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INTRODUCTION :

Les premiers cas de legionellose furent décrits il y a a peine plus de vingt cinq ans. Depuis, le
nombre de cas découverts ne cesse d'augmenter d'années en années. Mais doit-on considérer que le
nombre réel de cas de légionellose augmente, et que avant 1976 ni la maladie ni la bactérie n'existaient ?
La réponse est que la maladie a toujours existé, a un niveau variable au cours du temps. En effet, les
conditions de survie de la bactérie, du genre Legionella, font penser que le développement des systemes
d'’humidification de l'air, de type climatiseurs, ou des procédés industriels de récupération d'énergie
comme les tours aéroréfrigérantes, a pour conséquence de favoriser le développement de la bactérie
ainsi que sa dissémination. De plus, 'amélioration permanente du systeme de déclaration des cas de
légionellose ainsi que la médiatisation récente d'épidémies nosocomiales ou communautaires donne
l'impression d'une progression de la maladie alors qu'il ne s'agit en fait que d'une meilleure déclaration
de celle-ci.

Les legionelloses nosocomiales représentent environ 20 % de I'ensemble des légionelloses. En
milieu hospitalier, les réseaux d'eau chaude sanitaire, les systémes de conditionnement de l'air comme
les climatiseurs et les appareils de traitement respiratoire constituent des milieux favorables a Ia
multiplication des légionelles. La surveillance et la prévention des légionelloses est non seulement
indispensable mais aussi rendue obligatoire depuis 1998 dans tous les établissements de sante.

Bien que l'agent infectieux responsable de la légionellose, Legionella, soit aujourd'hui assez bien
connu, des incertitudes demeurent sur les conditions de transmission de la bactérie chez 'homme, et
donc sur la survenue d'une Iégionellose. Cela rend d'autant plus difficile la prise de mesures préventives
de lutte contre les légionelloses et en particulier I'établissement de valeurs seuils de concentration en
legionelles de 'eau. Aussi, ce travail ne tente pas de préconiser des mesures de prévention, ni d'établir
des valeurs seuils mais fait le point sur l'ensemble des recommandations récemment émises par les

hospitaliers hygiénistes, bactériologistes et légistes.



1% Partie : Légionelles et légionelloses

1- Historique 3)(17):

Du 21 au 24 Juillet 1976, les anciens combattants de "lI'American Legion" tiennent leur congres
annuel a Philadelphie. 4000 congressistes sont hébergés pour cette occasion a I'hétel "Bellevue-

Stratford".

En quatre semaines, 183 personnes sont atteintes d'une pneumopathie aigué sévere et d'autres
d'un simple syndrome respiratoire fébrile. Vingt neuf décedent.

Ces personnes touchées se sont révélées étre en majorité des résidents de I'hotel "Bellevue-
Stratford" mais des pneumopathies similaires ont été notées chez des personnes qui, sans étre rentrées
dans I'hétel, étaient passé 4 proximité de I'établissement. Ces cas ont été appelés "pneumopathies de la

Grand-Rue".

Une enquéte épidémiologique est mise en place ainsi que des recherches bactériologiques.

Les sources de contamination furent recherchées au cours de l'enquéte épidémiologique et on
démontra que les personnes s'étaient contaminées par voie aérienne dans le hall de I'hotel ou sur le
trottoir.

Les premiers résultats bactériologiques étant négatifs pour les germes connus, on nomme cette

nouvelle maladie "Maladie du légionnaire".

En 1977, Mac Dade identifie I'agent microbien responsable, une bactérie encore inconnue,
proche des Rickettsiae, Bacille Gram négatif, isolée de fragments de poumons de malades décédes, qu'il
nomme " Legionclla pnecumophila” (Legionella pour son origine et pneumophila pour son tropisme
pulmonaire).

II confirme la mise en cause de Legionella pneumophila dans 1'épidémie de Philadelphie en
mettant en évidence la présence d'anticorps spécifiques dirigés contre la bactérie qu'il a mis en évidence

dans le sang de malades convalescents.

Rétrospectivement, des épidemies semblables sont imputées a Legioncella pncumophila.



En 1965 a Washington dans un hépital, une épidémie de pneumopathies s'était declarée et
I’hypothese d'une contamination lors de travaux de terrassement avait été evoquée.

En 1968 a Pontiac, également dans un centre de soins, 95% des employés et patients furent
atteints d'un syndrome respiratoire fébrile aigu et bénin (Maladie appelée alors fievre de Pontiac).

En 1973, a Benidorm en Espagne, une épidémie de pneumopathies aigués avait touché des

touristes résidants dans le méme hotel.
Par la suite, les recherches bactériologiques, cliniques et épidémiologiques ont permis
d'identifier les réservoirs, modes de contamination, prévalence, ... de Lcgionclla pneumophila et des

autres légionelles.

C'est en 1981 que, pour la premiere fois en France, Legionclla pnecumophifa est isolée lors d'une

épidémie en milieu hospitalier (Hépital Bichat).

2- Bactériologie :

21- Taxonomie (15)(16)(17)(18)(19):

Les légionelles appartiennent a la famille des Legionellacac dont le seul genre est Legionclla. 45
especes sont actuellement connues dont Legionclla pncumophila qui tient une place importante. 64
sérogroupes de Legionclla sont connus, dont au moins quinze pour Legionclla pneumophila.(11)

Récemment, l'espece Legionella pncumophila a été divisée en trois sous-especes :

-Legionella pncumophila subsp pneumophila

-Legionella pncumophila subsp fraseri

-Legionclla pncumophila subsp pasculler



Le tableau n°1 montre les différentes especes de legionelles et les milieux dans lesquels elles

sont habituellement isolées.

Tableau n® 1 : Sources d'isolement de différentes especes de Légionelles. (17)

Espéces Sources d'isolement
L. anisa Plévre, cau chaude
L. hirminghamensis Poumons
L. bozemanii Poumons
L. tucsonensis Poumons
L. cherrii Citernes d'eau potable
L. cincinnatiensis Poumons
L. dumoffii Poumons
L. cruthra Circuits de refroidissement
L. fecleii Poumons
L. gormanii Terre
L. fairficldensis Circuits de refroidissement
L. hackcliac Poumons
L. jamestowniensis Terre humide
L. jordanis Biopsie pulmenaire, eau de rivicre
L. longbeachae Aspiration trans-trachéale, pneumonie
L. maceachernii Poumons, citernes d'cau potable
L. micdadei Poumons, sang
L. oakridgensis Poumons
L. parisiensis Circuits de refroidisscment
Lpneumophila Poumons, circuits de refroidissement, eau, ...
L. rubriluccns Eau du robinet
L. sainthelensis Fontaine
L. spiritensis Etang
L. wadsworthii Poumons

22- Réservoirs (3)(6)(1@

Les légionelles sont des bactéries ubiquitaires, banales dans notre environnement.

Elles sont hydrotelluriques, retrouvees dans la plupart des milicux aquatiques (riviéres, lacs,

étangs, eaux thermales), ainsi que dans des boues et composts. Plusieurs études montrent leur présence



dans la quasi totalité des eaux douces telles que rivieres, lacs, étangs. Elles ne survivent pas dans l'eau de
mer.

La température optimale de croissance des légionelles dans I'eau est de 35-40° C mais elles
peuvent survivre jusqu'a des températures de 60° C et a partir de quelques degrés. Le pH de 1'eau doit
étre compris entre 5,5 et 8,1, avec un optimum a 6,9.

Les légionelles sont détectées dans les milieux aquatiques naturels a de faibles concentrations,

représentant moins de 1% de la flore aquatique bactérienne.

Les réservoirs naturels sont tres rarement a l'origine de légionelloses, a la différence des eaux
domestiquées qui constituent des sites de prolifération et de dissémination (réseaux d'eau, surtout
ballons de stockage d'eau chaude sanitaire, humidificateurs d'air, climatiseurs, etc.).

Certaines légionelles ont été isolées a la fois dans 'environnement et chez des malades, d'autres
n'ont été trouvees que dans I'environnement.

Le tableau n°2 montre les différentes especes de Legionella et 1'obtention ou non d’un

isolement clinique.



Tableau n°2 : Espéces de lé¢gionelles et leur isolement chez ’homme (3)

Especes

Isolement chez ’homme

L adelaidensis

L anisa

L b1'1’mz'ngf1am ensis

L bozemanii

+ 4]+

L brunensis

L cherrii

L cincinnaticnsis

L dumofii

L crythra

]+

L Airfieldensis

L feeleit

-+

L gccstiana

Lchnom ospecies !/

L gormanii

L gra tiana

L hackeliac

L israelensis

L jamestowniensis

L jordanis

L 1an51'gcnsis

L londinicnsis

L 1011&/7@%}136

L lytl'ca VNC

L maceachernii

\Lmicdadcf

L moravica

L nautarum

L oakridgcnsis

L ParIbicnsis

L pneumophila

L pncumophila subsﬂoncumop/u']a

L pncumo&bi/a submcu//ci

L quateirensis

L guin/ivanii

L rubrilucens

L sainthclensis

L santicrucis

L Sbakespcarci

L spiritensis

L stCJgerwa/ tir

L tucsoncnsis

L wadsworthii

L waltersii

L worslciensis




Les legionelles sont des micro-organismes saprophytes qui peuvent devenir pour I'homme des

pathogenes opportunistes.

Relation amibes libres — Legionclles (3)(6):

Les légionelles sont des parasites intracellulaires facultatifs. Elles peuvent se multiplier
extracellulairement, mais uniquement sur des milieux spécifiques riches. Le plus souvent, le
développement est intracellulaire. Les légionelles doivent donc parasiter d'autres organismes pour se
multiplier dans l'environnement. Les cellules hétes sont des cellules humaines (cellules épithéliales
respiratoires ou macrophages) ou des protozoaires ciliés.

C'est ainsi que les légionelles trouvent un mode de protection durable dans l'environnement en
s'hébergeant dans des kystes d'amibes libres (Acanthamoeba, Nacgleria fowlerii, Hartemanella) ou de
protozoaires ciliés ( Tetrahymena). Ces organismes permettent aussi leur multiplication.

Les amibes incorporent les légionelles dans leur cytoplasme, au sein de vésicules. Les légionelles
sont capables de dissoudre la membrane de ces vésicules de digestion. Les légionelles peuvent ensuite
provoquer l'éclatement de l'amibe et se disperser. Mais si les conditions environnementales son

défavorables, les légionelles survivent tres longtemps dans les kystes de ces amibes.

Il existe une catégorie de légionelle appelée Legionella Like Amoebal Pathogens (LLAP) qui sont

intracellulaires obligatoires.

23- Caracteres morphologigues (15)(18):

Legionella est un bacille a Gram négatif, non sporulé, non encapsulé, de 0,2 2 0,9 pm de large
sur 2 a2 20 pm de long, mobile pour la plus part des especes grace a des flagelles situés en position
polaire ou subpolaire . Toutefois, L faifieldensis, L londoniensis, I nautarum et L oakridgensis sont
toujours immobiles.

Dans les échantillons cliniques, la taille des légionelles est faible (2 m au maximum), alors que
sur milieu de culture artificiel, les bactéries peuvent devenir filamenteuses (jusqu'a 20 pm). Dans les

tissus, les legionelles sont immobiles.



Aspect des bactéries apres coloration :

Issues de prélevements cliniques, les légionelles se colorent en coloration de Diéterle (par
imprégnation argentique) en brun ou noir. Elles apparaissent en rouge par la coloration de Gimenez (i la
fuschine et au vert malachite). Elles ne se colorent pas par les colorations de Gram ou Ziehl. Issues de
cultures, les légionelles se colorent par la coloration de Gram.

Toutefois, la safranine seule ne colore que faiblement les légionelles. Il convient d’utiliser un

mélange safranine + fuchsine ou de remplacer la safranine par de la fuchsine a 0,05%. (11)

24- Caracteres culturaux et biochimiques (3):

Les légionelles sont des bactéries exigeantes a croissance lente.

Aérobies strictes, elles cultivent mieux en présence de CO2 a 2,5%, ce gaz ayant un effet
tampon intéressant. (11)

Le pH doit étre stable aux environs de 6,9.

La température optimale de culture est de 35 a 37 °C.

Fer et cystéine sont indispensables pour leur croissance. Elles nécessitent en plus d'autres acides
aminés (arginine, acide L-glutamique) comme source de carbone et d'énergie.

Les caractéristiques biochimiques ont peu d’intérét pour caractériser le genre Legionclla ou
pour différentier les diverses especes. (11)

Elles n'oxydent pas et ne fermentent pas les sucres.

Les caracteres biochimiques constants chez toutes les especes de legionelles sont la présence
d'une catalase, d'une gélatinase, d'une phosphatase acide, l'absence de nitratase, I'absence d'uréase.

Au contraire, l'oxydase n'est pas retrouvée parmi toutes les especes, de méme que la béta-

lactamase. Legionella pncumophila présente ces deux enzymes.

Le milieu de choix est la gélose BCYE (buffered charcoal yeast extract), milieu contenant du
charbon (détoxifiant), de l'extrait de levure, du pyrophosphate de fer, de la cystéine (absolument
indispensable a la croissance de la plupart des especes de légionelles), de I'alpha céto glutarate et un
tampon pH. Cette base peut étre additionnée d'antibiotiques (polymixine B, vancomycine,
cyclohéximide) afin d'améliorer sa sélectivité vis a vis du genre Legionella.

Les légionelles sont capables de se multiplier dans des ceufs de poule embryonnés et sur

différents systemes cellulaires.



Les LLAP ne cultivent pas sur milieu BCYE mais uniquement en réalisant des co-cultures avec

des amibes.

En 2 & 14 jours (7j en moyenne) se développent des colonies de 2 a 3 mm de diametre, grises ou
blanchitres en vieillissant, muqueuses, luisantes, a aspect de verre fritte, translucides en périphérie, avec
un bord net rosé. En les observant sous lumiére UV a 366 nm, les colonies apparaissent fluorescentes.

Les colonies de L bozemanii, L cherrii, L dumoffii, I gormanii, L parisicnsis, L stcigerwaltii, L
tucsonensis, L anisa, présentent une fluorescence bleue. Une fluorescence jaune ou verte est obtenue
avec L birminghanicnsis et L wadsworthii et une fluorescence rouge est observée avec des souches de L

crythra, L rubrilucens et L taurinensis. (11)

En annexe 1 se trouvent des images et photographies de légionelles.

Le tableau n°3 montre les caractéres culturaux et biochimiques de différentes especes de

legionclla.

Tableau n°3 : Caractéres culturaux et biochimiques de différentes especes de legionelles. (1)

Besoin en
Especes oxydase Catalase gélatinase Béta-lactamase 5
cystéine
L. anisa + I + + + i
L. birminghamensis +/- + + + T
L. bozemanii - + + T T
L. cincinnatiensis - + + + +
L. dermoflii - + + T T
L. fecleii - + f _ +
L. gurmanii - + + T T
L. jordanis + + + + /-
L. longheachac + + + + I
L. maceachernii + + B +
L. micdadei +/- + R B ¥
L. oakridgensis - + + +/- B
L.pncumophila + + + + +
L. sainthelcnsis + + + + T
L. wadsworthii - + + i T




Particularité de la structure chimique de la paroi (12):

La structure chimique de la paroi des légionelles est particuliere par le fait qu'elle est composee
d'acides gras ramifiés, que l'on trouve normalement chez les bactéries a Gram positif. 90% des acides
gras de la paroi des légionelles sont ramifiés. La composition en acides gras est spécifique de chaque

espece de Legionclla.

Toxines produites :

Les légionelles produisent deux types de toxines, des endotoxines et des exotoxines.

Les exotoxines sont d'une part une hémolysine extra-cellulaire surtout active sur le sang de lapin
et d'autre part une cytotoxine thermostable dirigée contre les cellules CHO. Cette exotoxine
cytolytique a une activité phospholipase.

L'endotoxine produite par Legionella pneumophila est comme chez les bactéries Gram négatif

portée par la paroi. Cette endotoxine est pyrogene et est responsable des complications de la maladie.

25- Caracteres immunologiques (12):

Les caracteres antigéniques des légionelles sont portés par différentes structures de la paroi.
Deux groupes d'¢léments de la bactérie sont antigéniques :

Sur la membrane externe, le LPS et la protéine majeure MOMP (Major outer membran
protein).

Le LPS a une activite biologique de type endotoxine. Le polysaccharide du LPS est support de
l'antigene O, celui-ci servant a différencier les sérogroupes.

La protéine majeure, MOMP est spécitique de 'espece Legioncella pneumophila.

Les flagelles sont également immunogenes, et spécifiques du genre Legionclla.

Les anticorps produits chez le malade sont en majorité diriges contre le LPS.
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26- Sensibilité aux antibiotiques et désinfectants (6):

In vitro, les légionelles sont sensibles aux désinfectants suivants :

Agent chimique ou physique Dose
hypochlorite 5315 ppm
lodure, bromure 10 ppm
phénols 0.05%
glutaraldéhyde 0.03%

Chauffage a 58° C 30 minutes

In vitro, les légionelles sont sensibles aux antibiotiques suivants : eérythromycine, rifampicine,
1/ g . ! . . . . . . . .
céfoxitine, fluoroquinolones, péfloxacine, ciprofloxacine, ofloxacine, josamycine, aminosides

(gentamicine, amikacine), chloramphénicol et cotrimoxazole.
La béta-lactamase produite par Lcgionclla pncumophila est plus active sur les céphalosporines
que sur les pénicillines. La pénicilline-G et la cefalotine sont inactivées. Legionella pneumophila est

sensible & la céfoxitine et céfuroxine. L'ajout d'acide clavulanique permet d'inhiber partiellement

I'hydrolyse des béta-lactamines.

Par contre, Lcgionella pncumophila est résistante a la colistine, vancomycine et aux

lincosamides.

In vivo, les résistances proviennent essentiellement de la situation intra-cellulaire des
légionelles. Les antibiotiques efficaces sont donc a pénetration intra-cellulaire, comme 1'érythromycine,

molécule de choix pour le traitement d'une légionellose.
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3- Pathologie :

31- Physiopathologie (3)(4):

311- Modes de transmission et de contamination :

La transmission par voie aérienne est le mode privilégié dans l'acquisition d'une légionellose.
L'inhalation d'aérosols contaminés est I'hypothese retenue dans la majorité des cas. Les aérosols doivent
avoir des gouttelettes de moins de 5 microns de diametre pour pouvoir arriver au contact des
bronchioles et des alvéoles.

Exemples d'expositions a risque : douches, bains a remous (thermalisme), climatiseurs, systemes

de ventilation assistée, nébuliseurs, ...

Les formes infectieuses sont les légionelles libres inhalées directement ou des amibes infectees
elles-mémes par des légionelles, formes beaucoup plus virulentes. A la lyse de I'amibe, une grande
quantité de légionelles est alors libérée dans le systéme pulmonaire.

On pense méme que 'exposition a des légionelles provenant d'amibes serait responsable des
formes graves de légionellose, alors que les légionelles libres n'entraineraient que des pathologies
bénignes. (3)

Une étude a montré que la croissance de Legionella pneumophila dans une amibe la rendait dix
fois plus invasive pour les macrophages alvéolaires et cent fois plus pour les cellules épithéliales que les

souches issues de cultures.

La DMI (dose minimale infecticuse) reste toujours indéterminée chez I'homme.

Aucun cas de transmission interhumaine n'a été rapporté. L'existence d'un portage sain non

plus.

L'hypothése d'une contamination digestive a été posée dans quelques études. En effet, un
traitement anti-acide augmenterait le risque en supprimant la barriere du pH acide de l'estomac. Les
légionelles pénétreraient alors par le tissu lymphoide intestinal et provoqueraient une bactériémie,

responsable de la dissémination dans I'organisme par voie hématogéne.
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312- Path%énicité, virulence (15):

Le pouvoir pathogene des légionelles a été étudié in vitro sur des modeles expérimentaux de
type cultures cellulaires et sur l'animal. l'inoculation par aérosol reste la meilleure méthode puisqu'elle
se rapproche du mode de contamination de I'homme. Sur culture cellulaire, l'inoculation est réalisee par
mise en contact d'une suspension de légionelles sur une culture de macrophages alvéolaires, monocytes
ou cellules d'embryons de poulet.

La virulence est conservée chez l'animal et sur culture cellulaire alors qu'elle diminue

rapidement par culture sur milieu BCYE.

Les facteurs de virulence, plus ou moins bien connus, sont de différents types, toxiniques ou
¢léements de la paroi.

Ainsi, le LPS favorise 'adhésion de Legionclla pneumophila, intervient dans l'adaptation de la
bactérie aux conditions environnantes et est indispensable a la multiplication. La protéine MOMP
intervient dans la phagocytose de Lcgionella pneumophila dans les cellules (amibes ou macrophages
alvéolaires).

Diverses enzymes sont impliquées dans le processus de résistance des légionelles aux
macrophages alvéolaires.

Plusieurs toxines, plus ou moins bien étudi¢es interviennent dans l'activité cytotoxique de
Legioncella pneumophila ou en inhibant certains mécanismes de défense de I'héte.

Les mécanismes d’invasion des cellules de mammiféres et de protozoaires présentent de
nombreuses analogies. Ces analogies suggerent que les légionelles sont des parasites des protozoaires
secondairement aptes a infecter 'homme. Les légionelles sont capables d’infecter les cellules humaines
grace a des mécanismes primitivement destinés a infecter les protozoaires. Les légionelloses ne seraient
que des accidents liés au développement de techniques, telles que la climatisation générant des aérosols

infectieux. (11)

313- Physiopathologie :

Les légionelles inhalées sont phagocytées par les macrophages alvéolaires. La, les bactéries
résistent aux enzymes lysosomiales et vont se multiplier puis provoquer I'éclatement des cellules. La

destruction des macrophages et la dissémination des légionelles entrainent une alvéolite purulente,
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souvent accompagnée d'hémorragies intra-alvéolaires, d'une réaction inflammatoire avec cedéme et
infiltrat de nombreux polynucléaires neutrophiles, macrophages et fibrine.

Par diffusion lymphatique, les légionelles sont retrouvées dans les ganglions pulmonaires et dans
certains organes.

