante concernant sa présence c
l'eau, le risque demeure d'actualité. L'aérosol est la voie de contamination de la bactérie, mais il n'est pas encore'
en considération dans la gestion de ce risque bactérien. Pourtant, l'urbanisation et les progrès technologiques ont do
à cette bactérie la possibilité de se développer dans des installations hydriques artificielles (tours aéroréfrigérali
réseaux d'eau chaude, systèmes de climatisation) et d'être diffusée sous forme d'aérosols, puis inhalée. Or, à ce jou
n'existe pas de relation connue entre la teneur en légionelles dans l'eau et celle dans l'aérosol, ni de relation dose-e
sur l'Homme établie.

Dans ce contexte, ce travail de recherche concerne l'exposition:,.;àdfr'·bactérie Legionella présente dans des aéroi
d'eaux chaudes contaminées, et vise à quantifier le risque d'infection à cette bactérie dans une population sensibl{
s'intéresse à la forme bénigne de l'infection à Legionella, la fièvre de Pontiac. Le modèle d'exposition choisi est Ct

de personnes âgées vivant en maisons de retraite dans la région Lorraine; et la voie d'exposition est l'aérosol généré 1
de la prise de douche. Cette recherche associe des aspects de biologie environnementale à des aspe'
épidémiologiques. Elle met en œuvre des outils innovants de caractérisation des expositions, à la fois en termes
collecte d'aérosol et de mesure des légionelles aérosolisées. L'exposition des 828 personnes âgées volontaires a été pt
en compte à la fois à partir de données écologiques (concentrations de Legionella dans l'eau et dans l'air) et[
caractéristiques individuelles (fréquence de la prise de douche, âge, sexe, tabagisme, antécédents médicaux, .j.,.-:'
recueillie quotidiennement au cours d'un suivi de quatre mois dans chacune des 34 maisons de retraite volontaires d~

région lorraine. .

L'analyse de l'occurrence de Legionella dans les eaux chaudes de douches a montré que seulement un cinquième <

maisons de retraite présentait des Legionella cultivables (UFC) et plus de la moitié des Legionella hybridées (méthq
FISH). A partir d'une grille d'analyse des points critiques, le diagnostic réseau a permis de déterminer des scores:
criticité de risque de présence de Legionella dans les réseaux d'eau. Ainsi, il s'est avéré que cette grille d'analyse ba~

sur le' diagnostic réseau est pertinente pour prédire le risque de présence de Legionella cultivables. En eff
l'observation de facteurs de risque sur le réseau de distribution d'eau chaude et les points d'usage augmente le risque
présence de légionelles dans les eaux chaudes.

La collecte de bioaérosols a été réalisée aux mêmes points de douche et a montré, par impaction en milieu liquide, ~
29% des échantillons contenaient Legionella aéroportée (méthode FISH) alors qu'aucune Legionella aéropod
cultivable n'a été détectée. Pour tous les prélèvements d'aérosols positifs en Legionella, cette bactérie a éte au!
détectée dans les eaux chaudes du même point de douche avec un risque 6,8 fois plus élevé (I.e. à 95% = 2,6 - 47,1)'
détecter Legionella dans l'aérosol quand la concentration dans l'eau chaude est supérieure à 105 Legionella-FISH.L-1

. !

Un des points forts de ce travail a été de proposer, à partir de l'étude épidémiologique sur les personnes âgées, u:
définition opérationnelle de la fièvre de Pontiac. Ceci nous a permis de diagnostiquer 30 cas de fièvre de Pontù
développés par 29 personnes âgées, de 16 maisons de retraite, correspondant à une densité d'incidence de 0,'
cas/personne.an (I.C. à 95% : 0,07-0,15). L'analyse des antécédents de santé et des caractéristiques des cas a monl
que seules la présence de troubles cognitifs et la prise de corticothérapie (O.R. = 4,0 ; I.C. à 95% : 1,1 - 14,9) sont ~
facteurs associés à la fièvre de Pontiac ainsi que les niveaux d'exposition à Legionella, définis selon plusie~

hypothèses d'exposition; ,
• :::: 104 Legionella-UFe.L- l eau: facteur de risque de 2,5 (I.e. à 95% : 0,9 - 7,4);
• :::: 105 Legionella-FISH.L-1 eau; facteur de risque de 2,3 (I.e. à 95%: 1,1 - 5,1), avec une relation dos

effet mise en évidence entre les concentrations de Legionella mesurées par FISH dans l'eau et la probabilité 1

survenue de la fièvre de Pontiac.
• :::: 103 Legionella-FISH.L-1 air; facteur de risque de 1,6 (I.e. à 95% ; 0,8 -3,5)'1

En ne considérant que les cas exposés à des aérosols contaminés par au minimum 103 Legionella-FISH.L- 1 air, le risq!
de développer une fièvre de Pontiac est supérieur à 30; facteur de risque plus élevé que celui obtenu pour dl
concentrations dans l'eau chaude avec la même technique, FISH (O.R. = 2,3; I.e. à 95% : 1,1 - 5,1). '

Au regard de nos résultats, le seuil fixé par la réglementation française, 103 Legionella-UFe.C1 eau, semble protectel
pour la population générale face au risque épidémique de fièvre de Pontiac et constitue même une réelle marge (
sécurité à d'éventuelles maladies du Légionnaire. De plus, la voie d'exposition -aérosol-, qui pèse le plus sur le risqr
de fièvre de Pontiac, doit donc être privilégier dans des travaux ultérieurs sur le risque de fièvre de Pontiac ou tout au~
infection liée à Legionella. '

Mots clés: Legionella, eau, aérosol, fièvre de Pontiac, personnes âgées, maison de retraite, douches, facteurs de risqu,
exposition. .
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