Par voie hématogene, les légionelles provoquent des bactériemies intermittentes, ainsi que des
foyers d'infection secondaires (foie, rate, cceur, ...).

Au niveau pulmonaire, les lésions peuvent étre importantes, pouvant aller jusqu'a I'abees.

314- Réponse immunitaire (12):

Les légionelles étant des bacteries a développement intracellulaire, l'immunité a médiation
cellulaire est le mécanisme de défense prédominant et le plus efficace, 'immunité a médiation humorale

restant secondaire.

Au cours du mécanisme humoral, on observe une augmentation des immunoglobulines M et G.
Ces protéines sériques activent le complément, et ces éléments réunis tentent de provoquer la
phagocytose des bactéries par les polynucléaires neutrophiles ( PNN), monocytes et macrophages, sans

toutefois y parvenir dans de grandes proportions.

Une preuve de l'efficacité du processus d'immunité spécifique cellulaire est le pourcentage élevé
de cas de légionelloses chez des personnes immunodéprimées (dont I'immunité cellulaire est réprimée
volontairement ou non).

Les cellules immunitaires intervenant dans ce mécanisme sont les monocytes, macrophages et
PNN. Les monocytes et macrophages phagocytent les légionelles avec l'aide du complément qui active
l'opsonisation. les PNN integrent eux aussi les bacteries mais les legionelles ingérées seront incapables de
s'y multiplier,

Dans les premiers temps de l'infection, des cytokines sont sécrétées. L'interféron Gamma
permet de limiter la multiplication des legionelles.

Les cellules Natural-Killer viennent ensuite détruire les macrophages infectés.
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32- Clinique (3)(6)(1):

321- Forme clinique grave : La maladie du Légionnaire :

Phase d'incubation :

Cette phase dure 2 a 10 jours, habituellement 5 a 6 jours.

Phase d'invasion :

Un tableau de syndrome pseudo-grippal non spécifique se met brutalement en place et dure

12 a 48 heures, avec fievre modérée, céphalées, myalgies et asthénie.

phase d'état :

< Syndrome infectieux :
Fievre élevée en plateau a 39-40° C
Frissons, sueurs, asthénie

Céphalées, myalgies

< Pneumonie :

Toux seche précoce et douloureuse qui peux devenir productive d'expectorations
mucopurulentes voire hémoptoiques.

Douleurs thoraciques.

Dyspnée (pouvant aller jusqu'a la détresse respiratoire aigué).

Riles crépitants a I'auscultation en cas d'épanchement pleural.

Image de pneumonie atypique diffuse sur la radiographie avec des opacités alvéolaires uni
puis bilatérales.

Ni la radiographie ni les signes cliniques ne sont spécifiques d'une legionellose par rapport a
d'autres pneumonies atypiques.

L'examen des gaz du sang révele une hypoxie, hypocapnie, et alcalose respiratoire.

& Signes digestifs :
Présents dans 50% des cas, ils apparaissent rapidement avec des douleurs abdominales,

nausées, vomissements et diarrhée cholériforme, pouvant entrainer une déshydratation.
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= Signes neurologiques :

Céphalées, hallucinations, obnubilation, agitation, tremblements, confusion, désorientation,

crises convulsives, symptémes dus a une hypoxie cérébrale.

< Evolution :

L'évolution est en général favorable en 2 semaines sous traitement antibiotique. Un
diagnostic et un traitement précoce améliorent l'évolution. Le pronostic de la maladie
dépend en grande partie de l'¢tat immunitaire du malade. Le taux de létalité est de 10 a
15% chez les sujets immunocompétents et de 80% chez I'immunodéprimé.

Une insuffisance rénale aigué ou une détresse respiratoire sont de mauvais pronostic pour le

malade.

= Complications extra—pulmonaires :

Atteintes cardiaques (bradycardie, myocardites, péricardites, endocardites).
Rhabdomyolyses.

Atteintes digestives.

Atteintes cutanées.

Atteintes rénales.

Atteintes hépatiques.

322- Forme clinique bénigne : la fievre de Pontiac :

Cette forme de légionellose est due aux espéces suivantes : Legionella pncumophila sérogroupes
1 et 6, Legionclla anisa, Legionella fecleri, Legionella micdader.

D'incubation courte (5 a 70 heures avec une moyenne a 36 heures), le tableau clinique se
caractérise par un syndrome pseudo-grippal pauci symptomatique : fievre, rhinite, mal de gorge,
irritation oculaire, cephalées, etc. Ces signes sont accompagnés d'une toux séche.

Le fievre de Pontiac touche uniquement les voies aériennes supérieures, sans pneumopathie. La
radiographie pulmonaire est normale.

La guerison est spontanée et rapide en 2 a 5 jours.

Le diagnostic est le plus souvent rétrospectif par sérologie ou antigénurie, dans un contexte

épidémiologique.
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Tableau n°4 :

Manifestations cliniques des légionelloses (1)

Maladie du

légionnaire

Fievre de Pontiac

Localisations extra-

pulmonaires

Mortalité

15-20%

0%

Incubation

2-10j

1-2

Symptomes

Fievre, toux, myalgies,
céphalées, douleurs
thoraciques, diarrhée,

confusion

Syndrome grippal

Poumon

Pneumopathie,
pleurésie, abces

pulmonaire

Rein

Désordres rénaux :
3 . 4 .
proteinurie, hematurxe,

insuffisance rénale

Foie

Peu de symptémes

Tube digestif

Diarrhée aqueuse,
douleurs abdominales,

nausées, vomissements

Systéeme nerveux

central

Somnolence, délire,
désorientation,

confusion

Atteintes :
Hematologiques
Neurologiques
Cardiaques
Musculaires
Digestives

Rétinite, sinusite
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33- Diagnostic (3)(1)(4):

331- Diagnostic clinique :

Les signes cliniques n'étant pas spécifiques d'une légionellose, on prefere les associer aux autres

meéthodes diagnostiques.

332- Radiographie pulmonaire :
La radiographie thoracique montre rapidement aprés le début de la phase d'état des opacites
d'abord uni puis bilatérales, correspondant a des infiltrats alvéolaires diffus, mal délimites.
La diffusion des infiltrats continue méme apres le debut du traitement antibiotique et ne
concorde pas avec la sévérité du tableau clinique.

La radiographie pulmonaire redevient normale 1 a 4 mois apres la maladie.

333- Diagnostic biologique :

[ Parametres recherchés Evolution ou valeur
VS > 100mm 4 la 1 heure
CPK > 175 U/L
Transaminases Augmentées
Lymphocytes < 1000 / mm3
T Leucocytes Augmentes
Natrémie < 130 mmol/ L
Protéinurie Positive
Albuminémie Diminuée
T Urémie Augmentée

Hématurie microscopique
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334- Diagnostic bactériologique »

Il a pour but de confirmer 'orientation clinique ou radiologique d'une légionellose en identifiant
le micro-organisme responsable. Il permet ainsi la prescription d'un traitement antibiotique efficace ou
le plus souvent de réadapter un traitement initialement mis en place. On distingue des méthodes de
diagnostic direct, par recherche de I'agent infectieux lui-méme ou de diagnostic indirect, par recherche

d'anticorps dirigés contre cet agent.

&2 Diagnostic direct :

Les prelevements cliniques sont divers : crachats, ponctions tracheales, biopsie pulmonaire,
aspirations trachéales ou bronchiques, liquide pleural et surtout lavage broncho alveolaire. Ce dernier
A A . I i . . . I .
mode de préelevement, le mieux protégé des contaminations par la flore commensale des voies acriennes
supérieures, doit toujours étre privilégié.
Lors de complications extra-pulmonaires, on peux également mettre en évidence la bactérie
dans les épanchements péricardiques et péritonéaux, dans les prélevements d'abees, dans les biopsies

d'organes infectés, dans les hémocultures, les coprocultures et les urocultures.

M Examen direct :
Issues de prélevements cliniques, les légionelles ne se colorent pas par la coloration de Gram

mais apparaissent par la technique d'impregnation argentique de Diéterle.

M Culture :

C'est la méthode de référence pour la mise en évidence des différentes espéces de Legionclla,
mais c'est aussi la plus longue et la plus délicate pour un opérateur non expérimenté. Le milieu
de culture est la gélose BCYE (Buffered charcoal yeast extract). Apres incubation a 37 ° C, en 3
a 10 jours se developpent les colonies caracteristiques de légionelles, qui pourront ensuite étre
identifi¢es par leurs caractéres culturaux et biochimiques ou par immunofluorescence directe ou
agglutination.

En cas de contamination par la flore commensale, une acidification ou un chauffage de
I'¢chantillon permettent d'améliorer la sélectivité de la culture.

La mise en culture a une bonne spécificité (100%) mais une faible sensibilité (40-60%).
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M Immunofluorescence directe :

Cette meéthode, rapide, consiste a mettre en presence de I'échantillon des anticorps mono ou
polyclonaux marqués a la fluorescéine diriges contre les antigénes de Legionella. Cette méthode
est peu sensible et nécessite une concentration importante de légionelles dans I'échantillon
clinique (Seuil de Détection (SD) = 10 * UFC/L).

I existe des réactions crois¢es avec d'autres germes.

Avantage : Rapidité d'exécution (12 2 h)

Inconvénients : Faible sensibilité (25-40%) avec seuil de détection élevé (10000 UFC/L) et

spécificité moyenne (60-70%).

M Amplification génique par PCR (Polymerase Chain Reaction) :
La PCR permet d'amplifier deux genes : un gene de virulence mip et un gene rrf. Les produits
de la PCR sont ensuite hybridés par des sondes nucléiques.

La présence d'inhibiteurs de la Taq polymeérase peuvent fausser la réaction.

] Antigénurie :

Sur un échantillon d'urine de malade, on recherche les antigenes solubles de Lcgionella par
méthode immunoenzymatique (ELISA), radioimmunologique (RIA) ou par agglutination.

Cette méthode a une bonne sensibilité et spécificité pour Legionella pncumophila 1.

Les antigenes solubles apparaissent dés les premiers symptémes et restent longtemps présents,
méme apres le début d'un traitement antibiotique. Donc cette méthode permet de confirmer le
diagnostic apres traitement.

Ce test est en plus trés rapide et tres facile a mettre en ceuvre.

Sensibilité : 80% (pour LP1)

Spécificite : 99%

Avantages : Précocité de la positivite de la réaction, recueil facile des urines, rapidité technique,
détection possible des antigenes méme apres antibiothérapie et détection tardive possible
plusieurs semaines a plusieurs mois apres la pneumopathie.

Inconvénients : Facilite d’utilisation occultant la culture et test valable uniquement pour

Legionclla pncumophila sérotype 1.
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Tableau n°5 : Sensibilité, spécificit(;, valeur prédictive positive et négative des méthodes de

diagnostic de la Iégionellose (1)

Méthode Sensibilité Spécificité VPP VPN
Culture 62 100
Culture sur LBA ou
sécrétions 80-90 100
bronchiques
Culture sur biopsie
90-99 100
pulmonaire
Culture sur sang 10-30 100
Antigenes urinaires 56 99 86 95
Immunofluorescence
25-70 65
directe
Sur biopsie
80-90 99
pulmonaire
Sur LBA ou
sécrétions 25-75 95-99
bronchiques
Sérologie avec
augmentation du 75 95-99
titre
Sérologie avec titre
10 94 15 91
unique élevé précoce
Sérologie avec titre
65 94 54 96

unique élevé tardif
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= Diagnostic indirect : Sérologie :

On recherche dans le sérum des malades la présence d'anticorps anti Legionella (anti LPS) et
leur titre.

Les anticorps sont deétectables a partir de 2 semaines environ apres le début de l'infection
(quelquefois pas du tout chez I'immunodéprimé). On dispose d'antigenes mono ou polyvalents.
La specificite de la sérologie est bonne dans le cas de Legionella pneumophila 1 mais la
sensibilité est faible. Il existe des réactions croisées avec d'autres especes de Legionella ou
d'autres bactéries.

Un test est positif s'il y a augmentation du titre d'anticorps (fois 4) sur deux échantillons
préleves a 3 semaines d'intervalle avec un deuxiéme titre de 128 minimum pour Lcgionclla
pneumophila 1 3 6 et 256 minimum pour les autres Legionclla , ou un titre unique supérieur a
256 quelque soit l'espece.

La sérologie permet également d'¢tudier la séroprévalence de la maladie dans une population.
En dehors de toute épidemie, la seroprévalence de Legionella pneumophila dans la population
générale ne dépasse pas 2,5%. pour les autres Legionclla, elle peux étre plus élevée (14% pour

Legionclla bozemanii).
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34- Traitement :

L’érythromycine est le traitement de référence de la légionellose. Son activité intracellulaire la
place en premiere intention chez des patients dont la légionellose est diagnostiquée de fagon certaine au
moment de l'installation du traitement antibiotique. Cependant, en pratique clinique, on instaure
d'emblée, devant un tableau de pneumonie, une antibiothérapie probabiliste visant a toucher a la fois les
germes extracellulaires comme les pneumocoques et les intra-cellulaires comme les légionelles. Les
recommandations de la SPILF (Société de Pathologie Infectieuse de Langue Frangaise) sont les suivantes
(66):

Devant un tableau de pneumonie et en cas de suspicion de légionellose :

Amoxicilline/acide clavulanique + macrolide

Ou Amoxicilline -+ ofloxacine

Qu Ceftriaxone + macrolide

Ou Quinolone antipneumocoque

Devant un tableau de pneumonie et en cas de suspicion de légionellose chez un patient en
réanimation :

Amoxicilline/acide clavulanique ou Ceftriaxone

+ Macrolide ou quinolone antipneumocoque

+ rifampicine

Le tout par voie parentérale.

En pratique, le macrolide utilise est toujours l'érythromycine a la dose de 1 a 3 g/24h.
Cependant, cette molécule présente une toxicité importante (66):

- veinite en cas de voie [V

- Troubles digestifs importants : diarrhée

- Toxicite hépatique

- Interactions médicamenteuses avec la ciclosporine et les dérivés de I'ergot de seigle

- Ototoxicité
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On préfere donc utiliser les quinolones et en particulier celles actives sur le pneumocoque (65):

Levofloxacine (TAVANIC ®) : 500mg/24h

Moxifloxacine (IZILOX ®) : 400mg/24h

Leur toxicité est moindre et elles sont par conséquent beaucoup mieux tolérées.

En conclusion, le traitement de référence d'une légionellose est l'érythromycine associée a la
Rifampicine. Le traitement alternatif est une quinolone antipneumocoque associé¢e a la Rifampicine

(65)(66).
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2™ Partie : Epidémiologie des légionelloses nosocomiales :

Le nombre de cas de légionelloses déclarés a été multiplié par un facteur dix en cing ans et des
¢épidemies sont rapportées de plus en plus souvent. La progression des déclarations reflete les efforts
entrepris pour détecter, diagnostiquer, prendre en charge, prévenir, contréler et surveiller cette
maladie. La déclaration précoce par les cliniciens aux DDASS (Directions départementales des affaires
sanitaires et sociales), la lutte contre les légionelloses nosocomiales, la collaboration entre CNR (Centre
national de référence), DDASS et INVS (Institut national de veille sanitaire) et la médiatisation des
épidémies récentes ont fait progresser le taux de notification de preés de 32% chaque année. Mais surtout
ces progres permettent de détecter plus de cas groupés et d'épidémies, auparavant ignores, et de ce fait
de mieux maitriser de nouvelles sources de contamination, notamment les tours aéroréfrigérantes. Les
progres de la surveillance de la légionellose ont débouché sur un renforcement de la prévention mais des
incertitudes demeurent. Les mesures visent le risque épidémique et nosocomial alors que plus de la

moitié des cas sont isolés sans source identifiée.

Les legionelloses apparaissent sous trois formes épidémiologiques :

- Les épidémies, caractéris¢es par une augmentation brutale de l'incidence de la maladie sur
une durée breve.

- Les endémies, au cours desquelles l'incidence augmente lentement et sur une période plus
ou moins longue. Elles résultent de retards de diagnostics ou de difficultés d'éradication de
la source de contamination.

- Les cas sporadiques, qui représentent entre 65 et 80% des cas totaux. (3)
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1- Caractéristiques épidémiologiques des légionelloses :

11- Fréquence, incidence des légionelloses :

Le tableau n° 6 et le graphique n° 1 montrent 'évolution de la fréquence des légionelloses

déclarées en France entre 1995 et 2001.(32 4 41)

Tableau n° 6 : Nombre de cas totaux et nosocomiaux francais de 1995 a 2001.

Année 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Nombre de cas 55 80 213 381 440 610 807
Cas nosocomiaux 18% 21% 18% 19% 13%

Le graphique n° 1 fait bien apparaitre la brusque augmentation en 1997 non pas du nombre de
légionelloses mais des cas déclarés de la maladie. Cette meilleure déclaration des cas se poursuit

réguliérement depuis 1997.

En 1997, l'incidence a été en France de 0,35 pour 100000 habitants. Elle est multipli¢e par
2,5 par rapport a 1996. En effet, la circulaire de 1997 a sans aucun doute eu un effet trés bénéfique en
permettant une prise de conscience de la part des médecins et donc une meilleure déclaration des cas.
(6)(29)(26)

En 1998, avec 381 cas declarés, l'incidence était de 0,63 pour 100000 habitants. Elle est
encore multipliée par 1,6 par rapport a 1997. En 1998, l'incidence de la maladie en Europe était
inférieure (0,43 pour 100000) (29)(30)(6)(31)(36).

En 1999, 445 cas ont éte notifies en France, soit un taux d'infection de 7,6 cas par million
d'habitants (contre 5,4 cas par million pour I'Europe) (11). L'incidence (0,73 pour 100000) est donc
stable par rapport a 1998. Elle est en France plus forte qu'en Europe (0,5 pour 100000), mais ces
chiffres dépendent de la qualité du systeme de surveillance (voir ce chapitre).

En 2000, 610 cas ont été declarés en France. L'incidence était de 1,0 pour 100000 (38).

En 2001, 807 cas ont été déclares, ce qui donne une incidence de 1,35 pour 100000.

L'incidence en Europe est toujours plus faible (0,6 pour 100000) (39).

Les taux d'attaque (nombre de malades par rapport au nombre de personnes exposées) sont de

0,1 a 5% pour la forme grave de la maladie du legionnaire, et de 95 % pour la fitvre de Pontiac.(20)(6)
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Enfin, la distribution des cas de légionellose au cours de l'annce fait apparaitre un caractere
saisonnier. En moyenne, plus de 50% des cas annuels se déclarent entre Juin et Octobre (29)(30)(6)(32
3 41).

Le graphiqgue n°2 montre la distribution mensuelle des cas apparus en France au cours des
années 1997 et 1998 (36).

Cette distribution annuelle des cas est semblable quelle que soit I'année. On a toujours une
augmentation des cas vers le mois de juin et une baisse progressive jusqu'a la fin de I'année. Les pics

correspondent a des épidémies.

12- Létalité :

Le taux de létalité de la maladie est d'environ 20%, constant depuis quelques années. Ce taux
est relativement ¢levé, mais les cas décédés sont probablement mieux déclarés. (29)(11)(26)
Le tableau n° 7 et le graphique n® 3 indiquent les pourcentages de déces parmi les cas annuels

déclarés en France. (32-41)

Tableau n® 7 : Taux de létalité annuels de la légionellose en France de 1996 a 2001.(32-41) .

Année 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Létalité (en %
16 20 23 20 25 19.9
des cas totaux)
]
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Graphique n° 1 : évolution des cas déclarés de légionelloses en
France entre 1988 et 2001 (39)
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13- Distribution de la maladie en fonction de 1'age et du sexe :

L'4ge médian est trés constant, aux alentours de 57 ans. Les extrémes varient de fagon
importante d'une année a l'autre surtout en ce qui concerne l'extréme inférieur. Il s'agit souvent de cas

nosocomiaux d'enfants, hospitalisés pour transplantations ou hémopathies graves.
d'enfants, hospitalisés pour transplantat hémopathies g 29

Le sex-ratio est également stable vers 3. Ainsi, en 1999, 65% des malades étaient des hommes,

contre 28% de femmes.(11)

Dans les deux groupes (hommes et femmes) , l'incidence augmente avec l'dge. Jusqu'en 1999,
elle était maximale dans le groupe 70-79 ans. En 2000 et 2001, elle était maximale chez les plus de 80
ans (38)(39). Cette tendance devra étre vérifiée pour les prochaines années.

50% des cas ont plus de 50 ans.

Le rapport d'incidence Hommes/Femmes est assez constant. Il était de 4,2 en 1997, de 3,4 en
moyenne pour la période 1988 4 1996, et en 2001 de 3,1. Ce rapport augmente jusqu'd 60 ans et

diminue ensuite. (3)

Le graphique n® 4 représente la distribution du nombre de cas en fonction de I'age des malades

en France en 1999 (3).

Le graphique n° 5 représente la distribution de I'incidence moyenne annuelle en fonction de

l'dge en France en 1999. (3)

Le graphique n°6 montre I'évolution de l'incidence en fonction de la tranche d'dge en France en

2001 (39).
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Le tableau suivant donne pour les années 1998 et 1999 I'dge median, le sex-ratio, la létalite et la

présence de facteurs de risques. (31)

Tableaun® 8 : dge médian, sex ratio, létalité et facteurs de risque pour les cas notifiés des années

1998 et 1999 en France.

Age médian Sex ratio déces Facteurs de risqu?
1998 (381 Cas) 56 3.1 22% 63%
1999 (440 cas) 57 2.8 20% 68%

14- Répartition en fonction des facteurs de risque :

Le tableau n° 9 indique les pourcentages de facteurs prédisposants parmi les cas de légionellose

déclarés en France entre 1988 et 2001. (32-41)

Tableau n° 9 : Facteurs prédisposants parmi les légionelloses déclarées- France 1988-2001

1988-95 | 1996 1997 1998 1999 2000 2001
Facteurs de risque *
@ | @) | @) | ) | ) | o | )
Cancer/ hémopathie 8 9 13 12 16 13 11
Corticothérapie/immuno—
11 6 13 13 7 13 12
suppresseurs
Diabete 6 7 9 11 10
Tabagisme 32 37 41 40 40
Autres 26 17 20 24 20 21 22
Au moins un facteur 42 32 62 67 68 72 69

* Non mutuelle

ment exclusif

Un ou plusieurs facteurs de risque sont retrouveés dans 60% des cas en moyenne. Parmi ces

facteurs de risque, un cancer ou une hémopathie sont retrouvés dans 10% des cas, une corticothérapie

ou tout autre traitement immunosuppresseur dans 10% des cas, un diabéte dans 10%, un tabagisme dans
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40% des cas et l'alcoolisme est présent entre autre facteur de risque chez moins de 10% des malades
(29). Ces chiffres varient tres peu d'une année sur l'autre depuis 1988, ce qui fait penser que les

"patients a risque" pour une lésionellose sont les mémes depuis longtemps.
P que p g P gtemp

Le tableau n° 10 compare la distribution des cas déclarés selon la présence ou non de facteurs de

risque. (38)

Tableau n° 10 : Comparaison des cas déclarés en France en 2000 selon la présence ou non de facteurs de

risgues.
Liaison entre la présence
Cas avec facteurs de | Cas sans facteur de
Caractére étudié de facteurs de risque et
risque risque
le caractére étudié
Moyenne d'age 57,6 ans 64,5 ans Liaison démontrée
Sexe masculin 79,4% 66,1% Liaison démontrée
Déces 25,7% 23,1% Liaison non établie
Cas nosocomiaux 22,9% 10,9% Liaison démontrée

Les malades qui présentaient des facteurs de risque sont significativement plus jeunes que les
autres et sont plus souvent des hommes. Les cas de legionellose nosocomiale présentent plus souvent des
facteurs de risque. Par contre, la létalité ne semble pas étre reliée a la présence de facteurs

prédisposants.

15- Répartition en fonction des expositions a risque :

La proportion des légionelloses parmi les pneumopathies communautaires est estimée a 0.5 a
5%. Cette proportion est nettement supérieure parmi les pneumopathies nosocomiales puisque les
légionelloses en représentent 15 4 25%. (20)(6)

Selon une étude sur la population hospitaliere francaise, les légionelloses représentent entre 6

et 10% des pneumopathies nécessitant une hospitalisation. (26)
Un classement des cas est effectué chaque année en fonction de l'origine de la contamination.

Ainsi en 1999 en Europe, 32% des cas étaient communautaires, 9% nosocomiaux et 21% dus & des

voyages .
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En 1998, parmi les 381 cas déclarés, 21% ont rapporté un séjour en hépital avant ou pendant la
maladie, 11% un sé¢jour en hétel ou camping, 2% une cure thermale, 1% un établissement de sante, 5%

un voyage a l'étranger et 10% la fréquentation d'une maison de retraite, d'un lieu de travail ou d'un lieu

de loisirs (piscines, ...). (29)

Le tableau n® 11 indique les expositions a risque parmi les légionelloses déclarées depuis 1988

(32-41).

Tableaun® 11 : Expositions a risque parmi les cas de légionellose déclarés- France- 1988-2001

1988-95 1996 1997 1998 1999 2000 2001

Exposition a risque
%) %) %) %) %) @ | %)

Station thermale 5 4 4 2 1 1 1
Hétel/ camping 9 10 21 11 10 9 11
Hopital 17 16 18 21 17 20 13
Etablissement de santé 2 1 1 1 2
Voyage 5 5 3 4
Résidence temporaire 3
Travail 4
Autre 21 17 5 10 11 15
Au moins une 47 47 50 50 46 48 42

Le graphique n°® 7 représente I'évolution des taux de différentes expositions a risque parmi les
cas de légionelloses declarées en France entre 1988 et 2001.

Ce graphique montre que l'origine thermale des légionelloses est minime par rapport aux autres
causes et en régression. Nous remarquons que cette diminution des cas refléte les efforts entrepris par
les établissements thermaux dans la lutte contre la légionellose. Elle est a saluer étant donné le suivi
épidémiologique poussé imposé a ces établissements.

En dehors de l'année 1997 au cours de laquelle plusieurs épidémies de légionelloses dans des
hétels s'étaient déclarées, les cas liés a des hotels ou des campings représentent en général la moitié des
Cas nosocomiaux.

En ce qui concerne l'année 2001, il semblerait que la part des cas nosocomiaux baisse. Cette

tendance devra é&tre confirmée au cours des années 4 venir.
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Le tableau n® 12 compare les cas Frangais de I'année 2000 selon leur caractére nosocomial ou

non (38).

Tableau n® 12 : Comparaison des cas de légrionellose déclarés selon le caractére nosocomial ou

non- France, 2000 (38),

Caractere étudié

Cas nosocomiaux

Cas non nosocomiaux

Liaison entre le
caracteére nosocomial et

le caractére étudié

Moyenne d'age 64,6 ans 58,4 ans Liaison démontrée
Sexe masculin 67,7% 77,4% Lien non démontré
Déces 41,4% 21% Liaison démontrée
Présence de facteurs

84% 68,4% Liaison démontrée

favorisants

Les cas nosocomiaux sont significativement plus dgés que les cas communautaires, ils sont plus

souvent létaux et présentent plus souvent des facteurs predisposants.

16- Répartition en fonction des espéces et sérotgrroupes

Le tableau suivant présente les différentes especes de Legioncllaretrouvées parmi les cas

déclarés de legionellose de 1988 a 2001 en France.

Tableau n® 13 : espéces et sérogroupes de Lcgionclla parmi les cas déclarés- France, 1988-2001 (32-41).

1988-96 1997 1998 2000
Espece
% n % n % n % n

Legionella pneumophila 47 227 90 186 97 306 98 480
P11 26 126 75 154 80 251 81 396
LP autres sérogroupes 12 57 12 24

LP sérogroupe non précisé 9 44 4 8

Legionella autres especes 5 25 4 8

Legionella espéce non précisée 48 234 6 12

Total 100 486 100 206 100 315 100 | 488

Légende : LP : Legionclla pncumophila

34




Alors qu'en 1996 Legionclla pncumophila représentait environ 50% des légionelloses, en 2001
cette espece était responsable de 98% des cas déclarés. Cette souche est-elle plus souvent responsable de
la maladie ou plus souvent recherchée ? La méme question se pose pour le seul sérogroupe 1 de cette
espece qui représente 80% du total des souches retrouvées chez les malades. Ces chiffres sont trés
différents de ceux trouvés en Europe. En effet, en 1999 pour I'Europe, Legionella pneumophila 1 a été
responsable de 65% des cas, d'autres sérogroupes de Legionella pneumophila de 30% des cas et d'autres
Legionella de 5% des cas. (11) Sachant que le diagnostic en France se fait de plus en plus par détection
de l'antigéne urinaire de Lcgionella pncumophila sérogroupe 1, on peut penser quil y a une
surévaluation de ce sérogroupe et de lespece Legionella pneumophila parmi l'ensemble des
légionelloses. Ainsi, dans bon nombre de cas, le diagnostic n'est fait que sur détection de l'antigéne

urinaire. On comprend bien ici I'intérét de la culture du germe, malheureusement trop souvent absente.

Dans l'environnement, on retrouve 40 a 50% de Lcgionella pneumophila 1, 30% de Legionclla

pncumophila d'autres sérogroupes et 20 a 30% d'autres especes de Legionella.(6)

17- Répartition en fonction des méthodes de diagnostic :

Le tableau suivant indique la répartition des cas déclarés de légionellose en France par type de diagnostic

(35)(36)(39).

Tableau n® 14 : Répartition des cas declarés de légionellose en France par type de diagnostic.

Méthode 1988-95 1996 1997 1998 1999 2000 2001
diagnostique En%decas | (%) (%) (%) (%) (%) (%)
Isolement 33 36 29 26 16 22 20
Séroconversion ¥ 50 53 41 30 20 22 15
Antigene urinaire 17 27 47 43 54
Immunofluorescence 5 3 4 3 1
Titre unique élevé 8 14 12 10 10
PCR 1 (CNR) 0 0
Non précisée 17 10

* Avant 1997, séroconversion et titre unique ¢levée n'étaient pas différenciés.
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Le graphique n® 8 montre I'évolution des différents types de diagnostics parmi les cas de

legionellose déclarés.

Graphique n°7 : distribution des taux d'expositions a risque parmi les

en % parmi les cas déclarés
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18- Prévalence des légionelles dans les réseaux d'eau et tours

aéroréfrigérantes :

Une étude réalisée en 2000 par Ja DRASS d'Aquitaine et la DDASS de Gironde a montre les

résultats suivants (26) :

= Prévalence des legionelles dans les réseaux d'eau chaude sanitaire d'établissements de santé et

d'établissements recevant du public :

- 32% des analyses effectuées sont positives

- 16% des analyses sont supérieures a 1000 UFC/L

- Dans les établissements de sante, 34,3% des analyses sont positives et 21,8% des résultats
sont supeérieurs a 1000 UFC/L.

- Dans les établissements recevant du public, 26,8% des analyses sont positives et 12,5%

supérieures a 1000 UFC/L.

Ces résultats montrent bien l'omniprésence des légionelles dans les réseaux d'eau et annoncent

la difficulté de la gestion du risque li¢ aux légionelles dans les ¢tablissements de santé.

Le méme type d'enquéte a éte effectuée par le laboratoire d'hygiéne de la ville de Paris sur les
tours aérorefrigérantes (TAR) des établissements recevant du public. 75% des tours contrblées ont
révele un taux de Légionelles supérieur a 100UFC/L, 20% étant compris entre 100 et 1000UFC/L,
30% entre 1000 et 10000 UFC/L et 25% supérieurs a 100000.

La aussi, le risque li¢ aux légionelles dans les TAR est bien présent.
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Enfin, une étude a été réalisée entre 1999 et 2001 sur les installations d'eau chaude sanitaire
dans les établissements de santé Lorrains (32). Cette surveillance environnementale des légionelles a
montré les résultats suivants :

- Température de I'eau chaude sanitaire :

Extrémes : 27-82,4° C

Température médiane : 48,3° C (46,7° C sur les points d'usage et 52,7° C en production)

- Nombre de prélevements, respect de la circulaire de 1998 applicable aux établissements de

santé :
% d'établissements ayant effectué au moins
Année 10 prélevements aux | 5 prélévements aux points | 1 prélevement en
points d'usage d'usage production
1999 10,5 31,6 73,7
2000 0 35,7 78.6
2001 26,3 52.6 68,4

La circulaire de 1998 n'est pas respectée pour plus de la moiti¢ des établissements, mais son

application tend a augmenter au cours du temps.

- Concentration en légionelles des prélevements :

49,8 % des préelevements sont positifs en légionelles.

19,2 % de ces prélevements positifs concernent la production d'ECS, 56,7 % les pommeaux de
douche et 20,7 % les robinets.

La concentration maximale en légionelles est de 88000 UFC/L. La médiane est de 1850
UFC/L.

69,1 % des prélevements positifs sont en niveau cible (<1000 UFC/L), 17,9 % sont en niveau

d'alerte (1000 a 10000 UFC/L) et 13 % sont en niveau impératif (>10000 UFC/L).

Que pres de 50% des prélevements soient positifs en recherche de légionelles est tout a fait
normal. Les légionelles sont des bactéries a réservoir hydrique. Il est donc normal de les trouver
dans des réseaux d'ECS. Que la concentration maximale retrouvée soit de 88000 UFC/L ne
signifie rien dans I'absolu. Ce prélevement peut avoir été effectué sur un point n'ayant pas servi

depuis longtemps. Par contre, que 30 % des prélevements présentent un taux de légionelles
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supérieur a 1000 UFC/L et 13 % supérieur a 10000 UFC/L est nettement plus inquiétant en
terme de risque sanitaire. Il serait intéressant de comparer ces chiffres aux cas déclarés de
légionelloses nosocomiales en Lorraine pour cette peériode. Cela donnerait des informations
pour tenter de relier le risque de survenue de légionelloses avec la concentration en legionelles

de I'eau chaude sanitaire.

- Distribution des niveaux de contamination en fonction de la zone géographique :

Ces deux parameétres sont statistiquement li¢s. Il apparait un gradient Nord-Sud.

- Distribution des niveaux de contamination en fonction du type d'établissement :

Aucun lien n'a pu étre établi entre la contamination de I'eau et le type d'établissement.

- Distribution des niveaux de contamination en fonction de la saison :
En ce qui concerne la présence de légionelles, la saison ne semble pas jouer de réle. Par contre,
q g ) pasj
. . . . ’ ) 1,0 1 . PR ]. l
les niveaux de contamination sont plus élevés en été qu'en hiver. Ceci implique que les
prélevements mériteraient d'étre étalés sur I'année afin de ne pas sous-estimer ou surestimer la

contamination en un moment donné.

- Distribution des niveaux de contamination en fonction du point de prélévement :

Les points d'usage apparaissent plus souvent contaminés et a un niveau supérieur que les
systemes de production et parmi les points d'usage, les pommeaux de douche sont plus souvent
et plus contaminés que les robinets.

Les pommeaux de douche peuvent donc étre considérés comme critiques et une procédure

d'entretien de ces eléments est donc indispensable.

- Distribution des niveaux de contamination en fonction de la température de I'eau :

Comme attendu, température de I'eau et niveaux de contamination sont liés. En effet, la
température médiane des prélevements négatifs en légionelles est de 50° C et celle des
prélévements positifs est inférieure a 50° C (45,5° C). Le maintien de la température de 'ECS

au dessus de 50° C peut donc étre préconisée.
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2- Le systeme de surveillance épidémiologique des légionelloses :

Le systeme de surveillance des légionelloses en France repose en premier lieu sur la déclaration

obligatoire et également sur le réseau EWGLI (European working groupe on Legionclla infections).

Au niveau local, la déclaration obligatoire permet aux DDASS d'identifier les expositions a risque,
de rechercher d'autres cas liés a ces expositions et de prendre les mesures environnementales de
controle appropriées.

Au niveau national, elle permet de mesurer les caractéristiques épidémiologiques et tendances de

la légionellose.

Au niveau Européen, elle aide a identifier les cas groupés. (29)

En 1999 a été crée 'Observatoire des légionelles regroupant 37 services de microbiologie
volontaires. Cet élément vient renforcer le systeme interactif préexistant entre le CNR (Centre national

de référence) et 'INVS (Institut de veille sanitaire). (31)

Il existe en France trois entités sources d'informations dans la surveillance des légionelloses :
- Le systeme des déclarations obligatoires :
Les cas diagnostiqués sont déclarés par les cliniciens aux médecins inspecteurs de santé publique

locaux qui les notifient a leur tour aux autorités nationales de santé publique.

- Le CNR des Legionella:
Ce laboratoire a été deésigné comme centre national de référence en 1980. 1 possede
l'équipement permettant la confirmation des djagnostic et une solide expérience dans I'examen

des échantillons et des souches envoyés de fagon volontaire par les laboratoires privés ou

publics.

- enquétes ponctuelles aupres des laboratoires hospitaliers.
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Qualité du systéeme de surveillance :

En 1995, 530 cas de légionellose ont été diagnostiqués, soit une incidence reelle de 0.9 pour
100000 habitants. (20) En fait, 55 cas ont été déclarés, ce qui fait chuter l'incidence de fagon
importante. L'exhaustivité et la représentativité du systéme des déclarations obligatoires ont éte évaluées
en 1995. L'exhaustivité était alors d'a peine 10 % (35).

En 1997, le CNR a notifié¢ 192 diagnostics de légionellose. Pour 72 d'entre eux (37%), aucune
fiche de déclaration n'a été regue. Le délai entre la date de début des signes et la date de déclaration
s'étendait en 1997 de 1 jour & 51 semaines avec 50 % des cas déclarés dans les 5 premieres semaines.
(35).

En 1998, 381 fiches de déclaration ont été regues par I'INVS. Parallélement, 235 diagnostics de
légionelloses ont été posés par le CNR dont 23 % sans fiche de déclaration. L'exhaustivité du systeme de
déclaration obligatoire a alors été estimé a 30% en 1998. L'incidence de 0,63 pour 100000 habitants a
donc été corrigée a 1,8. Le délai de déclaration s'¢tendait de 5 jours a 38 semaines, dont 61 % des cas
dans les 4 premiéres semaines et 10 % aprés 3 mois. Le délai moyen de déclaration des cas diagnostiqués
par antigénie urinaire ¢tait de 2 semaines. (36)

Le graphique n°9 montre la distribution du délai de déclaration des cas selon la méthode de
diagnostic (36).

Graphique n°9 : Distribution du délai de déclaration des cas selon la méthode

de diagnostic-France,1998 Ag urinaire |
120 rrmmee ) |- Autres

100 -

% cumulé

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Délai (semaines)
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En France, on a estimé que seuls 33% des cas avaient été déclarés en 1999.(5)(31)

En 2000, le CNR a diagnostiqué 241 légionelloses, dont 87% n'avait pas de fiche de déclaration.

En 2000, le délai s'étendait de 1 jour & 40 semaines. 74% des cas étaient déclarés dans les 4 premieres

semaines (contre 70% en 1999) mais 7 % au dela de 3 mois (contre 5 % en 1999). Le délai médian était

de 15 jours pour les cas diagnostiqués par culture et de 12 jours par antigénie urinaire (38).

En 2001, le CNR a notifi¢ 256 diagnostics de légionellose, pour lesquels une fiche de

déclaration existe dans 91,4 % des cas. Le délai s'étendait de 1 jour a 49 semaines. 79 % des cas étaient
> J

déclarés dans les 4 premitres semaines et 3 % au dela de 3 mois. Le délai médian était de 22,5 jours

pour les cas diagnostiqués par culture et de 10 j par antigene urinaire. (39)

Aujourd'hui, le nombre de cas réels est estimé a 2000 a 3000 cas par an en France. (20)

Aux Etats-Unis, il a ¢té estimé que 8000 a 18000 cas survenaient chaque année, mais que seuls

10% de ces malades étaient déclarés (38).

Cas groupés :

1997 (35)

Nombre de cas

16

3

Origine de la

contamination

Hotel / Istanbul

Station thermale

en voyage

20cas chez des francais

25 cas chez des Européens en

France

1998 (36)

Nombre de cas

20

5

6

Origine de la

contamination

TAR / Paris

Hopital / Paris

Hotel / Istanbul

33 cas en
hoétels en

France

Hoépital de Tarbes : 6
diagnostics par CNR

sans déclaration

2000 (38)

Nombre de cas

22 dont 4 déces

9

Origine de la

contamination

TAR / Rennes

Hépital Pompidou /

Paris
2001 (39)
Nombre de cas 4 20
Origine de la Limoges / source |Lyon

contamination

inconnue

Tableau n® 14 : Cas groupeés de légionellose en France de 1997 4 2001, (non exhaustif)

En 1998, 32 épisodes de cas groupés de legionellose sont survenus en Europe, dont 14 étaient

associés a des réseaux d'eau (dont 9 en hopital), 5 associés a des TAR (dont 1 en hépital), 1 associé & un

spa et 12 de source inconnue. (30)
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3- Investigation épidémiologique et environnementale :

31- Investigation épidémiologique :
Une enquéte épidémiologique doit toujours se baser sur une bonne définition des cas.

311- Définition des cas :

Un cas est défini comme une légionellose devant un tableau de signes cliniques et/ou

radiologiques de pneumopathie infectieuse avec en plus au moins un des signes biologiques suivants :

=> Cas confirmé :
« Identification de la souche Lcgionella par culture ou par immunofluorescence directe sur un
prélévement clinique.
«  Présence d'antigénes solubles urinaires de Legionella
o  Elévation du titre d'anticorps de 4 fois le titre initial avec un second titre de 128 minimum
= cas possible :

+  Titre unique ¢levé superieur a 256, quelle que soit I'espece.

Les cas groupés correspondent a au moins deux cas de légionellose survenus en moins de 6
. . , R . . .
mois chez des personnes ayant fréquenté un méme lieu et parmi lesquels au moins un des cas est

confirmé.

Les cas liés sont des cas groupés mais survenus dans une période de plus de 6 mois.

Une légionellose est dite nosocomiale certaine si le malade a séjourné dans un établissement
de santé pendant les dix jours précédant le debut des signes cliniques. Elle est probable si le malade a

séjourné dans '¢tablissement au moins un jour parmi les dix jours précédant les signes cliniques.

312- Investigation d'un cas isole de légionellose :

Les objectifs de cette investigation sont de confirmer le diagnostic, d'identifier les lieux
fréquentés par le malade qui constituent une source potentielle d'infection, de rechercher d'autres cas

dans 'entourage et de prendre des mesures systématiques de prévention.
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313- Investigation de cas groupés :

Cette investigation est la suite logique de I'étape précédente lorsque deux ou plusieurs cas ont
¢té identifiés. Son objectif est d'identifier une source commune d'infection pour adapter les mesures de
prévention. L'étude épidémiologique des cas groupés de légionellose est habituellement complexe pour
plusieurs raisons : cas relativement peu nombreux et espacés dans le temps, confirmation du diagnostic
souvent incompléte, multiplicité des expositions, difficulté a mesurer l'intensite et la duree de ces

expositions.

Etude descriptive :

« Définition des cas
+ Recherche de dénominateurs de population et calcul des incidences
» Représentation de la distribution spatio-temporelle

+  Emission d'hypotheses sur les sources d'infection

Etude analytique :

> Comparaison des cas a des témoins exposés mais non malades.

»  Tests statistiques des hypotheses par un questionnaire distribué aux cas et aux témoins.
32- Investigation environnementale :
=» Recherche des sources potentielles de contamination par diagnostic du contexte environnemental.

=>» Recherche des legionelles dans l'environnement, interprétation des résultats et comparaison des

souches cliniques et environnementales.
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3éme Partie : Prévention des légionelloses nosocomiales

1- Contexte réglementaire :

La gestion du risque lié aux légionelles se base d’une part sur la surveillance épidémiologique et
d’autre part sur les actions de controle et de prévention.

La légionellose est une maladie a déclaration obligatoire depuis 1987. Le nombre de cas declares
est resté faible jusque 1997, puis, suite a la parution de la circulaire du 24 avril 1997 relative a la
surveillance et a la prévention de la légionellose et du guide d’investigation accompagnant le texte, la
déclaration des cas a trés nettement augmenté, et ce de fagon continue jusqu’a aujourd’hui.

La surveillance épidémiologique se fait, a 'intérieur du territoire, par le systeme des maladies a
déclaration obligatoire. Dans les cas de légionelloses contractées chez des personnes ayant voyagé, le
réseau européen EWGLI ( European Working Group For Legionella Infection) collecte les informations
provenant de 31 pays.

Les actions de contréle et de prévention sont contenues dans des recommandations concernant
les établissements thermaux, établissements de santé et établissements recevant du public. Ces
recommandations visent a instaurer des bonnes pratiques d’entretien des installations a risque ainsj que

le respect du bon usage de I'eau dans ses différentes utilisations. (26)

11- Circulaire DGS n® 97/311 du 24 avril 1997 relative i la surveillance et 2

la prévention de la légionellose (20):

Cette circulaire met ’accent sur deux points. D’une part sur le diagnostic et la déclaration des
cas de légionellose, avec un guide d’investigation d’un ou plusieurs cas et une fiche standardisée de
déclaration, et d’autre part sur la mise en ceuvre de bonnes pratiques sanitaires (prévention primaire en
’absence de cas déclarés). (26)(20)

Les objectifs de cette circulaire sont d’améliorer la déclaration obligatoire, en donnant une
nouvelle fiche de déclaration, une nouvelle définition des cas (cas possibles, confirmé, groupés, liés, et

legionellose nosocomiale), et en proposant I’ organisation de la surveillance (20).
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Confirmation du diagnostic

'

Analyse des expositions

e

Cas nosocomial Cas communautaire
Recherche d’autres cas recherche d’autres cas
Enquéte envirannementale pas d’autres cas Autres cas

Envoi declaration obligatoire et

rapport d’investigation a DDASS conseils de prévention investigation de cas

[

Envoi de la déclaration obligatoire

groupes

et rapport a 'INVS

12- Circulaire DGS n° 98-771 du 31 décembre 1998 relative a la mise en

ccuvre 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 a risque et dans celles des batiments

recevant du public:

A la suite de la parution de la précédente circulaire, des épidémies de légionelloses

. . . - oy . .
communautaires ou nosocomiales ont conduit les autorités sanitaires a renforcer la reglementation.

Ainsi, ce texte rend responsable de la qualité de I’eau aux points d’usage les gestionnaires des

établissements. Ces responsables sont tenus de mettre en ceuvre tous les moyens pour atteindre cette

qualité, en particulier par la connaissance des réscaux d’eau, leur entretien, la surveillance de leur

niveau de contamination et les regles d’utilisation des eaux pour les soins.

La circulaire impose également de rechercher systématiquement une légionellose devant un cas

de pneumopathie nosocomiale. (26)(21)(10)
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13- Circulaire DGS/SD7A/SD5C-DHOS/E4 n°® 2002 / 243 du 22 avril 2002

relative a la prévention du risque lié¢ aux légionelles dans les établissements

de santé (23):

Ce texte modifie la circulaire de 1998.
Les objectifs de cette circulaire sont au nombre de trois :
1 = Gestion des installations a risque en établissement de santé.
2 = Prise en compte du risque “légionelles” dans les activités de soins.
3 = Modalités de mise en ceuvre des dipositions de prévention du risque “légionelles”

dans les établissements de santé.

1= Gestion des installations & risque en établissement de santé ;

Une installation a risque est définie comme une installation susceptible d’exposer des personnes
a des aérosols d’eau contaminée inférieurs a 5 microns. De telles installations sont représentées en
établissements de santé par les douches, tours aéroréfrigérantes, bains a remous ou a jets,
humidificateurs des systémes de climatisation et appareils de traitements thérapeutiques respiratoires.

Les réseaux d’eau chaude sanitaire doivent étre congus et entretenus de maniére a limiter la
stagnation de I’eau, a lutter contre les dépots et produits de corrosion et a permettre I’obtention d’une

température élevée de I eau jusqu’aux points d’usage.

2 = Prise en compte du risque “legionelles” dans les activités de soins :

Dans les activités de soins , la qualité des eaux utilisées doit étre fonction de 'usage qui en est
fait. L'eau utilisée pour un usage thérapeutique (acrosols, humidification en oxygénothérapie) doit étre
stérile. Pour les patients a haut risque (dont la définition sera traitée ultérieurement), ces mémes
dispositions s’appliquent, ainsi que I'utilisation d’eau stérile pour la préparation des aliments destinés a
une alimentation par sonde naso-gastrique.

La circulaire rappelle également la recherche systematique d’une légionellose lors de la survenue
d’un cas de pneumopathie infectieuse nosocomiale.

Devant un cas de légionellose nosocomiale, les méthodes préconisées de diagnostic biologique
sont la recherche d’antigénes urinaires et la recherche de la souche par culture. Lors de la survenue d’un
cas, une surveillance clinique de tous les patients susceptibles d’avoir été exposés doit étre mise en

place, ainsi qu’une enquéte environnementale et épidémiologique.
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39 Modalités de mise en ceuvre des dispositions de prévention du risque “légionelles” dans les

établissements de santé :

Un programme d’action visant a diminuer le risque “légionelles” doit étre défini et mis en
ceuvre. Un carnet sanitaire doit étre créé, contenant les plans des réseaux, protocoles d’entretien et de
suivi, résultats des analyses. Une procédure particuliére concernant la gestion spécifique du risque pour
les patients a haut risque doit étre réfléchie, ainsi que la procédure classique d’intervention en cas

d’apparition des légionelles ou de légionnellose. (31)

14- Réglementation concernant les tours aéroréfrigérantes (TAR) (47):

L'arrétée préfectoral du 26 avril 1999 (Préfecture de Paris) concerne les TAR répertoriées en
installations classées. Cet arréte fixe les regles d’entretien de ces tours ainsi que les différents niveaux
d’intervention en fonction des taux de légionelles mesurés :

» Taux supérieur ou eégal a 1000 UFC / litre =» mise en ceuvre de mesures correctives visant

a abaisser ce taux en dessous de 1000
> Taux supérieur ou égal 2 100000 UFC / litre = Arrét de la TAR, information de la
DDASS, correction par désinfection avant remise en service. )

Cet arrété peut &tre repris par toute autre réglementation concernant les TAR au niveau

départemental ou régional.

15- Réglementation concernant les établissements thermaux (25):

La specificité de I'usage de I’eau thermale pour tous les soins a obligé les autorités sanitaires a
reglementer fermement ces établissements. Une circulaire datant de 1992 a été modifiée par le CSHPF
apres étude des risques de légionellose lice a 'utilisation thérapeutique de I’eau. Cet organisme a donc
édité un guide de recommandations pour la gestion du risque microbien en établissement thermal, en
fixant des criteres de qualité de I'eau, des regles de surveillance et de contrdle de cette qualité, des
principes d’entretien des réseaux et de I'utilisation des désinfectants. Ce guide a été repris par la suite
dans l'arrété du 19 Juin 2000 modifiant 'arrété du 14 octobre 1937 modifié relatif au contréle des

sources d’eaux minérales naturelles. (26)(25)(24)
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2- Contrdle de la qualité de I'eau, surveillance sanitaire :

21- Parameétres mesurés :

211- Legionella, Norme AFNOR NE-T 90-431 de novembre 1993 (28):

On peux se poser la question de 'utilité de mesurer ou non les legionelles dans I’eau en raison
des difficultés d’interprétation des résultats. En effet, I’analyse des légionelles dans I’ cau ne reflete pas le
taux de contamination de I'aérosol et ¢’est pourtant celui-ci qui constitue 1’ exposition a risque. De plus,
les problemes de représentativité de I’échantillonage et la faible fiabilit¢ de la méthode analytique
pourraient faire douter de l'intéret de telles mesures. Enfin, il est difficile de déterminer des seuils
sanitaires en |’absence de relation dose-réponse établie. Ces points seront discutés plus tard. Par contre,
les analyses interviennent dans la gestion des risques pour déterminer des niveaux d’intervention et pour
justifier une action correctrice. De plus, la concentration de 1000 UFC/L correspondrait au seuil de
nombreuses épidémies. (26)

En pratique, on mesure le taux du genre Lcgionclla et de Vespece Legionella pncumophila. En
sachant que plus de 95 % des legionelloses sont dues & Legionclla pnecumophila, on choisit souvent de

mesurer le taux de cette espece. (26)

La technique de cette norme AFNOR est longue et fastidieuse & mettre en ceuvre. Si
I'ensemencement est fait directement sur gélose, il est parfois difficile d’interpréter les cultures. De
plus, la sensibilité de la technique est faible. La méthode comprend différentes étapes : concentration
d'un litre d’eau par filtration sur des membranes en polycarbonate de pores de 0,2 microns,
récupération des bactéries qui sont décollées de la membrane par sonication ou grattage, mise en culture
des légionelles sur des milieux spécifiques avec et sans antibiotique. Le concentrat est ensemencé aprés
chauffage ou acidification. Les conditions de culture sont particulieres : atmosphére humide, étuve & 36
+/- 1°C pendant 10 jours. Les cultures sont observées fréquemment (4 3, 5, 7 et 10 jours) afin de
repérer rapidement les colonies de Legionella avant qu’elles ne soient envahies par d’autres colonies.

La technique a un seuil de détection de 50 voire 100 UFC/L.

Ensuite, on differencie les especes par utilisation de milieux différents. Enfin, la méthode

d'agglutination sur lame permet d'identifier de sérogroupe de I'espece Legionclla pneumophila trouvée.

Cf Annexe 2 : Norme AFNOR NF-T 431 : Mesure de Legionella dans I’eau. (28)
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212- Température de I’eau :

Le niveau de contamination en légionelles de I'eau peut etre mis en relation avec la température
de I'eau. En effet, la survie des légionelles ¢tant tres reduite a partir de 50°C, en maintenant une
température de I’eau supérieure a 50°C, on minimise les risques de voir se développer ces germes. La

mesure de la température de I'eau doit suivre une stratégie et doit étre continue le plus souvent

possible. (9)(26)

213 — Germes totaux (26)(47):

La mesure des germes totaux comme indicateur de I’¢tat d’entretien d’une installation est tres
discutée. Pour certains auteurs, un taux élevé de germes totaux doit étre considéré comme un signal
d’alerte. D’autres se basent sur le constat que de faibles taux de ces germes ne garantissent pas un faible
taux de légionelles et donc préconisent la recherche systématique des légionelles. Nenmoins, la mesure

des germes totaux est préconisée pour le suivi sanitaires des TAR et climatiseurs.

22- Probleémes liés a I’analyse des légionelles dans Peau :

221- Repreésentativite spatio temporelle de I’échantillonage (26):

Lors du contréle de la contamination de I’eau d’un réseau, le lieu d’échantillonage est un facteur
déterminant. En effet, les légionelles trouvent des niches favorables a leur prolifération dans un réseau,
en particulier au niveau de zones de stagnation (bras morts, zones basses de ballons de production d’eau
chaude sanitaire, ...) ou sur des portions entartrées ou corrodées. Ainsi, en fonction du lieu
d’échantillonage, le taux de légionelles mesurées peut varier dans Pespace dans de tres larges
proportions.

Le moment du prélévement est également déterminant. Ainsi, aprés stagnation de |’eau dans les
canalisations (nuit), le taux de légionelles retrouve est maximal. Aprés une matinée (soutirage
important) ou apres une désinfection, il sera minimum.

Les caractéristiques de fonctionnement des équipements doivent également étre connues.

Le choix des points de prélévements et leur modalites reléeve de la stratégie d’échantillonage,

déterminée au coup par coup pour chaque installation a risque.(26)
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En annexe 3 figure une fiche technique concernant les modalités de prélevements permettant de

limiter ces biais (fiche technique extraite de la circulaire de 2002).

222- Variabilité des résultats d’analyse (26):

La recherche de légionelles est habituellement réalisée sur des échantillons d’eau, en raison dela
facilité de ce type de prélévement et de Iexistence d’un méthode normalisee.

Cette méthode consiste en une filtration de ’eau puis mise en culture. Mais la culture des
légionelles peut étre compromise par la présence dans I'échantillon d’autres micro-organismes moins
exigeants.

D’autre part, les études de la mesure de viabilité et de capacité a cultiver des légionelles dans les
¢chantillons d’eau froide ou d'eaux naturelles ont montré que pres de 99% des germes sont viables mais
non cultivables. Dans la plus part des cas, le nombre de légionelles mesurées serait donc tres inférieur a
la réalité. Notons que sur le plan clinique, la pathogénicité de légionelles viables non cultivables n’est pas

connue. (26)

223- Problemes d’interprétation des résultats (26):

Un des problemes majeurs rencontrés dans la prévention des légionelloses est la difficulte de
corrélation entre le résultat d’une analyse d’eau et I’évaluation du risque de légionellose qui en découle.
En effet, on ne connait pas la dose nécessaire pour provoquer une infection chez I'’homme. seule la DL
50 chez I’animal a été évaluée a 1,4 10° bactéries viables en aérosol (26). De plus, le déclenchement
d’une infection, quelle qu’elle soit, dépend fortement de la pathogénicité de la souche et de I'état
immunitaire de la personne exposée. En conclusion, plusieurs facteurs interviennent dans I’acquisition
d’une légionellose :

- L’état immunitaire du sujet.

- Ladurée d’exposition.

- La concentration en légionelles, ce qui justifie 'analyse des germes dans Ieau.

- La taille des particules de I’aérosol.

- Le pouvoir pathogene de la souche.
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L’examen des données épidémiologiques est donc indispensable en complément des données

analytiques pour évaluer le risque “legionelles”.

23- Modalités de suivi des différents parametres en établissements de santé :

Les circulaires de 1998 et 2002 imposent une analyse bacteriologique au moins une fois par an
sur I’eau des réservoirs, systémes de production, installations hydrauliques a risques et sur deux points
d’usage pour 100 lits (Au minimum 10 points pour un établissement de moins de 500 lits).

En pratique, le suivi d’une installation ne peut étre efficace qu’apres connaissance de cette
installation et diagnostic des points critiques. Ces points sont classés par niveau de risque et le point
présentant le plus fort risque sera analysé systématiquement en plus des points visés par la
réglementation.

Les analyses de légionelles seront donc effectuées au niveau de 'installation de production (fond
du ballon, sortie du ballon ou de I’échangeur), sur chaque portion de réseau au niveau du point le plus
critique et sur un ou plusieurs points représentatifs (de risque moyen), et sur le retour de boucle.

Les mesures de température porteront sur les méme points, et le plus souvent possible en

continu.

Aux Etats-Unis, le CDC ne conseille pas de réaliser des analyses de légionelles en routine, les
résultats pouvant etre faussement considérés comme sécuritaires. Ils considerent qu'il est plus important
de mettre en oeuvre un entretien constant de bon niveau. Les analyses sont, en revanche, nécessaires
dans le cas d'investigations épidémiologiques pour déterminer I'origine de la contamination.

Chaque état fixe ses régles en matiére de controle de I'eau. Ainsi, en Pennsylvanie, le seuil fixé
est de 30 % de sites de prélevement contaminés dans I'établissement de santé controlé.

En Grande-Bretagne, aucune valeur repere en terme de concentration en legionelles n'est fixée.
Les analyses de legionelles ne sont pas explicitement conseillées.

En Suisse, les parametres controlés ainsi que les seuils fixés sont sensiblement les memes qu'en

France.
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Tableau 15 : Suivi des parametres légionella et température dans les réseaux d’eau chaude

sanitaire : (9)(26)

Point de controle

Mesure a effectuer

Interprétation

Fond du ballon

Legionella : 1 /an

T : pas de mesure

Ftat général du ballon

Sortie du ballon ou de

I’échangeur

L : pas nécessaire si T>55°C

T : 1 fois / j ou continue

Rendement thermique

Points d’usage tres critiques

L:1/an

T : 1/ semaine ou continue

La durée d’obtention de la bonne
température est un indicateur de

l’équilibrage du réseau

Points d’usage représentatifs

L:1/ an (1/ trim dans services
a haut risque)

T : 1 / semaine ou continue

Retour de boucle

L:1/an

T: 1/ jou continue

Légende du tableau : L : Legionella, T : Température

Tableau 16 : Suivi des parametres légionella et température dans les réseaux d’eau froide : (26)

Point de contrdle

Mesure a effectuer

Interprétation

Plusieurs points représentatifs

T : 1/ semaine

L : si température > 20 °C

54




24- Niveaux d’intervention :

La recherche des légionelles dans I’eau, qui est rendue obligatoire par la réglementation
francaise est tres controversée. Ainsi, le CDC américain s’y est opposé, avangant I’argument qu’aucune
corrélation entre le taux de légionelles dans I’eau et le risque de légionellose n’a été prouvée a ce jour.

(7).

Les différents compartiments des légionelles sont :

C connue C inconnue C inconnue

C : Concentration en légionelles

On voit sur ce shema qu'’il est impossible, avec aussi peu de connaissances, de relier le risque de
maladie avec la concentration initiale en légionelles dans I’eau. (7)

Malgré I'absence de cette relation, différents modeles ont été proposés.

L’approche épidémiologiste de BEST consiste a relier le risque de légionelloses avec la
proportion de points d’usage contaminés. La valeur de 30% serait le niveau d’alerte a ne pas dépasser.

Un deuxiéme point de vue est une approche microbiologique, consistant a fixer des seuils de
concentration en légionelles dans I’eau pour un niveau de risque donné pour un groupe de patients.
C’est sur cette définition du “patient a risque” que la circulaire de 1998 se révele incorrecte. En effet, en
choisissant ce référentiel pour la définition du groupe de patients a risques et les niveaux d’intervention
proposés par I’OMS, une étude menée au CHU de Nancy a montre des résultats probants.

Les niveaux d’intervention étaient les suivants :

Sujets a risque Autres sujets
Niveau cible <50 UFC/L < 1000 UFC/L
Niveau d’alerte 50-100 > 10000
Niveau d’action > 100
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Les résultats obtenus sont les suivants :

cible
@ alerte

sujets a risque autres sujets

A peine plus de la moitié des prélevements satisfaisaient aux exigences des niveaux
précédemment définis et 58% des prélévements d’eau effectués dans les chambres des patients a risque
i .
étaient non conformes.

Or les recueils de déclaration de légionelloses font état de 2 cas de légionellose chez des patients
a risque sur un total de 2300 lits, ce qui prouve bien que la définition du niveau de risque pour ces

. A Y . ;. 3
patients ne peut étre relié a la concentration en légionelles de I'eau. pour que la recherche des
légionelles soient un indicateur fiable du risque de légionellose, les patients a risque doivent étre
correctement définis.

Il s’agit par conséquent des patients gréffés ou aplasiques (7).
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Tableau 17 : Fau

chaude sanitaire :

Concentrations limites autorisées en legionelles et

intervention a réaliser : (26)

Niveaux

d’intervention

Cas général

Etablissement de
santeé

Tous patients

Etablissement de
santé
Patients a haut

risque

Niveau cible
= entretien et suivi

regulier

< 1000 Legionella / 1

< 1000 Legionella /1

<50 Leg]’one/]a /1

Niveau d’alerte

=> renforcement de
I’entretien et du suivi,
information des services,
CLIN et services
techniques, recherche
des causes et de
I'étendue de la

contamination

>= 1000 chionc]]a

pncumophila /1

>= 1000 Legionclla

pncumop}u']a /1

>= 50 Legionclla /']

Niveau d’action
=» intervention
technique curative et
suppression de

I exposition

>=10000LP /|

>=10000LP /1

>= 100 Legionclla /' 1
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Tableau 18 : Tours aéroréfrigérantes :
T O

intervention a réaliser (47):

Concentrations limites autorisées en légionelles et

Niveau cible

< 1000 chionc]]a /1

Entretien et suivi régulier

Niveau d’action

>== 1000 Legione]/a /1

Mesures visant a abaisser le taux

en dessous de 1000 UFC /1

Niveau d’alerte

>= 100000 chionc][a /1

Arrét, information de la DDASS

et installations classées, vidange,

nettoyage et désinfection avant

remise en route
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3- PREVENTION :

31- Installations concernées :

Les sources d’exposition aux légionelles se répartissent en trois groupes : I'exposition directe

par I'eau, I'exposition par I'intermédiaire de 'air et I’exposition par des équipements de traitement

respiratoire.

€n

- Installations a risque d’exposition aux légrionelles de I'eau, répartition par usages

établissement de santé (27):

Remarque : La consommation en eau d’un établissement de santé est de 2002 20001/ j / lit.

Faux alimentaires et sanitaires :
Fau froide
Eau chaude sanitaire ( 501/ j / lit)
Fontaines réfrigérées
Eaux a usage médical :
Eau de dialyse
Eaux pharmaceutiques
Eau bactériologiquement maitrisce
Eaux propres et ultrapropres
Eaux techniques :
Arrosage
Piscines
Réseau incendie
Blanchisserie
Eau d’humidification de ’air (climatiseurs)
Eau de condensation des TAR

Eaux usées
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- Installations a risque d’exposition par 'air :
Climatiseurs (air réfrigéré)

Ventilations d’air chaud humidifié

TAR

- Installations a risque d’exposition par le matériel de soin :

Aérosolthérapie
Oxygénotherapie

Humidificateurs

32- Carnet sanitaire :

Chaque établissement est tenu d’établir et d’entretenir un carnet sanitaire concernant tout
particulierement le risque li¢ aux légionelles.

Ce carnet doit comporter quatre parties :

- une premiere partie sur la connaissance des installations a risque.

- une partie contenant les protocoles de maintenance et d’entretien de ces installations.

- une partie recevant les résultats des controles de I’ eau.

- un programme d’ameélioration de la qualité de 1’ eau.

321- Ftat des lieux, description des installations (27):

Pour chaque type d’installation, une description détaillée doit étre faite.

Dans le cas de la gestion du risque “legionelles”, I’origine de I cau utilisée ainsi que sa qualité de
départ doivent étre connues. L’eau peut étre d’origine privée (ressource privée autorisée) ou publique
(réseau d’adduction public). Dans les deux cas, la qualité de I'eau doit étre connue et si besoin vérifice.
Une série d’analyses est alors nécessaire : analyses bactériologiques et physicochimiques. L’eau utilisée

en établissement de santé, qu’elle soit d’origine publique ou privée, doit étre potable selon le décret 89-
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3 de 1989 relatif aux eaux destinées a la consommation humaine. Sur le plan physicochimique, la dureté,
le pH, la tempeérature, la conductivité, le bilan ionique, I'équilibre calco-carbonique, les matieres en
suspension et le taux de matiere organique doivent étre connus afin d’adapter le choix des matériaux qui
seront au contact de cette eau et éventuellement un traitement spécifique avant distribution.

Vient ensuite la description des installations. Dans le cas des réseaux d’eau, les traces doivent
étre indiqués sur un plan, comportant en outre la nature des matériaux utilisés, les dimensions des
canalisations, la situation des installations de traitement, de production, de stockage, relevés des
caractéristiques de fonctionnement (température, pression, ...), organes hydrauliques (pompes, vannes,
...), organes de securité (disconnecteurs, antiretours, purges, ...), équipements raccordes et points

d’usage,

322- Procédures de fonctionnement, d’entretien, de maintenance, et de suivi

QN4

Dans cette partie doivent figurer toutes les procédures, plannifications et fiches techniques
existant sur les installations a risque :

- Procédures de fonctionnement hydraulique pour les réseaux d’eau.

- Procédures d’entretien et de maintenance, procédures de traitements préventifs et curatifs.

- Fiches techniques de fonctionnement des appareils.

- Plannification des analyses, procédures d’intervention.
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323- Identification des points critiques (27)(44):

Apres état des lieux, chacune des deux premieres parties est reprise et analysée. Chaque point
est évalue en terme de risque. Les points critiques se situent a trois niveaux : Au niveau de la conception
des installations, au niveau de la maintenance et pour ce qui est des réseaux d’ECS, une évaluation du
niveau de contamination doit étre mesuré.

Les deéfauts de conception pouvant entrainer la présence ou le développement des légionelles
sont :

Bras morts, zones de stagnation

Zones de dépots ou corrodées

Absence de purges, dégazeurs, disconnecteurs

Mélange d’eaux froide et chaude ou refroidissement d’ECS par conduction.

Alternance de matériaux ou mauvais choix.

Les défauts d’entretien pouvant entrainer le développement des germes sont :
Points d’usage peu ou non utilisés.
Absence de traitements spécifiques

Absence de maintenance préventive

324- Programme d’amélioration (27):

Les points critiques identifiés peuvent étre classés par priorité selon plusieurs paramétres :
tout d’abord le niveau du risque. Plus celui-ci sera grand et plus le point devra faire I’objet d’une
correction rapide. Ensuite, la faisabilité technique de travaux ou modifications et le colit du
changement seront analysés et classés selon les possibilités techniques et financiéres de
I’ établissement.

Toutes ces améliorations seront plannifi¢ées et le carnet sanitaire devra étre remis a jour

selon une périodicité définie et systematiquement a la suite de chaque correction.

62



33- Mesures générales a prendre (27):

Toutes les mesures a prendre pour gérer le risque “légionelles” seront établies par le CLIN
et I’équipe opérationelle en hygicne.

De fagon genérale, aprés information et formation des personnels concernés, un entretien

;o . , . s L .
régulier et une bonne maintenance des installations sera nécéssaire pour prévenir le risque de
légionellose. Les procédures correspondantes, ainsi que les régles d’utilisation de ’eau pour les

% P ) q P
activités de soins devront étre formalisées et diffusées. La qualité de I’eau fera bien str I’objet d’un
suivi régulier, et en 1'absence de cas cliniques, ou en I'absence d'un suivi épidémiologique
. I . I . 14 .
prospectif, une légionellose sera systématiquement recherchée devant un cas de pneumonie

nosocomiale.

- conduite a tenir face a un risque de légionellose (27):

Si un prélevement d’eau révele un taux de légionelles supérieur au seuil d’alerte :
=» Sensibilisation des médecins et incitation a la vigilance diagnostique

=» Vérification de la température de I’ eau en production et distribution

=» Entretien des périphériques

= Contrdle immédiat pour vérifier I’ efficacité des mesures

=» Traitement curatif envisage si la contamination est étendue

=» Maintien des mesures jusqu’au retour au niveau cible des analyses
Si le seuil d’action est atteint :
=> Intervention technique immédiate

=> Suppression de |’ exposition (éviction des douches ou filtration terminale)

- Conduite a tenir face a un cas de légionellose nosocomiale :

Cette démarche est codifi¢e de fagon précise dans la circulaire de 1997.

Rq : Aucun isolement septique du malade n’est cécessaire.

Cf Annexe 4 : Fiche technique de déclaration d’un cas de legionellose- extraite de la circulaire

de 1997 (20)
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- Recommandations spécifiques pour les patients a haut risque :
Un patient hospitalisé est déclaré a haut risque s’il subit une immuno-dépression sévere (23).
Cette définition est trés précise de fagon a ne pas englober dans ce groupe des patients
présentant un ou plusieurs facteurs de risque de légionellose mais non a tres haut risque. Cette
immuno-dépression sévere est donc définie de la fagon suivante :

- Patient transplanté ou greffé

- Patient sous corticothérapie prolongée (0,5 mg/kg pendant 30 jours) ou

sous corticothérapie massive récente (5 mg/kg pendant 5 jours).

I est recommandé pour ces patients par la circulaire de 2002 de les regrouper dans des services
ou secteurs spécifiques équipés de points d’usage sécurisés (a filtration terminale) ou munis d’une
production autonome et instantannée d’ECS.

Si ces patients ne peuvent pas étre groupés, il faut impérativement sécuriser les points d’usage

de leur chambre.(23)

34- Recommandations pour la prévention des légionelloses nosocomiales :

341- Oxygenothérapie et aérosolthérapie (27):

L’oxygénothérapie consiste en une administration thérapeutique d’oxygene gazeux par sonde,
lunettes ou masque facial. Cet oxygene est préalablement humidifié selon deux techniques : ou bien en
passant dans un barboteur a usages multiples ou dans un humidificateur jetable (systeme clos).

- Réservoirs de type barbotteur :

IIs doivent étre nettoyés, désinfectés et rincés selon un protocole validé avec une eau

bactériologiquement maitrisée puis séches. Il s’agit d’un matériel semi-critique nécessitant une

désinfection de niveau intermédiaire. S’ils le permettent, ils seront stérilisés. Les tubulures,
sondes, lunettes et masques seront changés toutes les 24 heures maximum et entre chaque

patient.
- Humidificateurs pré-remplis d’eau stérile a usage unique :
P P g q

Lors de la mise en place, les branchements doivent étre réalisés de fagon aseptique. Ils doivent

étre jetés s'ils sont vides, apres chaque patient ou lorsque le niveau d’eau minimum est atteint.
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L’aérosolthérapie consiste en une administration de produits médicamenteux inhalés grace a un
a¢rosol (liquide dans gaz).

L’ensemble nébuliseur, tubulure et masque doit étre 4 usage unique. Le véhicule de I'aérosol
doit étre de I’eau stérile ou du sérum physiologique stérile, si possible en conditionnement unidose.

Le kit doit étre change toutes les 24 heures. Entre deux séances, le nébuliseur est vidé, rince a

’eau stérile et protégé.

342- Eau chaude sanitaire (27):

L’ECS peut sur tout son parcours s’altérer microbiologiquement. Les causes peuvent étre de
plusieurs types. Ou bien une pollution extérieure s'infiltrant dans le réseau au niveau de
Papprovisionnement (cas rare), au niveau de matériaux défectueux (joints, ...) ou corrodés. Ou bien les
légionelles présentes dans un réseau a un niveau bas vont s’y multiplier a I'occasion de conditions
environnementales favorables. Ces mémes phénoménes de corrosion et de dépots peuvent devenir des
niches écologiques favorables pour les légionelles. Une quantité trop importante de matiere organique
peut également renforcer le biofilm protecteur des légionelles. Des défauts de conception peuvent enfin
favoriser la croissance des légionelles (bras morts, zones de faible température, retours d’eaux
contaminges, ...), ainsi que tout défaut d’entretien d’un réseau d’ECS.

Afin de limiter les risques d’altération de la qualite microbiologique de I'eau, il est indispensable

de respecter les regles d’hygi¢ne au niveau de la conception, la réalisation et I’ entretien des réseaux.

3421-Conception et réalisation des réseaux (27):

Les matériaux doivent étre choisis en fonction de leur compatibilité avec les caractéristiques

physicochimiques de I’ eau distribuée.

Cf Annexe 5 : Nature des canalisations de distribution d’eau chaude sanitaire et leurs avantages

et inconvénients. (extrait de la circulaire de 2002 relative a la prévention du risque li¢ aux legionelles

dans les établissements de santé) (23).
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Le role de certains matériaux constituant les réseaux a été ¢tudié : fer, zinc et potassium, qui,
méme a de faibles doses, favorisent le développement des légionelles. A linverse, des surfaces en cuivre
présentent moins de colonisation. Le caoutchouc et le PVC sont a éviter car la colonisation par
Legionella y est plus importante que sur le cuivre. En effet, alors qu'a 50°C les légionelles ne survivent
plus sur du cuivre, il faut atteindre 60°C pour obtenir le méme effet sur du PVC. L’ajout de thiuram
dans les caoutchoucs inhiberait la croissance du germe. (23)

Au niveau des péripheriques, les robinets a aérateur présentent une colonisation importante.

Les matériaux les plus favorables au développement des légionelles sont par ordre du plus
favorable au moins favorable (23):

Latex > acier galvanisé > PVC > PET > acier inox > polybutyléne > verre > cuivre.

De méme, les diamétres des canalisations doivent étre déterminés de fagon a permettre un
¢coulement rapide et turbulent de I’eau, sans zone de stagnation ou de dépét. Les réseaux doivent étre
les plus simples et courts possible et séparés en fonction des usages de I’eau. Chaque portion de réseau
doit &tre désinfectable.

De fagon pratique, les différents réseaux doivent étre clairement identifiés.

L’utilisation de canalisations intérieures d’eau pour mise a la terre d’appareils électriques est
interdite, celle-ci pouvant favoriser des phénomeénes de corrosion.

Les réservoirs doivent étre dimensionnés de fagon a éviter la stagnation de I’eau, c’est a dire les
plus petits possible. Ils doivent étre entierement vidangeables en point bas et désinfectables.

Des dipositifs de protection contre les retours d’eau en provenance des réseaux et équipements
raccordés sont indispensables. Il s’agit de disconnecteurs, clapets anti-retour, ...

Les éventuels traitements de 1’eau doivent étre autorisés.
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3422- Entretien et maintenance (27):

Un entretien et une vérification doivent étre réalisés aussi souvent que nécessaire et au
minimum une fois par an sur les réservoirs, dispositifs de production, de traitement et de protection.
On examine alors 1’état général de I'installation, on procede au nettoyage, au réglage des organes
hydrauliques et on évalue I’efficacité des traitements et des organes de seécurite. Toutes ces opérations

. o
seront consignées dans le carnet sanitaire.

Bonnes pratiques d’entretien des installations a risque :

- Production et stockage :

La production d’ECS peut étre effectuée selon plusieurs procédeés :
Production par accumulation : ballon
Production instantannée : chauffe-eau ou échangeur a plaques.

Production semi-instantanée : échangeur a plaques + petit ballon de stockage

Recommandations :

= Local fermé, protége contre les pollutions extérieures

=» Présence de clapets anti retour avant le ballon et sur le retour de boucle

> 4 Purge haute et basse sur le ballon

> Vérification (ou mesure en continu) des températures de départ et du retour de boucle et de
la température dans le ballon .

=» Choix des matériaux des ballons, canalisations et réservoirs de qualité alimentaire

=» Entretien : on effectue une fois par mois une chasse en bas du ballon et une fois par an on

vérifie le fonctionnement des thermometres, purgeurs, clapets, ...

- Circuits de distribution :
" 4 Suppression des bras morts
=» Vérification de 'absence de passage d’eau froide dans les réseaux d’ECS (au niveau des
mitigeurs en particulier)
=» Vérification de la température de I'ECS en différents points :
60 a 65°C en sortie du ballon
60°C sur les réseaux primaires (calorifugés si nécessaire)

50 4 55°C aux points d’usage, afin d’éviter les risques de brulure.
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Tableau 19 : Effet de la température sur les légionelles et ’homme :

Température de I’eau Temps d’obtention de la Temps d’obtention d’une
mort des légionelles brulure profonde
70°C 1 seconde 1 seconde
60°C 32 minutes 7 secondes
50°C Survivance mais absence de 8 minutes
croissance

> Information des patients et du personnel sur le risque d’ingestion d’ECS.

=2 Désinfection des réseaux aprés tous les travaux

> Mitigeage de Ieau le plus pres possible de ' utilisateur

> 4 Détartrages périodiques des périphériques (joints, filtres, flexibles), au minimum une fois
par an

> Réglage du débit de recirculation dans le retour de boucle pour équilibrer la température de
I’eau distribuée

=> Contrdles de la qualité de I'eau

=> Remplissage et mise a jour du carnet sanitaire.

Cf Annexe 6 : Caractéristiques des installations de distribution d’eau chaude sanitaire et regles de

maintenance. (extrait de la circulaire DGS n® 2002/243 du 22/04/2002) (23)

343-Tours aéroréfrigérantes et climatiseurs (14)(27)(30)(47):

Les TAR et les systeme de traitement d’air qui leur sont associés ont été les premiers mis en
cause dans la multiplication et / ou la dissémination de ces bactéries. De nombreuses zones humides
sont susceptibles d’héberger des légionelles.

Le principe de fonctionnement des TAR consiste a refroidir ’eau ayant circulé dans le
condenseur de la machine frigorifique par une vaporisation partielle de celle-ci. L’eau & refroidir, qui
vient du condenseur, passe dans des gicleurs dont le réle est de pulvériser Ieau et donc d’augmenter la

surface d’échange entre I’eau et 1’air. L. eau restante est collectée dans un bac. Elle repart ensuite vers le
g P
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condenseur de la machine frigoriﬁque. Un flux d’air a contre courant intensifie les échanges thermiques.

Ces tours constituent malheureusement un milieu particulicrement favorable au developpement des

legionelles :

présence de nutriments (algues, végeétaux, micro-organismes,

A A

__,704

B

arrivée d'eau de
refroidissement

P
irazo°c ¥
a /

bac de
récupération

AL AN

NRZ N7\

v

retour d'eau de

refr

oldissement

alra 30°C +
vapeur d'eau +
eau entrainée (aérosol)

séparateur de
gouttelettes

rampe de pulvérisation

corps de remplissage

eau d'appoint

purge

de I'eau entre 25 et 35°C, des sites propices tels que les dépots de sels minéraux, la

) (14).

Modéle de tour aéroréfrigérante de lype ouvert

['eau chaude qui arrive doit étre refroidie. Elle passe
dans le packing et ¢'est l'air I'aspiré par le venlitateur
qui refroidit I'eau. L'eau en circulation est a une
température favorable au développement des
légionnelles. La difficulté d'acces & ces tours créent
les conditions d'une importante prolifération de la
baclérie

Figure n °1: Modéle de tour aéroréfrigérante de type ouvert.

Les regles de bonnes pratiques sanitaires sont les suivantes : (47)

=» Controle de 'efficacité des dispositifs d’arrét des goutellettes

=» Disconnexion des réseaux d'évacuation d’eau et des eaux usées.

=>» Installations des prises d’air des batiments voisins a au moins 8 metres des TAR et au vent

dominant.
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Prise d'air neuf

Immeuble A Immeuble B

Figure n°2 : Exposition potentielle des personnes de I'immeuble B dont Ia prise

d'air neuf'se situe sous le vent de la TAR de I'immeuble A.

Tour aéroréfrigérante

Hgure n° 3 : Contamination de personnes passant a proximité d'un panache

contenant des Iégion elles.

=» Traitement des eaux pour éviter les dépots
> Nettoyage des boues par dispersants et désinfection reguliers.

> Contréle de la qualité des eaux

Dans le cas des climatiseurs, I'eau de condensation peut étre un milieu de multiplication des

legionelles qui se retrouveront ensuite dans 1’air distribué.
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Les regles de bonnes pratiques sanitaires sont les suivantes :

= Les parois doivent étre lisses, accessibles, facilement nettoyables et désinfectables, et traitees
pour éviter les dépots (inox par exemple)

=» 1’ humidification doit avoir lieu en amont de la filtration

=» L’humidification par vapeur doit étre préférée aux systemes par ruissellement ou
pulvérisation

= Le circuit d’eau d’humidification doit étre muni d’un filtre & 0,4 microns.

=» Le bac de récupération des eaux de condensation doit &tre en pente, a évacuation continue.

=» [’cau de condensation doit étre analysée au minimum une fois par an.

71



4- Traitements physiques et chimiques curatifs et préventifs :

41- Nettoyage des réseaux d’eau (25)(27):

Les opérations de nettoyage sont indispensables pour enlever les dépots susceptibles d'entrainer
la formation d'un biofilm.

Le nettoyage peut étre réalisé par un processus physique et / ou chimique.

Une des méthodes utilisées est le nettoyage mécanique a l'air et a I’eau. il permet d’éliminer les
boues, le biofilm et les particules solides de fagon importante. Néanmoins, les vibrations que provoque
la méthode peuvent endommager des réseaux anciens.

I est également possible d’effectuer un nettoyage a I’eau seule. L'eau circule alors a vitesse tres
¢levée. Cette méthode présente I’avantage de ne pas provoquer de vibration, mais la capacité d’un
réseau a permettre un écoulement tres rapide de I’eau est souvent impossible a obtenir techniquement.

On peut toujours nettoyer chimiquement un réseau. On effectue alors une dissolution des
dépots de carbonates de calcium ou d’hydroxydes de fer par des produits acides auquels on ajoute un

inhibiteur de corrosion et un agent réducteur.

42- Désinfection (27):

421- Réglementation, produits utilisés :

Le décret 89-3 du 3 Janvier 1989 relatif aux eaux destinées a la consommation humaine
s'applique aux réseaux d’eau internes hospitaliers pour ce qui concerne les procédés et produits
chimiques utilisés pour la désinfection. Ces produits et procedés doivent étre autorisés par le ministére
de la santé aprés avis du CSHPF (Comité Supérieur d'Hygiéne Publique de France) et de I’AFSSA
(Agence Frangaise de Sécurité Sanitaire des Aliments). la circulaire du 8 mars 2000 vient compléter ce
texte en donnant la liste des produits et procédés utilisables.

Les méthodes de désinfection chimique font trés souvent appel a des oxydants.De fagon non
exaustive, les produits de désinfection de type oxydants sont :

Chlore et dérivés, hypochlorite de calcium, de sodium, chlorite de sodium, dioxyde de chlore,
de soufre, bisulfite ou hydrogénosulfite de sodium, métabisulfite de sodium, sulfate ferreux, sulfite de
sodium, permanganate de potassium, ozone, oxygene, péroxyde d’hydrogene. (25)

Les procedés autres que chimiques sont :
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L'ultrafiltration membranaire, le choc thermique, les rayonnements Ultra-Violet, l'ionisation
cuivre/argent.

Le choix d’un produit ou d’un procédé se fait en fonction de plusieurs parametres :

- Laqualité¢ de I’eau (pH, minéraux, matiére organique, turbidite)

- Matériaux constitutifs des réseaux

- Etat d’entartrage et de corrosion

422- Mise en ceuvre

- Choc thermique (27)(61):

=» S’assurer que la production d’ECS peut monter a la température voulue. Sinon, segmenter
les réseaux.

=» S’assurer que tout le réseau (canalisations, joints, organes hydrauliques, périphériques) peut
supporter une température élevée.

=» Désinfecter a part les réservoirs et périphériques

=>» Mesurer la température a des points d’usage représentatifs (70°C pendant 30 minutes)

= Contrdler la température avant remise en service

Les avantages du choc thermique sont la bonne capacité de la méthode a éliminer ou inactiver le
biofilm. A I'inverse, une forte tempeérature peut endommager les réscaux (en acier galvanisé en
particulier) et entraine un entartrage important.

Le choc thermique est une méthode d'urgence réservée au traitement des réseaux dans des cas
d'épidémies, visant a limiter l'exposition des personnes aux légionelles. Cette méthode n'ayant
pas d'effet rémanent, la recolonisation des réseaux est assez rapide (quelques semaines &

quelques mois) (60).

- Choc chloré :

Le chlore, en présence d'eau, s'’hydrolyse et donne naissance a 1'acide hypochloreux. Ce dernier
génere un sel d'acide, I'hypochlorite. On utilise I'hypochlorite de Sodium (eau de Javel) ou de

Calcium (forme solide plus stable). Selon le pH de I'eau, le rapport HOC1/ClO- varie. Quand

le pH augmente, la concentration en HOCI diminue et celle de CIO- augmente. Or HOCI est
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100 fois plus actif que ClO-. Dans une eau de pH éleve, l'activité biocide du chlore est donc plus
faible.

Le chlore peut étre utilise a des fins curatives a des doses allant de 10 mg/1 (aprés un nettoyage)
a 100 voire 150 mg/l. Le chlore, oxydant puissant, a une action immédiate sur les bactéries
libres mais il est rapidement réduit par les polysaccharides des couches extérieures du biofilm et
ne pénétre donc pas a I'intérieur de celui-ci. De ce fait, son action parait tres efficace durant 1
ou 2 jours et la situation se dégrade ensuite trés rapidement car le biofilm n’a pas été totalement

éliminé.

Recommandations pratiques :

<> Vérifier que le réseau peut supporter des doses élevées de chlore (corrosion inévitable).

> L’injection de chlore se fait par une pompe doseuse munie en aval de I’injection d’un clapet
anti-retour.

#» Les concentrations de chlore libre et le temps de contact sont définis par le tableau suivant :

15 mg/1 24h
50 mg/1 12h
150 mg/1 1h30

=> Ces doses doivent étre effectivement mesurées aux niveau de points d'usage représentatifs.
=> Rincer et vérifier I'efficacité du ringage par mesure du taux de chlore libre aux méme points

d’usage : On considére qu’un réseau est rincé si le taux de chlore libre est inférieur 4 0,2 mg/1 .

Dans les méthodes de traitement choc, il est indispensable de contrdler I efficacité du traitement

24 472 heures apres, a 8 jours de la désinfection, et a un mois.

- Dioxyde de chlore (60)(61):

Il s'agit d'un gaz instable produit in situ (du fait de son instabilité qui le rend explosif), soluble et
stable dans l'eau. Il subit une hydrolyse a pH alcalin, qui est totale si le pH est supérieur a 11.
Elle conduit alors a la formation de chlorite et de chlorate toxiques. C'est un oxydant treés
puissant, bactéricide a une dose faible (0,5 mg/I).

Avantages : Activité rémanente importante, pas d'activité corrosive, pas de gout a l'eau, bon

pouvoir pénétrant dans les biofilms, pas de formation d'organo-chlorés, agrée par le CSHPF.
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Inconvénients : Process difficile, couteux, générateur de chlorites et de chlorates

potentiellement toxiques.

- Chloration continue (6)(60):

La chloration continue consiste a obtenir un titre constant de chlore libre de 1 a 2 mg/l au
robinet a l'aide de pompes a chlore. Des études ont montré qu'il y a une correlation inverse
entre la concentration en chlore libre et la proportion de sites de prélevements positifs pour
Legionella. Une chloration continue de 4 & 6 mg/1 de chlore libre induit une diminution de 54 6
logs de Legionella pendant 6 heures. Mais la concentration en chlore libre est difficile a
maintenir constante sur un réseau d'eau complexe, notamment dans les portions distales de
celui-ci. Il est donc essentiel de mesurer Ja concentration en chlore libre au niveau des points
d'usage.

A des doses de 1 a 4 mg/l, des inconvénients apparaissent. Le chlore libre a un effet
potentiellement tératogene du fait des produits de dégradation qu'il induit (Trihalométhanes et
Organo-Chlorés. En outre, la chloration entraine une dégradation des réseaux par corrosion.
L'utilisation d'hypochlorite reste néanmoins un procédé peu couteux, tres efficace pour prévenir

la prolifération bactérienne et rémanent quand la demande en chlore est suffisante.

- Ozone :

Ce gaz instable est produit in situ a partir d'air et/ou d'oxygene. L'ozone agit sur les molécules
présentent dans l'eau selon deux modes d'action : Une réaction directe par oxydation et une
réaction indirecte ou radiculaire (I'ozone donne en milieu alcalin le radical hydroxyl tres
réactif). L'eau oxygénée ou les ultra-violets ont un effet activateur et peuvent donc etre associés
alozone. La présence de matiere organique diminue I'efficacité de l'ozone.

Une concentration de 0,79 mg/| suffit a eliminer Legionella pneumophila d'un circuit d'eau.
L'ozone est un désinfectant trés puissant mais son prix, sa production complexe et I'absence

d'effet rémanent le désavantagent par rapport au chlore.

- Monochloramine :

Une alternative intéressante a la chloration continue est l'utilisation de la monochloramine
comme moyen de désinfection residuelle. La monochloramine est obtenue en mélangeant
ammonium et chlore libre. L'action désinfectante de la monochloramine est plus lente que celle

du chlore libre mais elle est plus stable. De plus, la monochloramine pénétre mieux 4 l'intérieur

du biofilm (6).
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- Rayonnement ultra-violet (60):

Les rayonnements UV peuvent etre utilisés comme moyen de désinfection unique seulement
dans un réseau de faible volume. Ce moyen trouve essentiellement sa place dans une portion de
réseau de distribution de l'eau oti la prévention doit etre impérativement renforcée comme les
unités de transplantation. Le systéme est d'autant plus efficace qu'il y a recirculation en boucle
de I'eau sur laquelle est appliqué le rayonnement UV. La maintenance du systéeme doit etre
effectuée rigoureusement afin d'éviter une perte de puissance des lampes a UV. Des capteurs de

rayonnement permettent de s'assurer de l'efficacité du systeme.

- lonisation Cuivre / Argent :

Le systéme génere par hydrolyse des ions Cuivre et argent qui se fixent a la paroi bactérienne et
induisent une lyse de cette paroi. L'activité de ces ions est favorisée par l'¢levation de la
température de l'eau. Cette méthode est efficace avec les concentrations faibles en ions (0,02 a
0,08 mg/l en Argent et 0,2 4 0,8 mg/1 en Cuivre) (61) et n'altére pas la potabilite de l'eau. La
maintenance nécessaire au bon fonctionnement du systéme est importante (nettoyage des
¢lectrodes encrassées) et doit comporter des mesures des concentrations en Cuivre et en
Argent. Les concentrations en jons sont controlées par spectrophotométrie d'absoption
atomique. Il existe une effet rémanent d'environ deux mois tout a fait interressant. Il semberait
que cette méthode donne des résultats prométeurs dans la désinfection des réseaux d'eau. Une
étude a montré que l'ionisation Cuivre/Argent était plus efficace sur les légionelles que le choc

thermique (61). Cependant, cette méthode n'est pas pas autorisée a ce jour en France.

- Péroxyde d'hydrogene :

L'efficacité du péroxyde d'hydrogéne est plus faible que celle du chlore. 1l doit donc etre utilisé a
des doses importantes (250 mg/l 4 2,5 g/1). I'ajout de catalyseurs (Fer, Argent, Cuivre)augmente son
efficacité et sa stabilité en solution.

> Si on procéde par utilisation de péroxyde d’hydrogene additionné de Cuivre ou d'Argent,
une durée de contact de 20 a 30 minutes est suffisante pour une concentation de 2 mg/1 en H202. (60)

> Rincer et vérifier I'efficacité du ringage par mesure du taux péroxydes aux points d’usage :

On considere qu’un réseau est rincé si le taux de péroxyde est inférieur a 0,5 mg/1.
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Tableau 20 : Récapitulatif des méthodes de désinfection chimique des réseaux d’eau : (42)(60)

Efficacité
Efficacité
sur les Pouvoir Praticité
sur le Limites
bactéries rémanent d’utilisation
biofilm
libres
Corrosion
Choc chloré +++ + 4 ++ + Sous-produits
toxiques
Péroxyde Biocide faible
+/- +++ ot -
d’hydrogene Ringage
Chloration pH
e 4+ o +
continue
Chloramines + ++ ++ - Toxicité
Dioxyde de
++++ o+ ++ +
chlore
Ozone ++++ . 4+ .
Cuivre-argent ++ +++ + - Toxicité
|

La composition physico-chimique de I'eau et la nature des réseaux importe dans le choix de la
méthode de désinfection mais c'est en pratique surtout l'activité bactéricide des procédés qui est retenue
et la balance cout/ efficacité/praticité d'utilisation. Ainsi, le chlore par son cout faible pour une activité
correcte reste largement utilisé. Les autres oxydants sont moins utilisés. Le dioxyde de chlore semble
par son efficacité de plus en plus utilisé, en particulier en milieu hospitalier. Les nouvelles techniques
comme l'ionisation Cuivre/Argent, pour le moment non autorisée en France, semblent avoir un avenir

dans la prévention des legionelloses grace a son efficacité démontrée.
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CONCLUSION :

La légionellose est une pneumopathie aigue causée par la bactérie Legionclla. Cette bactérie,
dont le réservoir est exclusivement hydrique peut contaminer les patients hospitalisés par l'intermédiaire
de I'eau chaude sanitaire, par le panache contaminé d'une tour aéroréfrigérante, par les systemes de
climatisation ou par les appareils de traitement respiratoire.

Les formes épidémiologiques sont de type sporadique ou épidémique. Dans le cas d'une
épidémie de légionelloses nosocomiales, les enquetes épidemiologiques et environnementales
permettent de connaitre les sources d'infection. Une fois que les mesures curatives visant a stopper
I'épidémie sont prises, des mesures préventives doivent etre envisagées, dans le but d'éviter l'apparition
de nouveaux cas.

Parmi ces mesures, la recherche systématique des légionelles dans l'eau chaude sanitaire et dans
les tours aéroréfrigérantes a été imposée en France dans les établissements de santé. En complément, ces
établissements sont guidés par différentes recommandations de bonnes pratiques sanitaires revues
régulierement en fonction des avancées de la recherche.

Depuis sa découverte en 1976, les connaissances sur cette maladie se sont beaucoup enrichies
grace a l'étude des différentes épidémies. Il s'avere aujourd'hui que la majorite des légionelloses survient
chez des cas isolés pour lesquels la prévention est difficile a mettre en place.

Dans l'avenir, la réglementation devra continuer de traiter spécifiquement le risque li¢ aux
légionelles dans les établissements de santé en fonction de leur spécificité de fonctionnement (le risque
li¢ aux légionelles n'est pas identique dans tous les types d'ctablissements). Ainsi, et en complément de
nouvelles études ¢épidémiologiques et bactériologiques, des valeurs limites de concentration en
légionelles dans l'eau pourront etre proposées afin d'aider les établissements a gérer le risque

"Légionellose nosocomiale".
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ANNEXES :

Annexe 1 : Images et Photographjes de Legionelles.

Annexe 2 : Norme AFNOR NF-T 431 : Mesure de Legionella dans I’ eau.

Annexe 3 : fiche technique concernant les modalités de prélévements (fiche technique

extraite de la circulaire de 2002).

Annexe 4 : : Fiche technique de déclaration d’un cas de legionellose- extraite de la circulaire

de 1997
Annexe 5 : Nature des canalisations de distribution d’eau chaude sanitaire et leurs avantages
et inconvénients. (extrait de la circulaire de 2002 relative a la prévention du risque lié¢ aux

légionelles dans les établissements de sant¢) .

Annexe 6 : Caractéristiques des installations de distribution d’eau chaude sanitaire et régles

de maintenance. (extrait de la circulaire DGS n® 2002/243 du 22/04/2002)
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Annexe 1: Photographies de Légionelles #
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Annexe 2 : Norme AFNOR NF-T 431 : Mesure de Legione]la dans ’eau.
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nsemencement direct de I'échantillon sur milieu sélectif, et en paraliéle, filtration sur membrane
polycarbonate, de diamétre nominal de pore 0,45 um ou 0,22 mm, avec remise en suspension, :
. par grattage, soit par ultrasons.

La présente norme 3 été élaborée par la commission de normalisation de 'AFNOR «Essais des eaux — ;
MIC.rObIo/Oglem Elle est proche des travaux actuellement en cours 3 I'ISO/TC 147 «Qualité de-I'eaun,
mais présente néanmoins quelques écarts techniques.

" Décontamination du concentré obtenu, d'une part par traitement thermique, d’autre part par tra

Avertissement ment acide.

Les Legionella étant susceptibles de causer des infections humaines par inhalation, les manipulations P
suivantes doivent étre effectuées par du personnel averti, avec toutes les précautions d'usa
stérilement, éviter la formation d'aérosols, stériliser les déchets, etc.

-Ensemencement du concentré avant et aprés décontamination, sur milieu sélectif.

ge: travaille_r. Incubation pendant 3 3 10 jours 8 37 °C £ 1 °C.

‘Repiquage des colonies typiques pour la recherche de bactéries exigeantes en L-cystéine et la mise
s évidence des Legionella.

1 Domaine d’application _Essal sérologique des colonies de Legionella pour la recherche des Legionella pneumophila & I'a

[ - . ege
d'immunosérums spécifiques.

La présente norme a pour objet la description d'une méthode d'isolement et de dénombrement de
Legionella et Legionella pneumophila dans tes eaux.

w
w
R

S:

Cette méthode, faisant appel & un milieu sélectif, peut &tre appliquée 3 tous les Iypeé d’eaux (eaux des-

tinées 3 la consommation humaine, eaux chaudes sanitaires, eaux industrielles, eaux naturelle

S, eaux - . R R .. . . .
thermales, etc.} . Les échantillons (1 1) doivent étre prélevés dans des récipients stériles avec toutes les précautic

'nécessaires. (Flamber et éliminer le premier jet si 'on cherche 3 analyser 1a3'qualité du réseau en amc
i du point de prélevement. Ne pas flamber ni élirniner le premier jet si I’'on cherche & connaitre la qua:
au point d’'usage.} '

L'emploi de milieux de culture de conditions moins sélectives peut pour certaines eaux conduire & des
résultats différents.

2 Reéférences normatives ‘lal_?oratoire chargé des analyses, et I'ehsemencement doit 8tre réalisé le plus rapidement possible.

Cette norme frangaise comporte par référence datée ou non datée des dispositions d’autres publiéa‘ :
tions. Ces références normatives sont citées aux endroits appropriés dans le texte et les publications
sont énumérées ci-aprés. Pour les références datées, les amendements ou révisions ultérieurs de Iing:
quelconque de ces publications ne s'appliquent & cette norme expérimentale que s’ils y ont été incorpd”
rés par amendement ou révision. Pour les références non datées, [a derniére édition de [
laquelle il est fait référence s’applique.

’ dg plus contenir du thiosulfate de sodium en quantité suffisante pour neutraliser les oxydants, int
duits stérilement aprés stérilisation du flacon, ou préalablement & celle-ci, mais en tenant compte ¢

a publication

NF T 90-420 Essais des eaux — Examens bactériologiques des e i 3 y - " .
e, giques aux destinées a la consomman‘? Ga-‘Apparelllage et verrerie \
A%
Matériel courant de laboratoire de microbiologie et notamment :
3 Définitions :

JU ., 5.1 Appareils pour la stérilisation en chaleur séche (four) ou en chaleur humide (autoclave)
3.1 Définitions générales

exclusion du matériel livré stérile, particuliérement celui en plastique, la verrerie doit 8tre stérilisé

3.1.1 L?gionella : Bactéries en batonnets, non sporogénes, Gram négatives, aérobies, flagellées ou
non, exigeantes en L-cystéine, caractérisées par leur richesse en acides gras ramifiés, propriété trésyy
inhabituelle pour des germes & Gram négatif. Certaines souches de cette bactérie

opportuniste peuvent causer des infections chez ’homme (légionelloses).

— soit au four, en la maintenant a une température comprise de 172,5°C+ 2,5 °C pendantau moins 1}

L — soit 4 l'autoclave, en la maintenant a8 une température de 121 °C * 1 °C pendant au moins 20 mir
pathogéne

6.2 Loupe binoculaire
3.1.2 Legionella pneumophila : Legionella répondant & la définition ci-dessus, donnant une réaction

positive en présence d'un sérum anti-L.pneumophila, et responsables de la plupart des cas de

¥6.3 Etuve ou enceinte thermostatée réglée 3 37 °C £ 1 °C, assurant une bonne répartition thermiq
légionellose.

Bet une humidité suffisante.

e e . 4 Boites de Pétri en verre ou en plastique, de capacité suffisante.
3.2 Définitions répondant aux besoins de la présente norme

. o ) X ) ; B . " . B iale, soi ioles 3 vide.

3.2.1 Legionella : Bactéries Gram négatives en batonnets incapables de croitre sans L-cystéine su 65 Appareils de filtration montés soit sur rampe spéciale. soit sur fioles 3 vide
élose tamponnée au charl i 3 i 37 ° - L

g P bon actif et 3 I'extrait de levure en 72 h é37_‘ C. E6.6 Membranes filtrantes en polycarbonate, de diamétre moyen de pores 0,22 um ou 0,45 ¢

3.2.2 Legionella pneumophila : Microorganismes répondant & la définition ci-dessus et donnant une d'environ 47 mm de diametre.

réponse positive en immunofluorescence en présence d'un sérum anti-L.oneumophiia.
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et nadete

0.8 pH-metre.

6.9 Appareils de filtration 3 usage unique, de diamétre moyen de pores 0,22 um, soit complets, sou "

monter sur seringue, pour fabrication du milieu de cuiture.
6.10 Lames de verre téflonisées pour immunofluorescence.

6.11 Microscope équipé pour la fluorescence

Lampe & vapeur de Hg de 100 W ou 200 W.
Filtres d'excitation 430 nm et 490 nm.
Filtre d’arrét & 515 nm.

Miroirs diviseurs dichroiques : filtres de coupure 510 nm.
Grossissement x 1 000.

6.12 Générateur d'ultrasons

7 Milieux de culture, diluant, sérums et souches

7.1 Prescriptions générales

Les produits chimiques utilisés doivent étre de qualité analytique.

Préparer les milieux & l'aide d'eau distillée, ou & défaut A l'aide d’eau déminéralisée exempte d

substances pouvant inhiber la croissance dans les conditions de I'essai.

Les sérums doivent étre spécifiques et avoir été testés avec un grand nombre de souches médicales el
de I'environnement. Dans les échantillons d’eaux, fa possibilité de réactions croisées avec d’ autre:

microorganismes est fréquente.

7.2 Diluant

7.2.1 Eau distillée

Eau distiliée exempte de substances inhibant la croissance dans les conditions de I'essai.

7.2.2 Eau distiliée formolée 3 1 % (VW)
Composition :
Solution aqueuse de formol a 37 % (VW)

Eau distillée {7.2.1}

7.2.3 Tampon phosphaté salé (PBS) 0,01mol/l, pH 7.2
Composition ;
Hydrogénophosphate disodique

Dihydrogénophosphate de potassium
Chlorure de sodium

Eau distillée (7.2.1)

I I

Solution A : dissoudre 1,420 g d’hydrogénophosphate disodique dans 1 litre d’eau distili¢e.

; ;_golution 8 : dissoudre 1,361 g de dihyqrogénophosphate de potassium dans 1 litre d’eau distillée

.

" Mélanger 868 ml de la solution A avec 132 ml de la solution B. Dissoudre 8.5 g de chlorure de s
ans le mélange.

724 Tampon pH 2,0

,,?

............................................................................................................. 3.9ml
............................................................................................................. 25 ml
juster & pH 2.0 avec KOH 1 mol/l
25 Bouillon au glycérol
buillon PUURTIEES oreieevieieeaerieiaereseseesvnnsesnramaassaeaacosneeeereesaesmasaares vassnrrsnenaneemsssssmnnnsnnnnn 5g
AU AISHITBE {7.2.7) eiriieeeeeeiereeeereraeeeeeseaeaseesresassmancsameeasessasnassaressasessneronensnensarassion 170 ml
..................................................................................................................... 30 mi

g Composition :
BIEXUAIL D& EVULE ovvvveviceereeressmsessess e seeeseseearesesensssessreesssssessss s eesisssenesasssseanescssssnies 10a312g

............................................................................. 1.5a2g
Tampon ACES (2-{{2-Amino-oxoéthyl}-aminoléthanesulfonique) .....ccceereenee 5a10g
~cétogiutarate {sel de monopotassium)} 19
.............................................................................................................. 40 mi
....................................................................................... 124817¢g

EaU diStillEe (T.2.7) oot s e saib e e en e s s e n e 950 ml

Préparatlon

Melanger Ienralt de levure, le charbon activé et I'agar. Dissoudre ces produnts dans 450 ml g

s deux portions de 500 ml et ajouter I'a-cétoglurarate. Ajuster si nécessaire le pH 369 +0,2 a
OH, 1 mo!/t ou HCI, 1 moll.
Srtérilisera 'autoclave 4 121 °C + 1 °C pendant 15 min.
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omitoe - Esl RIS

Cbmposition :

......................................................................................................... 0,40 g . 990 ml
T T U T o 20 3 O 5 mi 5mi
Préparation : @Préparation :
Dissoudre la L-cystéine dans I'eau distillée et stériliser sur filtre 4 0,22 yum (6.9). Au milieu de base (7.3.1.1) maintenu en surfusion a environ 50 °C, ajouter ta solution de pyropho
ique (7.3.1.3) en opérant de fagon stérile. Transvaser le milieu complet dans des boites d
7.3.1.3 Solution de pyrophosphate ferrique fériles (6.4). L'épaisseur du milieu doit étre de 5 mm environ. Laisser se solidifier. Le milieu pe
Composition - fconservé jusqu'au moment de 'emploi a 4 °C 3 "'obscurité pendant une période maximale de 1¢
position : Wselon les instructions du fabricant.
PyrophoSphate fermfiQUE ..ot 0.25g
EBU AISTNEE (7.2.1) ceoitee e oo ee s e 5 ml P33 Milieu BCYE  sans antibiotique
Préparation : . CQTDOSIIIOH :
- . Milieu de Dase (7.3.1.1) cori i 990 mi
Dissoudre le pyrophosphate ferrique dans I'eau distiliée et stériliser sur filtre 3 0.22 um (6.9) ;
) olut:on de L-CYSIEINEe (7.3.1.2) coeciireirieececeee s e ereemeeecies s e e er e st aenr e smean e e eaens 5 mi
7.3.1.4 Solution d'antibiotiques et glycine quon de pyrophosphate ferrique (7.3.1.3} oo 5 mi
Polymyxine 8 (sulfate) 100 000 ui . réparanon
Vancomycine hydrochloride ......cccccoveeeveeenneen. Mttt ettt e en ettt enn et s aanaans 1mg milieu de base (7.3.1.1) maintenu_en surfusion & environ 50 °C, ajouter les autres composants
CYCIOREXIMITE ..ooieiiii ettt e e 80 m flordre ci-dessus, en opérant de fagon stérile. Transvaser le milieu complet dans des boites de
L 9 s énles {6.4). L'épaisseur du milieu doit étre de 5 mm environ. Laisser se solidifier. Le milieu peu
Eau distillée 10 mi g Bonservé jusqu'au moment de I'emploi a 4 °C 3 I'obscurité pendant une période maximale de 15
Glycine {sans ammonium) 39 o_x_: selon les instructions du fabricant.
- 4 [ san
7.3.1.5 Milieu complet {(GVPC) avec antibiotiques o qé ose au sang
Composition : . .3 4.1 Milieu de base
Milieu de DASe (7.3.1.1) weovuivemveeemeeeee oo ee oo 990 m! o ‘ ‘Vp°s"‘°" :
SOIULION de L-CYSIENE (7.3.1.2) oo 5 mi - epton-e trlypSIque @ CASBINEG oeierirrieie et et crreiritease s i raesmbarseeaeveresaesesses sans e aan sens 15 ¢g
Solution de pyrophosphate ferrique (7.3.1.3) coreereeeeee e 5l i_P,lone PAPAINIQUE € SOJB wevemeeeeeeaseresmereeersssrssacssscssnennes 5g
Solution d'antibiotiques et glycine (7.3.1.4) ... 10 mi = Iczfure B8 SOTIUM ceerieiiveriiiieieraersetreae s reeresr e se e s reesesese s nmeaeesaarntare st aesrasaratesasaessasass 5¢g
.......................................................................... 159
NOTE : Le cycloheximide est hépatotoxique. Des gants et un masque sont nécessaires lors de EBU ISTHIIER (7.2.1) 1oereeieie et seemese s em s sessesesesesssssessassesn e e s sansssaessseesassonrsessanens 1 000 ml
manipulation sous forme de poudre. T TRy T e e e

Préparation :

oudre les composants dans l'eau 3 ébullition. Ajuster fe pH 3 7,3 + 0,2 avec KOH, 1 mol ou HCI, 1«

Au milieu de base {7.3.1.1) maintenu en surfusion a environ 50 °C, ajouter les autres composants dans : '20 °C.'Stériliser A I'autoclave 3 121 °C 1 °C pendant 20 min.

l'ordre ci-dessus, en opérant de fagon stérile. Transvaser le milieu complet dans des boites de’ Pé
stériles (6.4). L'épaisseur du milieu doit étre de 5 mm environ. Laisser se solidifier. Le milieu peut ét
conservé jusqu’au moment de 'emploi & 4 °C & 'obscurité pendant une période maximale de 15 jor

ou selon les prescriptions du fabricant. Vérifier que le pH est 4 6,9 + 0,2. choisira indifféremment du sang défibriné stérile de cheval ou de mouton, vendu en amp<
cellée.

4
¥


BPMAG
Note
conforme à l'original


tom.o  vieu compiet 8 Mode opératoire

Composition :

8.1 Ensemencement
Miligt de Base (7.3.4.1) it 1000 mt 8.1.1 Ensemencer 0.2 m! d’eau & analyser et 0,2 mi de la difution au 1/10 en tampon phosphaté

Sang défibriné (7.3.4.2) {7.2.3), chacun sur une boite de Pétri.(6.4) contenant le milieu GVPC (7.3.1.5).

................................ e e D ampoules de 10 mi

5 : #8.1.2 Filtrer 11 d’eau sur membrane(s) en polycarbonate (6.6} puis,
Préparation :

Au milieu de base (7.3.4.1) maintenu en surfusion a environ 50 °C, incorporer le sang et homogeénéiser
.d'un mouvement ample et régulier du poignet entrainant ud mélange par rotation en évitant la A
formation de bulles. Transvaser le milieu complet dans des boites de Pétri stériles (6.4). L' epausseur du
milieu doit étre de 3 mm environ. Laisser se solidifier. Ce milieu peut étre conservé jusqu'au momen;

de I'emploi a 4 °C a I'obscurité pendant une période maximale de huit jours ou selon les instructions du
fabricant.

— soit gratter la membrane dans § ml d’eau & analyser ; ensemencer 0,1 m! de ce concentré sur
boite de milieu {7.3.1.5),

— soit placer au milieu d’'une cuve & ultrasons un récipient contenant la membrane en polycarbor
- immergée dans 5 m! d’eau & analyser pendant un temps compris entre 2 min et 10 min ; ensemer
70,1 ml de ce concentré sur une boite de milieu {7.3.1.5).

NOTE : Il est recommandé d’étalonner la cuve & ultrasons avec une souche de L.pneumophila p

. s - ‘déterminer le meilleur temps de traitement.
7.3.5 Contréle de qualité du milieu de culture

Y S
Le chauffage prolongé ou a trop haute température durant la stérilisation peut affecter les qualités 'dﬁ
milieu BCYE a. Des variations au niveau des ingrédients {particulierement |'a-cétogiutarate) peuventy

aussi diminuer ses performances. C’'est pourquoi il est essentiel de tester chaque nouveau lot de mlheu :
fraichement préparé avec une souche de L.pneumophila.

Le récipient doit &tre seul dans la cuve a ultrasons et le niveau d’eau & l'intérieur du récipient s«
le niveau d'eau de la cuve.

B Iraiter une partie de I'échantillon concentré restant par traitement thermique, et une autre X
K traitement acide :

Dans le cas des. Legionella, il n'est pas recommandé d'utiliser pour les contrdles, des cultures de L Traitement thermique

collection ou des souches maintenues en culture au laboratoire, car les Legionella peuvent s adapteré f

des milieux de culture qui ne permettent pas Jlisolement des souches sauvages. La méthode suivante?

\Porter 2 ml d'échantillon concentré dans un tube stérile et placer ce tube dans un bain thermostat
doit étre respectée.

50 °C + 1 °C pendant 30 min £ 1 min.

Ensemencer immédiatement une boite de milieu sélectif (7.3.1.5) avec 0,1 ml d'échantillon traité pa:

Pour une ou, de préférence, plusteurs souches de Legionella fraichement isolées 3 partir d° echantullo chaleur.

d'eaux (méthode décrite & l'article 8}, préparer des suspensions comme suit :

iy Traitement acide
— isoler ies souches sur BCYE « et incuber & 37 °C; 3

— a partir de la subculture, faire une suspension dense dans du bouillon au glycéroi {7.2.5}). Rép.

en fractions de 1 mi pour stocker 4 - 20 °C ou faire la suspension dans 1 m! d'eau distillée (7.2. 1)
stocker 8 -70 °C ;

'Ponerz ml d’échantillon concentré dans un tube et centrifuger & 60 000 m.s2 pendant 10 min ¢ 1 min.

E E}}Iever 1 mi de surnageant avec une pipette stérile et agiter vigoureusement. Ajouter 1 ml de tamp

. cide {7.2.4) et agiter doucement. Laisser en contact 5§ min + 0,5 min.
— garder un tube pour l'identification biochimique et sérologique compléte de chaque Legionella. ...

i¥« Ensemencer immeédiatement une boite de milieu sélectif {7.3.1.5) avec 0,1 ml d’échantillon traité
j I'acide.

[ :
NOTE : It est possible de ne pas centrifuger. Dans ce cas, ajouter 2 2 ml d’échantillon, 2 mi
. tampon acide. Aprés un temps de contact de § min £ 0,5 min, ensemencer immédiatement 0,2

‘Ysur une boite de milieu sélectif ou ensemencer deux boites avec 0,1'm! par boite de mili
¥ sélectif.

Pour un contrdle, sortir un ou plusieurs tubes du congélateur, les laisser décongeler 3 température
ambiante puis agiter vigoureusement et ensemencer divers volumes de suspension sur une boite d
milieu GVPC, a tester, ainsi qu’une boite témoin du lot de GVPC précédent.

Dénombrer les Legionella.

Le milieu préparé est considéré comme acceptable lorsque les intervalles de confiance des de’h"
mesures (voir tableau 1) se chevauchent.

8_.2 Incubation
7.4 Pool de sérums anti-Legionella pneumophila

. Retourne% les boites ainsi préparées et les placer dans I'étuve ou I'enceinte thermostatée (6.3) 837 °C+ 1

Utiliser un sérum polyclonal, ou mieux, un anticorps monoclonal capable ‘ Fdurant 10 jours. Examiner les boites aprés 3,5 et 10 jours d’incubation.

de réagir avec tous\ls
sérogroupes connus de Legionella pneumophila.

7.5 Souches

7.5.1 Legionella pneumophila sérogroupe 1 (NCTC 11192 ou ATCC 33152}

7.5.2 Pseudomonas fluorescens (ATCC 15453)
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8.3 Dénombrement des Legronerna -

—— .-

{sérum anti-L. pneur*oph:la) dans les puits 1 3 4.

Sont considérées comme caractéristiques. les colonies qui présentent, aprés incubation a 37 °C +1 °C
une coloration générale gris-bleu pouvant devenir blanchatre en vieillissant, un bord bien net et rose, et
un aspect de verre frité 3 la loupe binoculaire. 3.2 :

Conserver les boites présentant de 1 3 S0 colonies caractéristiques. N étant le nombre de colomes E
caractéristiques, repiquer en vue d'identification biochimique et sérologique :

— Laisser en contact pendant 20 min en chambre humide (6.3) 8 30 °C £ 1 °C.
— Rincer rapidement avec le tampon phosphaté salé (7.2.3).

— Immerger 5 min dans te tampon phosphaté salé {7.2.3).

— Rincer éventuellement a I'eau distillée (7.2.1).

— Sécher & I'air.

— Monter la lame sous huile 8 immersion non {luorescente et examiner au Microscope équipé pou
iy« fluorescence (6.11).

s toutes Ces COIONIeS ...iviiiivieeeeeen sil1<N<S§S

*« 5 a7 colonies sibh <N <50.

B\ Sont considérées comme L.pneumophila, les colonies qui par immumofiuorescence montrent la prése
P: de bacilles fluorescents en présence du sérum. L'essai n'est valabie que si {a réaction est négative a
Feau distillée et P.fluorescens et positive avec Legionella pneumophila sérogroupe 1 de référence.

Confirmation :

Repiquer les colonies suspectes dans ‘ordre suivant, sur :
— gt¢lose BCYE a sans L-cystéine (7.3.2),
— gélose au sang (7.3.4.3), '

) E9 Expression des résultats
— gélose BCYE o avec L-cystéine (7.3.3). ‘ 3

Incuber & 37 °C + 1 °C durant 3 jours. @ Par convention, chaque colonie est considérée comme ayant été engendrée par un microorganisme

Examiner tes boites dés la fin de la période d'incubation prescrite. ) f Considérer ¢'abord les boftes ensemencées en direct (8.1.1).
B9

La présence de culture sur gélose au sang (7.3.4.3) evou gélose BCYE a sans L- -Cystéine (7.3.2) lnflrme

la présence de Legionella.

",Si I'une de ces boites fournit un nombre exploitable (n > 4) de colonies confirmées, calculer le rés:
= en divisant le nombre de colonies confirmées par le volume ensemencé de |a boite exploitable exp:
en litres. Exprimer les résultats de la fagon suivante :

Compter comme Legionella toutes les colonids, .8 Gram négatif, ne se développant que sur mitieu BCYE.

a {7.3.3) et présentant un aspect granuleux, et une coloration générale gris-bleu pouvant deven
blanchatre en vieillissant.

; Nombre de LeGionella ...ceeereieccinrrmeerae e Nlitre

; % dOnt L.pNEUMOPAIE wecoeeeeeeeeereeeeeeeeersereeene fitre

' -Si les deux boites (8.1.1) donnent des nombres exploitables {4 < n < 100) de colonies confirmees, fai
x somme des colonies apparues sur les boites lisibles et diviser par le volume total ensemencé dan:
E_mémes boites et ramener & 1 1. Par exemple : 39 colonies dans 0,2 ml et 5 colonies dans 0,02 ml sc
olonies dans 0,22 ml conduisent a un résultat de 20 x 105/litre.

8.4 Dénombrement des Legionella pneumophila

Sont considérées comme L.pneumophila les colonies précédentes qui présentent une réaction posm'

en immunofluorescence en présence d'un sérum anti-L.pneumophila,
P A :Si fes deux boites {8.1.1) sont inexploitables, examiner les boites ensemencées aprés concentr.

f (8.1.2). Parmi les trois séries (sans traiternent, aprés traitement thermique, aprés traitement acide),
B sir celle qui conduit au résultat le plus élevé. Exprimer ce résultat comme ci-dessus :
)

Se conformer aux indications du fabricant ou suivre |’ exemple indiqué ci-dessous :
Immunofluorescence directe :

— Emulsionner 1a colonie suspecte dans un tube de 5 ml contenant I'eau distiilée formolée 3 1 %' Nombre de Legionela . mrreeevresierecseone Nitre

(7.2.2) afin d’avoir une suspension légére. dont L.pneumophila .......cccncvineeiocceciiacneens Nitre

;r[):f::er cette suspension bactérienne dans un puits (n° 4) d’une lame de verre (6.10) 3 raison de 10ul X NOTE ;I n’est pas corréct de faire la moyenne des résultats obtenus sur les trois séries de t
I . puisque ce ne sont pas des répétitions.

— Déposer 10 pl d’eau distillée stérile (7.2.1) comme blanc dans le puits n° 1.

— Déposer 10 w! d'une suspension de L.pneumophila sérogroupe 1 (7.5.1) qui servira de témoi
positif dans le puits n°® 3.

Si les boites ensemencées 3 partir du concentré {8.1.2) ne fournissent pas de colonies confirmées,
qu'il en existe un petit nombre {n < 5} sur {'une des boites ensemencées en direct (8.1.1) exprimer

e résultat sous la forme suivante :
— Déposer 10 ul de Pseudomonas fluorescens (7.5.2) comme témoin négatif dans le puits n° 2.

. Nombre de Legionelia < 50/litre
Eau P.fluorescens L;:?::;T:p:’;a Souche X . dont L.pneumophila . ienanen. < S0/litre
P . . . . . .
avec le commentaire suivant : «présence de quelques colonies de Legionella (ou L.pneumophi
g -nombre non significatif».
1 2 3 4 Sérum K ’Le tableau 2 donne, A titre indicatif, les valeurs approchées des limites de confiance & 95 % attache

""nombre de Legionella confirmées.
REMARQUES :

i — En dehors des colonies caractéristiques, on peut trouver sur les boites un grand nombre de co
d’autres espéces qui peuvent géner la croissance des Legionelia. On peut risquer dans ce cas une
pardeéfaut.

anti-L. pneumophil.

— Sécher la lame 3 "étuve 24 37 °C + 1 °C.
— Rincer éventuellement a I'eay distillée.

CAntanme A 1tala

¢— Quant aux Legionella présumeées ne réagissant pas avec le sérum anti-L.pneumophila, elle:

TR fres seiedan mmls idaatificatian aliie camnldte A nin laboratoire spécialise.
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- - Tvee e v rtMTiv e U v U /0 BALLABLIICT D

\ au nombre de Legionells confirmées
Le procés-verbal d'essai doit contenir les indications suivantes :
— toutes les informations nécessaires a I'identification de I'échantillon - . Colonies confirmées Colonies conl’in:uioa Colonies confirmées .
{ 3 f g P ! dans 0,2 m! d'esu dans 0,02 ml d"eau dans 0,1 ml du concentré
— 'es resultats exprimés sous la forme indiquée & l'article 9 ;
— tout détail opératoire non prévu dans la présente norme, ainsi inci e ; . .

o ; ; . st que les incidents susceptibles ¥ . Legionella . . Legionella . . Legionella .
d'avoir agi sur les résultats : pribles < Direct ;Zr litre Lcos " Direct pfr litre LCss ™ Dicect pgr litre Lcos ™
— laréférence 4 la présente norme.

L 0 < 50 0-150
Tableau 1: Limites de confiance 2 95 % attachées i 50 1-150
au nombre de colonies dénombrées par boite
2 100 1-240
Nomb Limite de confiance a 95 9, 3 150 1-320
ombre n ) 4 200 1-400
de colonies par boite ..
Inférieure Supérieure
’¥ s 250 30-480
; - 4 6 300 50550
3 - N 7 350 80-620
— 8
4 0 9
4 1 v
5 a u 00 20-68|
6 1 12 9 450 150750
7 1 14 10 500 200-800
8 2 15 , 18 900 470-1 300
9 3 % ) 19 950 500-1 400
10 3 18 20 1000 550-1 450
1 4 19
12 5 2 30 1500 950-2 050
1 < 7 3 1550 990-2 100
14 3 23 32 1600 1050-2 150
15 7 24 1 S 000 1-15 000 40 2 000 1350-2 650
16 8 25 100 5000 4 000-6 000
17 8 27
18 9 28 2 104 1-24 000
19 10 29 4 2.104 1-40 000
20 1" 30
25 15 38 5 2,5.10* 3 000-47 000
30 19 42 10 5.104 2.10%.8.10% 1 5.104 1.1,5.10%
35 23 48 20 108 510415105 2 105 12,4.105
40 27 54
45 n 60 v 40 2.10% 1.5.105%-2,6.105 4 2.10% 3.10%4,9.10%
50 36 85 10 5.105 4.105.6.105 5 | 25105 | 2.1058.105
> 10 n 10 5.10°  [5,5.105.1,4.106
60 44 77 - =N -1,4.
65 49 82 20 10 |15.105-2,6.108
70 53 88 5 40 2.108 4.10%.6.108
75 58 93 e E 100 5.105
80 62 99 N g
85 66 105 :r 3 NOTE : Ces limites ne sont valables que si 100 % des colonies caractéristiques ont été repiquées. Si moins d.
90 7 110 " 100 % des colonies caractéristiques sont repiquées, intervient en plus Vincertitude due a ces sondages.
95 75 116 2l }LC85 = Limites de confiance & 95 % ducs & la distribution de poissson des Légionella dans I'cau (valeur
100 80 121 spprochées).
NOTE : Les limi . 3 **) Par excmple, le chiffre de 900 Legionclia par litre peut provenir de 18 colonies caractéristiques toutes confit
.= - hes limites de conhan.ce donncc_s d_ans le tableau 1 ne sont destinées qu’a fournir quelques méas, ou de 36 colonies caractéristiques repiquées, mais avee seulement 18 colonies confirmées.
nations de linfluence des variations statistiques sur les résuitats (distribution de Poisson). |1 y a tou

jours d’autres sources de variations dues a la manipulation elle-méme.
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Annexe 3 : fiche technique concernant les modalités de prélevements (fiche

technique extraite de la circulaire de 2002).

8/
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FICHE VI

MODALITES DE PRELEVEMENTS POUR LA RECHERCHE DE LEGIONELLES ET
LABORATOIRES COMPETENTS POUR LES ANALYSES DE LEGIONELLES DANS L’EAU

I) PRELEVEMENT ®

Rappels : Les légionelles proliferent sur les surfaces en contact avec l'eau et sont émises dans la
veine liquide en fonction notamment des mouvements hydrauliques. Les caractéristiques de
fonctionnement des équipements et les modalités de recueil de l'eau interviennent sur les dénombrements

et doivent donc étre connues pour permettre d’interpréter les résultats.
Le choix des points de prélevement et les modalités de prélévement relévent de la stratégie

d'échantillonnage.

La recherche de légionelles est habituellement réalisée a partir d'échantillons d'eau (volume 1 litre)
en respectant la norme NF T 90 - 431. L'analyse d'échantillons d’éléments solides présente un intérét
écologique mais les préléevements s'averent parfois délicats et sont peu pratiqués en France (norme ISO
11731). Quant aux échantillons d'air, les difficultés liées aux conditions de prélévement en réservent
l'analyse a des situations biens ciblées ou un émetteur d'aérosols est identifié. Seules les analyses de

légionelles dans 1’eau sont traitées dans cette fiche.

I-1 — Matériel

+ Flaconnage : récipients stériles d'un volume de 1 litre, si possible en plastique pour éviter la casse du
g Y p plastique p

verre.
- Les flacons destinés a étre introduits dans 'eau sont conditionnés en emballage stérile.

- Les échantillons provenant de réseaux d'eau traités par un oxydant sont recueillis dans des flacons
contenant du thiosulfate de sodium en quantité suffisante pour neutraliser I’oxydant.

- Dans le cas des fluides techniques de tours aéroréfrigérantes traitées avec d'autres classes de
produits, la composition des mélanges neutralisants n'est pas définie’. Canne, entonnoir et raclette
flambables, dispositif stérile pour aspiration d'eau

Chalumeau

Thermometre

Trousse de dosage du chlore

Enceinte réfrigérée

Gants stériles

Une trousse d’analyse pour le dosage de la concentration en désinfectants si le réseau est traité.

* ¢ 4 > 0 0

® Quelques références : )
"¢ NF-EN23667 -2t 3 Qualité¢ de I'eau Echantillonnage -
2 - Guide général sur les techniques d'échantillonnage
3 - Guide général pour la conservation et la manipulation des échantillons.

¢ NF T 90 - 421. Examen bactériologique des eaux de piscine.
NT T 90 - 431. Recherche et dénombrement des Legionella et Legionella pneumophila. Méthode générale par

ensemencement et filtration sur membrane. 1993

Norme internationale ISO 11731. Qualité de 'eau - Recherche et dénombrement des Legionella. 1998

¢ British standard ; BS 7592. Methods for sampling for Legionella organisms in water and related materials. 1992

? Cet élément est & prendre en considération, dans la stratégie d'échantillonnage, lors de traitements continus.

o

8, avenue de Ségur - 75350 PARIS 07 SP - Tél.: 01 40 56 60 00 - Télécopie : 01 40 56 50 56




31

I-2 - Réseaux d'eau intéricurs des bitiments

I-2 - ] - Points techniques sur réseau d'eau chaude
¢ Vannes de sortie d'eau du générateur, du retour de boucle, de pied de colonne,... : flamber et faire
préalablement couler I'eau 2 a 3 minutes de fagon a réduire la contamination périphérique.
¢ Partic basse de ballon : faire couler I'eau abondamment pour chasser les dépdts de la canalisation
d'¢vacuation (faire en sorte de ne pas prélever I'eau froide d'alimentation).

I- 2 -2 -Points d'usage sur réseau d'eau chaude : robinets et pommes de douche
¢ Controle de I'exposition : le prélévement d'eau est réalisé sur le premier jet d'eau de fagon a recueillir
la contamination périphérique, supposée étre la plus importante. Mousseur et pomme de douche ne

sont pas démontés.
Relever le temps nécessaire & l'obtention de la température de consigne. Indiquer les conditions

d'usage du poste avant le recueil™’
+ Contréle des conditions de maitrise du réseau : le prélévement d'eau est effectué aprés écoulement de

2 @ 3 minutes de fagon a recueillir I'eau de I’amont.
Pour éviter toute détérioration de la robinetterie, le flambage n'est pas préconisé.

I- 2 - 3 - Postes sur réseau d'eau froide
¢ Points techniques, aval compteur...: recueillir l'eau aprés flambage et écoulement.
+ Points d'usage périphériques : prélever I'ean aprés écoulement, au niveau d'un robinet simple bec, si
possible. En effet, un prélévement effectué sur un mélangeur ou mitigeur risque d'entrainer la flore

périphérique liée a I'eau chaude.

I- 3 - Tours aéroréfrigérantes et condenseurs a évaporation forcée

I- 3 -1 - Prélévements d'eau
Ils sont réalisés sur des équipements en fonctionnement, c’est a dire¢ en eau circulante et ce a

distance des opérations de traitement « choc » (au moins 48 heures apreés le traitement de choc ou juste

avant).
¢ Caissons de réception des fluides de ruissellement : apres arrét du ventilateur et ouverture de la trappe

d’accés par I’agent d’exploitation, introduire le flacon dans 1’eau en s’écartant du point d’arrivée de
’eau d’appoint (prendre la précaution de revétir un gant ou utiliser une canne a prélévement
préalablement décontaminée par flambage). A défaut, I’échantillon peut-étre recueilli au niveau de la

vanne de purge, aprés avoir procédé a un écoulement abondant.

¢ Circuit d'eau
- amont de la pulvérisation: aprés ouverture de la vanne, laisser 1’eau s’écouler environ 1 minute et la

recueillir dans le flacon en évitant tout contact avec le robinet.
- aval du caisson de ruissellement : aprés ouverture de la vanne, laisser I’eau s’écouler environ 1

_minute et la recueillir dans le flacon en évitant tout contact avec le robinet.

bache : remplir le flacon selon les modalités décrites pour le caisson.

A proximité immédiate de la tour, I'agent préleveur doit porter un masque de type P3, destiné a le

protéger des aérosols biologiques.

10 _ Les échantillons recueillis sur des points d'eau non utilisés depuis plusieurs Jours conduisent & des

dénombrements de 1 4 2 log plus élevés que si l'usage en est quotidien.
- L'incorporation de produits d'écouvillonnage dans un échantillon d'eau doit étre réservée a une étude

écologique qualitative.
B
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I- 3 - 2 - Prél¢vements de boues ou de biofilms.
Ils sont réalisés au niveau du caisson, de la partie supérieure de la tour de refroidissement ou de

toute autre localisation pour identifier des niches contaminantes. Le support est gratté a l'aide d'une
raclette préalablement décontaminée par flambage et le dépdt est introduit dans un récipient stérile.

I- 4 - Installations de conditionnement d'air

Batterie froide : si le fond du bac est recouvert d'eau, aspirer celle-ci a I'aide d'une seringue stérile.

¢ Laveur d'air : I'eau du bac est introduite dans le flacon fixé a une canne de prélévement préalablement
décontaminée par flambage,

¢ Générateur d'aérosols : l'eau est prélevée dans le réservoir selon un mode de soutirage approprié a

chaque systéme. Le dispositif de traitement d'eau situé en amont peut faire l'objet également d'un

prélévement.

L 2

I- S - fontaines décoratives, etc.

+ Sortie immédiate du bassin, au niveau d'une vanne sur la canalisation de recirculation de l'eau : apres
flambage et écoulement.

4 Dans le bassin : I'eau est recueillie dans un flacon fixé & une canne préalablement décontaminée par
flambage.

I-6 - Fiche de prélévement

Seront notamment mentionnés :

- les coordonnées du bitiment

- ladate, I’heure du prélévement, le nom du préleveur

- le type d'installation et la nature des traitements correcteurs

- les références et localisations des points de prélévement

- les modalités d'usage des postes de puisage avant les prélévements

la température relevée sitdt le recueil effectué et, pour les réseaux d'eau chaude, le temps
nécessaire pour atteindre la température de consigne

- lanature et la concentration en désinfectant si le réseau est traité.

I- 7 - Conditions d'acheminement

Les préléevements sont programmés en accord avec le laboratoire qui effectue les analyses.
Les échantillons sont remis le jour méme au laboratoire pour analyses. Si leur réception est prévue
pour le lendemain, ils sont placés dans un emballage réfrigéré. Ne pas congeler les échantillons.

3

IT) LABORATOIRES COMPETENTS POUR LES ANALYSES DE LEGIONELLES

Dans le cadre de I’autosurveillance des installations demandée par les circulaires de 1997 et 1998, il
est vivement recommandé de s’adresser aux trois catégories de laboratoires qualifiés ci-aprés :

- Laboratoires agréés par le ministre chargé de la santé pour les eaux minérales ;
Laboratoires agréés par le ministre chargé de la santé pour le contréle sanitaire des eaux
destinées & la consommation humaine qui réalisent les analyses de 1égionelies ;
- Laboratoires accrédités par le COFRAC pour le paramétre légionelles ;
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Dans tous les cas, si I’établissement ne s’adresse pas & I'une des catégories de laboratoires décrite
ci-dessus, il est fortement conseillé de s’assurer & minima que le laboratoire utilise la norme AFNOR T
90-431, participe & des réseaux d’intercalibration conformes a la norme ISO 43 et dispose d’une
expérience significative dans le domaine des analyses d’eau.
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Annexe 4 : : Fiche technique de déclaration d’un cas de légionellose—

extraite de la circulaire de 1997




luestionnaire a retourner a la
IDASS de :

LEGIONELLOSE

- Maladie & déclaration obligatoire (décret du 10-06-1986, modifié en 1987)
- Droit d'acces et de rectification par lintermédiaire du médecin déclarant (loi du 06-01-1978)
- Centralisation des informations au Réseau National de Santé Publique

>RITERES DE DECLARATION : Pneumopathie associée a au moins un des résultats suivants :

cas confirmé :

cas possible :

1. isolement de Legionella spp. dans un prélévement clinique

2. augmentation du titre d'anticorps (x4) avec un 2éme titre minimum de 128
3. immunofluorescence directe positive

4. présence d'antigéne soluble urinaire

5. titre d'anticorps élevé (> 256)

>ARACTERISTIQUES DU PATIENT Initiale du nom

Jate de naissance | | ]

“rofession :

Prénom

Sexe MO FO Code postal du domicile

CLINIQUE Date des premiers signes | I | i

Pneumopathie confirmée radiologiquement : oui O non O

Zvolution : Guérison O Encore malade O Déces O sioui,datedéces|___ || |
CONFIRMATION DU DIAGNOSTIC Sérologie
Pos Nég Non effectué 1er prélévement 2éme prélévement

Culture 0 a O Datel __ 1 | Datel___{ ||
Immunofluorescence directe O a O

Titre 1: Titre 2 :
Antigéne soluble urinaire a 0 a 0O En cours 0J En cours

O Non effectué O Non effectué

Espéce/sérogroupe O L. pneumophila sérogroupe 1

0O L. pneumophila autre sérogroupe (préc) :

O Autre espéce (préc) :

O En cours

FACTEURS FAVORISANTS

{0 Héemopathie ou cancer

O Corticothérapie

O Autres immunosuppresseurs

O Tabagisme (I Diabete O Autres  préciser :
EXPOSITIONS A RISQUE (dans les 10 jours précédant les premiers signes de légionellose)

Oui Non Période Hépital :
Hopital o 0 dul___ 1t Vtaul__1 11 Service :
Station thermale O O dul__ |\ lauwl__\__ 1 1 Lieu :

Indiquer précisément les lieux (ville, pays) et types d'hébergement (adresse)
(si besoin, détails sur une feuille jointe)
Voyage, hétel, (W] 0O dul__ 11 laul__t | 1
camping,... dul__ I I__laul__1__1_ 1
dul__ |1 laul__ 1 1

Piscine, jacuzzi.. O O preéciser
Autre exposition O 0O préciser

lVNOTION DE CAS GROUPES (cas liés aux mémes lieux d'exposition dans les 6 derniers mois)

Oui O Non O Sioui, préciser :

MEDECIN DECLARANT

Nom :

Adresse :

Date de déclaration | i [ ]

Tel: Signature et tampon

N. B. Si une enquéte environnementale a eu lieu, merci de joindre une copie du rapport a cette fiche de declaration




Annexe 5 : Nature des canalisations de distribution d’eau chaude sanitaire et
leurs avantages et inconvénients, (extrait de la circulaire de 2002 relative a

la prévention du risque lié aux légionelles dans les établissements de santé) .
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Tableau n°2 : Nature des canalisations de distribution d’eau chaude sanitaire

Matériau

Avantages

Inconvénients

Recommandations

Pour éviter les problémes d’incompatibilité de matériaux entre eux, il faut vérifier la nature des différents matériaux en contact avec I’eau chaude sanitaire dans
I’établissement. Pour les insta]lations neuves ou lors d’une restructuration des réseaux d’eau chaude sanitaire, il est déconseillé d’utiliser de I’acier galvanisé.
Remarque : Pour les matériaux plastiques a fort pouvoir de dilatation, adapter le montage si prévision d’éventuels chocs thermiques.

Cuivre
NF A 51 120

Mise en ceuvre facile / pertes de charges
faibles. ‘

Désinfection thermique et chimique
(chlore ou peroxydes aprés nettoyage)
possibles. ‘

Limite la formation du bio-film par action
bactéricide de con"tact.

Aucun fabricant n’a demandé la marque NF pour des tubes de
diamétre nominal supérieur & 54 mm.

Sensibilité a la corrosion par « érosion/cavitation » pour les
tubes recuits ou surchauffés.

Recommandé jusqu’au diameétre 54 mm.

Acier inoxydable
316L selon la
norme AISI ou
qualité
équivalente

Adapté aux eaux corrosives et agressives.
I

Supporte la désinfection thermique ou
chimique (peroxydes).

Colt de fourniture élevé. La mise en ceuvre doit étre réalisée
par un personnel qualifié.

Utilisation recommandée pour les eaux
agressives et corrosives.

Prendre de préférence des tubes passivés
sans soudure. A défaut, réaliser les
raccordements tube 4 tube et tube a raccords
par soudure autogéne. Passivation de
P'installation indispensable.

Acier galvanjsé

Désinfection thermique possible mais sans
dépasser 60°C.

Dégradation accélérée a une température supérieure a 60°C.
Pertes de charges importantes si corrosion ou entartrage.
Incompatible avec la présence de cuivre en amont ou dans la
boucle ainsi qu’avec tout traitement libérant des ions cuivre
dans ’eau.

Désinfection chimique au chlore peu efficace dans les
canalisations corrodées méme aprés détartrage ;

Risque de corrosion accru aprés détartrage et désoxydation.

Les produits de corrosion favorisent le développement
bactérien.

Fortement déconseiilé pour I’eau chaude
sanitaire et notamment Jlorsqu’elle est
traitée au chlore.

Présence d’importantes quantités de tubes en
acier galvanisé de mauvaise qualité
actuellement sur le marché.

Nécessité de traiter contre la corrosion
certaines eaux (cf. domaine d’application de
ce matériau, DTU (0-1 additif n°4 chapitre
3).
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Matériau

Avantages

Inconvénients

Recommandations

Polybutyléne et

Adaptés aux eaux corrosives.
P |

Matériaux pouvant étre favorable a la prolifération du bio-

Adapté aux trongons dont le diamétre est

polypropyléne Supportent la désinfection thermique ou film. supérieur a 50/60.

chimique (chlore du peroxydes). Montage par brides

| Cofit élevé

PE R Adapté aux eaux c:orrosives. Matériau favorable a la prolifération du bio-film. Adapté pour les trongons dont le diameétre
Polyéthyléne est supérieur & 50/60.
réticulé Supporte la dés;infection thermique et

chimique (chlore gu peroxydes). Montage par brides.
PVCC Adapté aux eaux diorrosives. Matériau pouvant étre favorable a la prolifération du bio-film. | Adapté pour les trongons dont le diamétre
Polychlorure- !

vinyle surchloré

Supporte la désLinfection thermique ou
chimique (chlore ou peroxydes).

Colit supérieur au PVC.

Peut relarguer du chloroforme par action du chiore sur les
méthylcétones contenues dans le solvant des assemblages par
collage et également du tétrahydrofurane.

est supérieur a 50/60.
Montage par brides.
Surveiller la teneur en tétrahydrofurane et

chloroforme de 1’eau transportée par ce
genre de matériau.

PVDF
Polyvinylidéne
fluoré

Adapté aux eaux corrosives.

Supporte la dés%nfection thermique ou
chimique (chlore ou peroxydes).
|

Coft supérieur a I’inox

Produit peu intéressant eu égards aux colts

Acier Inoxydable
304L

Non adapté si les chlorures sont > 4 50 mg/l ou s’il y a un traitement au chlore.

PE
Polyéthyléne

Matériau incompatible avec I’eau chaude

Polyéthyiéne
basse et haute
densité

Matériau incompatible avec ’eau chaude

PVYC
Polychlorure-
vinyle

Matériau incompatible avec ’eau chaude

Acier noir

Interdit pour les usages alimentaires et sanitaires (voir annexe I de I’amrété du 29 mai 1997).

Plomb

Interdit 4 la mise en ceuvre depuis le 5 avril 1995 (décret n°95-363).
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Tableau n°l : Caractéristiques des installations de distribution d’eau chaude sanitaire

Conception/

Dispositif technique Actions spécifiques relatives a la
concerné Ajout/suppression Entretien / Fréquence température de ’eau
d’équipement
i
i Systéme de production d’eau chaude sanitaire
Pour les installations neuves, la production instantanée d’eau chaude sanitaire est la plus appropriée.
Mode de production |- 1l est préférable, pour les

d’eau chaude
sanitaire a partir
d’un échangeur a
plaques

nouvelles ins{allations, de ne pas
installer de l!)allons de stockage
de ’eau chaude produite. Dans
ce cas, l’installation devra étre
dimensionnée -afin d’assurer le

s o] .
débit maximum requis.

¢

- Contrdle annuel du disconnecteur sur I’alimentation en eau du
réseau primaire.

- Vérification périodique de 1’étanchéité des joints de
’échangeur.

- Lutte contre le tartre et la corrosion. La lutte contre 1’entartrage
nécessitera, dans bien des cas, le recours a des adoucisseurs qui,
mal entretenus, peuvent favoriser la prolifération bactérienne. Les
conditions d’emploi des résines échangeuses d’ions sont précisées
dans les circulaire DGS/PGE/1.D n°1136 du 23 juillet 1985 et
n°862 du 27 mai 1987,

- Réglage de I’échangeur a plaques de
maniére 4 délivrer en permanence une eau &
une température supérieure a 50°C en tout
point du réseau de distribution.

- Il est nécessaire de connaitre la qualité de
’eau afin de prendre en compte les risques
liés & ['entartrage ou & la corrosion du

dispositif de production d’eau chaude
sanitaire.

Mode de production
d’eau chaude
sanitaire a partir
d’un ballon d’eau
chaude (électrique,
gaz ou autre)

- Ajouter, E en cas d’absence
d’une vanne,iune vanne de purge

Y4 de tour au point bas du ballon.
\
i

- Mettre :en place sur

I’évacuation des eaux de vidange
|

une rupture de charge par

\
surverse avant le raccordement

au réseau d’eaux usées,

- Nettoyage, détartrage, et désinfection au moins une fois par an.
(la conception du ballon doit prévoir ces opérations : présence de
trou d’homme d’au moins 50 cm de diameétre pour les ballons
supérieurs a 1000 litres)

- Ouverture compléte de la vanne de vidange toutes les
semaines.

- La température de Peau a la sortie du

ballon doit étre en permanence supérieure &
55°C.

- Elévation quotidienne de la température
du ballon au-dela de 60°C.

Réservoir de stockage
d’eau chaude (peut
étre préchauffée a
partir d’un systeme
de récupération
d’énergie)

- Le concept de récupération
d’énergie doit &tre réétudié pour
prendre en éompte le risque lié
aux légionelles.

- Préférer |les dispositifs par

échanges thermiques.
\

- Entretien périodique : nettoyage, détartrage, et désinfection au
moins une fois par an

- Suppression de tous les réservoirs de
stockage d’eau préchauffés ou non  une
température inférieure & 55°C. Ils favorisent le
développement bactérien.
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Dispositif i Conception/
technique Ajout /suppression d’équipement Entretien / Fréquence Température de ’eau
concerné 1

: Réseau de distribution d’eau chaude sanitaire
Pour les installatjons neuves ou faisant I’objet d’une restructuration, un retour de boucle pour I’eau chaude sanitaire doit étre prévu.

Le mitigeage de 1’eau doit &tre réalisé le plus prés possible du point d’usage.

Le réseau de
distribution
d’eau chaude
sanitaire

- Repérer et identifier les réseaux par un plan de récolement. Les|

. ! . . 4
actualiser a chaque moqhﬁcanon du réseau.

Remplacer les canalisations en mauvais état.

- Les opérations de rénovation devront avoir pour but la simplification
du réseau et la réduction du maillage (boucles courtes).

- Identifier et supprimer tous les bras morts.

- Assurer une bonne}circulation de I’eau.

- Calorifuger séparément le réseau d’eau chaude sanitaire et le réseau
d’eau froide. " -

|

- Mettre en place un systeme de suivi de la température pour contrdler

I’évolution de la température de ’eau en différents points de
I’établissement. !

- Le diamétre des canalisations doit prendre en considération les besoins

d’écoulement permettant d’assurer une température suffisante en tout point
du réseau. ;

Suivi de I’évolution de la corrosion
ou de I’entartrage des canalisations
d’eau chaude (fréquence annuelle). Il
est recommandé de mettre en place des
manchettes démontables de contrdle de
méme nature que le réseau.

- Analyse et interprétation périodique
des courbes de température afin
d’appréhender et de corriger plus
rapidement les dysfonctionnements
éventuels du réseau d’eau chaude
sanitaire. Comparaison des résultats des
données acquises par rapport aux
valeurs seuils hautes et basses
préalablement définies.

- Tenir & jour et archiver
’information.

- Pour prévenir le risque de
prolifération des légionelles il est
souhaitable de rthaintenir I’eau chaude
sanitaire a une température supérieure &
50°C en permanence en tous points du
réseau.

- Le réseau d’eau mitigée ne doit plus
distribuer de ’eau & une température
inférieure a 50°C.

Si le réseau
est bouclé :

- Il est fortement recommandé de prévoir dés la conception un retour de
boucle pour ’eau chaude sanitaire.

- La distance entre lés points de puisage et le réseau bouclé doit étre
réduite au maximum. |

- Attention : le redimensionnement des pompes de recirculation peut

se traduire, selon 1’état| des réseaux, par un décrochage de biofilm et
d’éléments de corrosiop.

- Vérification périodique du débit des
pompes de recirculation.

- La température en retour de boucle
doit &tre en permanence supérieure
50°C.

- L’interprétation  périodique  des
courbes de température permet d’ajuster
manuellement ou automatiquement le
débit des pompes de recirculation.

Si le réseaun
n’est pas
boucleé :

- Etudier la faisabil;ité de la mise en ceuvre d’un bouclage de 1’eau

chaude sanitaire. |

- En Dattente de la réalisation de ces travaux, il convient de prendre des
mesures provisoires pour assurer le maintien de la température de 1’eau par
un cordon chauffant l‘électrique placé autour de la canalisation d’eau
chaude. Il est indispénsable d’étre trés vigilant sur la qualité et les

| . . r ’
performances du cordon chauffant électrique, en cas de réseau non bouclé
|

- Ouverture réguliére des robinets de
puisage d’eau chaude recommandée
pour compenser la chute de température
liée 4 I’absence de bouclage.
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Dispositif Conception/
technique Ajout /suppression d’équipement Entretien / Fréquence Température de ’eau
concerné l

Les points d’usage de I’eau

Points d’usage
de 'eau

1l est préférable de sd:pprirncr les points d’eau trés peu
ou jamais utilisés.

Le mitigeage dec 1'eau doit se faire au plus prés
possible du point d'usage.

Il est recommandé d’installer des flexibles de douche

a la place des pommeaux fixes afin de limiter les
aérosols. .

Il est conseillé de remplacer les mousseurs et de les
remplacer par des brise-jet, moins sujets a [’entartrage.

Pour prévenir le risque de brQlures tous les points
d’usage, en particulier les douches doivent &tre
équipées de mélangeurs avec limiteur de température
ou de mitigeurs thermostatiques.

Peur les mitigeurs, prévoir des clapets anti-retour au
plus prés du point d’usage.

Contréle annuel du bon fonctionnement des vannes, clapets,
mitigeurs...

Entretien des appareils de robinetterie (tétes de robinets,
flexibles et pommeaux de douches) : détartrage, désinfection,
ete.

Remplacement des accessoires de robinetterie usagés ou en
mauvais état (y compris tous les joints) .

Si I’établissement est équipé de mitigeur, des procédures de
nettoyage doivent étre mises en ceuvre.

Purges réguliéres des points d’eau, aprés leur nettoyage et
désinfection, des chambres inoccupées (par exemple, tous les
jours pendant 5 minutes pour une chambre située entre 2
chambres occupées) et tout particuliérement avant [’arrivée
d’un nouvel occupant.

Purges particuliéres des canalisations situées au dernier étage

des batiments, dans le cas ol elles ne bénéficient pas de
bouclage.

Entretien des mitigeurs : démontage et détartrage de la

chambre de mélange et remplacement de la cartouche de
réglage.

La température de 1’eau délivrée au
point de puisage doit étre inférieure &
50°C pour éviter le risque de brtlure,

Il est recommandé de préciser, avec
un pictogramme 4 proximité du point
d’usage de I’eau, la température réelle
de 1’eau chaude.

Avant la prise de douches, il est
recommandé de faire couler au sol
I’eau  jusqu'a stabilisation de la
température (15 secondes minimum).

Equipements
spécifiques

Microfiltration (utilisation d’un filtre terminal a
0,2pm) (cf. fiche 7) |

Selon les recommandations du fabricant et la qualité de 1’eau :
- pour les filtres stérilisables et réutilisables un certain nombre
de fois : entretien des filtres

- pour les filtres & usage unique : renouvellement (souvent au
bout de quelques jours).
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RESUME :

La légionellose, maladie découverte en 1976 aux Etats-Unis, est due a Legionella. Cette bactérie a été tres
étudiée depuis 25 ans, ainsi que la pathologie dont elle est responsable. Ainsi, le réservoir uniqguement
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humidificateur médical. Les symptomes cliniques de la Iégionellose, peu spécifiques, surtout en médecine
communautaire, rendent le diagnostic de la maladie difficile. Ainsi, de nombreux cas échappent aux
statistiques de la déclaration obligatoire et les caractéristiques épidémiologiques de la légionellose sont donc
en évolution permanente. La surveillance épidémiologique de la maladie est donc couplée avec la
surveillance et la prévention de la contamination microbiologique par Legionella des installations a risques,
en particulier dans les établissements de santé. La prévention des légionelloses nosocomiales est basée sur
le contréle microbiologique de I'eau et par des recommandations concernant la conception et I'entretien des
installations a risque. Enfin, en cas d'épidémie de légionellose, des investigations épidémiologiques et
environnementales, ainsi que des traitements curatifs sont nécessaires.
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